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INTRODUCERE

In dermatologia veterinard, suprainfectarea bacteriani reprezinti o complicatie
frecvent intdlnita. In cazul aparitiei unei piodermite primare sau secundare, instaurarea
rapidd a unui tratament adecvat permite evitarea unor consecinie greu de gestionat:
extinderea leziunilor, diseminarea germenilor (cu posibilitatea transmiterii la om) si/sau
aparitia recidivelor (Riegel s.a., 2010).

Ne-am propus sd abordam aceasta patologie dintr-o perspectiva etiologica, avand
in vedere, cel putin, doua aspecte. Primul aspect a fost cel al potentialului zoonotic,
existand studii care raporteaza, de exemplu, incidenta S. aureus MRSA mai mare in randul
personalului veterinar dacat in alte medii (Kalii s.a., 2014; Sing s.a., 2008; Witte, 2007;
Strommenger s.a., 2005). Cel de-al doilea aspect face referire la terapie; piodermitele si
otitele bacteriene fiind cu precadere ,,beneficiarele” antibioterapiei (Benea s.a., 1998).
Fenomenul antibiorezistentei- mecanismele bacteriene de rezistentd- au dus Tn timp la
limitarea tot mai frecventd a obtiunilor terapeutice cu aceastd clasd de compusi.
Identificarea cu precizie a agentului etiologic este o conditie Sine-qua-non a instituirii unei
antibioterapii corecte §i eficare, atdt din punct de vedere al alegerii antibioticului, cat si a
duratei tratamentului (de exemplu, in cazul identificarii Nocardia spp ca agent patogen,
indicatia terapeutica este de cel putin 4 luni, pana la 12 luni) (Sykes, 2014).

La nivel mondial exista o asidua preocupare privind, nu atat descoperirea de noi
antibiotice cat, gasirea de alternative terapeutice; substante sau molecule din natura,
semisinteza sau chiar sintetice; cum ar fi de exemplu nano peptide polimerice cu efecte
antimicrobiene (Lam S.J., 2016) sau tratamente adjuvante cu noi substante, cum ar fi
PAW (Heinlin sg.a., 2011).

In ceea ce priveste terapia; abordarea atat din directia agentului patogen cat si din
cea a organismului gazdd impune: diagnosticarea si tratarea entitatii patologice primare;
inceperea tratamentului piodermitei, tindnd cont de gravitate, dacd este primul puseu
sau recidivantd/trenantd, starea generala a pacientului, varsta, paramentrii hepato-renali
(avand in vedere hepato/nefro toxicitatea anumitor antibiotice), semnalarea eventualelor
alergii la antibiotic, etc.; initierea tratamentului antipruriginos, acolo unde este cazul,
recunoscut fiind ca factor agravant al piodermitei (Miller, 2013); urmarirea eradicarii
entitatii bacteriene incriminate, atat din aria lezionala cat si din zonele de portaj, pentru a
se preveni reinfectarea; masuri de igienizare a habitatului pacientului, a celorlalte
animale cu care acesta vine 1n contact, pentru a preveni astfel recolonizarea bacteriana.

Aprofundarea cercetdrilor din cadrul tezei de doctorat, pana la nivel molecular, in
ceea ce priveste Staphylococcus spp. se datoreaza faptului ca acesta reprezinta principalul
agent patologic al piodermitelor si manifesta importante mecanisme de antibiorezistenta
(MRSA, MRSP, MRSE, diferite forme de rezistenta incrucisata si inductibild) cu impact
major asupra terapiei. Pe de altd parte, studii recente concluzioneaza ca delta — toxina
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stafilococica (DTS) identificata si studiatd in cazul S. aureus - induce boala alergicid de
piele prin activarea mastocitelor (Nakamura s.a., 2013). Concluziondm cu faptul ca desi
piodermita la animalele de companie nu reprezinta o afectiune grava, letala, este important
sa fie corect diagnosticatd pentru a avea §i succes terapeutic. Sunt, in acelasi timp, doua
conditii obligatorii pentru a putea stopa selectarea de tulpini bacteriene rezistente la
antibiotice.

Cercetarile desfasurate pe parcursul celor patru ani de doctorat nu ar fi fost duse la
bun sfarsit fara aportul si sprijinul institugional asigurat de conducerea Universitatii de
Stiinte Agricole si Medicind Veterinara, careia i multumesc.

Sincere mulfumiri, conducétorului de doctorat, Prof.Univ.Dr. Vasile Vulpe. Va
sunt recunoscatoare, domnule profesor, pentru increderea pe care mi-ati acordat-0, a fost
factorul care m-a ajutat sa duc lucrurile mai departe in momentele grele. Va mulfumesc in
acelasi timp pentru deschiderea si viziunea pe care ati avut-0 pentru abordarea
interdisciplinara a temei propuse, chiar daca parea putin ciudat ,,atata microbiologie” intr-
o tezd de dermatologie. Va sunt recunoscatoare pentru toatd rabdarea, calmul si
intelegerea; calitati umane care atunci cand sunt completate de o solida pregatire
profesionald si daruire, duc la Indeplinirea tuturor obiectivelor.

Multumesc membrilor comisiei de indrumare si membrilor comisiei de doctorat,
pentru sfaturile, informatiile furnizate pe parcursul anilor de studiu si pentru amabilitatea
si disponibilitatea de a-mi fi analizat teza.

Va mulfumesc domnule Profesor Mihai Mares pentru indrumarea in activitatea de
laborator in (multele) zile si luni de testari.

Sincere multumiri doamnei Conferentiar Dorina Timofte, pentru disponibilitatea
si generozitatea de a colabora si contribui substantial la atingerea obiectivelor propuse.

Tntregului colectiv al disciplinei de microbiologie, sub conducerea domnului
Prof.Univ.Dr. Mihai Carp Carare, ii mulfumesc pentru deschiderea de a colabora, logistica
pusa la dispozitie, sfaturile si indrumarea profesionald si nu numai.

Multumiri intregii discipline de clinicd medicald, sub conducerea domnului
Prof.univ.dr. Gheorghe Solcan; doamnei doctor Madalina Burlacu cu care am avut o
excelenta colaborare pe partea de clinicd, domnului Sef Lucrari dr. Mihai Musteata, pentru
indrumarile pertinente , precum si domnilor doctori Dragos Boghean, Ludovic Bacusca,
Cristina si Alexandru Serban care, prin indicatiile de a efectua examene microbiologice,
au ,,furnizat” o parte considerabila din cazuistica luata in studiu.

Colegelor de birou, Andreea, , loana, Oana le multumesc pentru sustinerea,
optimismul, tineretea cu care m-au thconjurat toti acesti ani.

Insumand toate cele spuse mai sus, gandurile de recunostintd se indreapti spre
persoanele care cu iubire neconditionatd m-au sprijinit $i m-au sustinut: parintii si sora
mea! Dragostea si iubirea parinteasca nu se compara cu nimic, este fundamentul pe care
cu liberul arbitru, poti cladi, poti construi. Cu simplitate si modestie, au acceptat si au
daruit totul, in perioada cea mai provocatoare din viata mea. Aceleasi mulfumiri le adresez
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si parintilor mei spirituali, care mi-au insuflat credinta in Dumnezeu, al caror indemn
permanent a fost: Irina, doar CREDE! Ai credinta si mergi mai departe!
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INTRODUCTION

In veterinary dermatology, bacterial superinfection is a commonly seen
complication. In the case of occurrence of a primary or secondary pyoderma, rapid
initiation of a proper treatment allows to avoid consequences that are difficult to manage:
extension of lesions, dissemination of germs (with the possibility of transmission to
humans) and/or occurrence of relapses (Riegel s.a., 2010).

We aimed at approaching this pathology from an etiological perspective,
considering at least two aspects. The first aspect was that of the zoonotic potential, as
there are studies that report, for example, a higher incidence of S. aureus MRSA among
the veterinary personnel than in other environments (Kalii et al., 2014; Sing et al., 2008;
Witte, 2007; Strommenger et al., 2005). The second aspect refers to therapy, pyodermas
and bacterial otitis being particularly the “beneficiaries” of antibiotic therapy (Benea et
al., 1998). The phenomenon of antibiotic resistance — the bacterial resistance mechanisms
— has led in time to the more and more frequent limitation of therapeutic options with this
class of compounds. The precise identification of the etiological agent is a sine-qua-non
condition of initiating a correct and efficient antibiotic therapy, both from the point of
view of choosing the antibiotic, and from the point of view of duration of treatment (for
example, in the case of identifying Nocardia spp. as a pathogenic agent, the therapeutic
indication is at least 4 months, and up to 12 months) (Sykes, 2014).

At the world-wide level, there is a relentless concern not with discovering new
antibiotics, but with finding therapeutic alternatives, substances or molecules from the
nature, semi-synthetic or synthetic, such as, for example, polymeric nano peptides with
antimicrobial effects (Lam S.J., 2016) or adjuvant treatments with new substances, such as
PAW (Heinlin et al., 2011).

In regard to therapy, approaching integrative strategies: “aggressor-aggressed”,
which attack the condition both from the direction of the pathogenic agent, and from that
of the host organism, requires: diagnosis and treating the primary pathological entity;
starting treatment of pyoderma considering the seriousness, whether it is the first flare or
whether it is relapsed/chronic, the patient’s general state, age, hepatic and renal
parameters (considering the hepato/nephrotoxicity of certain antibiotics), signalling
possible allergies to the antibiotic etc.; initiating anti-pruriginous treatment, where
applicable, being recognised as a worsening factor of pyoderma (Miller, 2013); aiming at
eradicating the incriminating bacterial entity, both from the lesioned area, and from the
carriage areas, in order to prevent re-infection; measures to sanitize the habitat of the
patient and of the other animals with whom it comes into contact, in order to prevent
bacterial re-colonization.

Fathoming the research from the doctoral thesis, up to the molecular level, in
regard to Staphylococcus spp.,is due to the fact that it represents the main pathological
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agent of pyodermas, and it manifests significant mechanisms of antibiotic resistance
(MRSA, MRSP, MRSE, various forms of cross and inducible resistance) with a major
impact on the therapy. On the other hand, recent studies concluded that the staphylococcal
delta-toxin (SDT) — identified and studied in the case of S. aureus — causes the allergic
skin disease by activating the mastocytes (Nakamura et al., 2013).

We conclude that, although pyoderma in pets does not represent a serious, lethal
condition, it is important for it to be correctly diagnosed in order to have therapeutic
success. At the same time, there are two mandatory conditions to be able to stop the
selection of bacterial strains resistant to antibiotics.

The research carried out during the four years of doctoral stage would not have
been accomplished without the institutional input and support ensured by the board of the
University of Agricultural Sciences and Veterinary Medicine to which | would like to
thank.

Special thanks to my doctoral thesis advisor, Univ. Prof. Dr Vasile Vulpe. | am
sincerely grateful to you, Mr professor, for the trust that you gave me. It was one of the
stimuli that helped me continue during difficult times. At the same time, | would like to
thank you for the openness and vision that you had in approaching the proposed
interdisciplinary subject, even if “so much microbiology” in a dermatology thesis seemed
a bit strange. 1 am grateful for all of your patience, calm and understanding; they are
human qualities that, when completed by a strong professional training and commitment,
lead to achieving all objectives.

I am also grateful to the members of the guiding committee and the members of
the doctoral committee for the guidance during the years of study and for their kindness
and availability to analyse my thesis.

I would thank Mr Professor Mihai Mares for his entire collaboration, from the first
discussions about the subject and sketching the research directions, to the actual
collaboration in the laboratory on the (many) days and months of tests.

Special thanks to Associate Prof. Dorina Timofte for her availability and
generosity to collaborate and substantially contribute to reaching the proposed objectives.

The entire college of microbiology, led by Prof.Univ.Dr. Mihai Carp Path, thank
you for the openness to collaborate, the logistics provided, the professional advice and
guidance and not only.

Thanks to the whole discipline of the medical clinic, under the leadership of Mr.
Prof.univ.dr. Gheorghe Solcan; Dr. Madalina Burlacu, with whom we had an excellent
collaboration on the part of the clinic, Dr. Mihai Musteata, for the relevant guidance, as
well as the doctors Dr. Dragos Boghean, Ludovic Bacusca, Cristina and Alexandru Serban
who, through the instructions to perform microbiological examinations, "provided "a
considerable part of the case study taken.

The office colleagues, Andreea, Oana, loana, thank them for the support, the
optimism, the youth they have surrounded me all these years.
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Counting all the above, thoughts of gratitude go to the people who unconditionally
loved me and supported me, my parents and sister! Parental love do not compare to
anything, it is the foundation that you can build. With simplicity and modesty, they have
accepted and given everything in the most challenging period of my life. | also give the
same thanks to my spiritual parents, who have inspired my faith in God; whose permanent
urge was: Irina, just BELIEVE! Have faith and go on!
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REZUMAT

Teza de doctorat intitulata “Studii privind diagnosticul de laborator, terapia clasica
si nonconventionald a dermatitelor cu substrat bacterian la caine si pisicd”, conform
uzantelor este structurata in doud parti, continAnd un numar de 136 pagini . In prima parte
sunt sintetizate informatii privind stadiul actual al cunoasterii, iar in a doua parte sunt
prezentate rezultatele privind cercetdrile proprii In tematica abordatd. Ne-am propus sa
abordam patologia cercetatd dintr-o perspectiva etiologica, cunoasterea mai aprofundata a
agentilor etiologici aducand informatii importante si relevante atat in diagnosticul cat si in
terapia piodermitelor.

Prima parte, totalizdnd un numar de 28 pagini, prezintd intr-un mod sintetic
informatii de actualitate referitoare la etiopatogenia piodermitei la carnivore de companie;
diagnosticul si managementul terapeutic al piodermitelor la caine §i pisica.

A doua parte a tezei, totalizdind un numir de 108 pagini, prezintd rezultatele
cercetarilor proprii, fiind structuratd in 4 capitole. Pornind de la scopul si obiectivele
propuse, sunt prezentate rezultatele investigatiilor epidemiologice privind piodermitele la
animalele de companie, cdini si pisici, cercetarile concentrandu-se apoi pe principalul
agent etiologic, Staphylococcus spp. Tn fiecare capitol sunt descrise materialele si
metodele folosite si sunt prezentate rezultatele si discutiile aferente acestora, precum si
concluziile partiale desprinse.

In lucrare se regasesc un numar de 56 figuri, 33 tabele si a fost documentati cu un
total de 164 titluri bibliografice.

Capitolul 11l — “Scopul si obiectivele tezei”. Argumentele privind oportunitatea si
importanta cercetarilor se referd la doua aspecte: riscul zoonotic si antropozoonotic al
stafilocociilor si nu numai, precum s§i limitarea tot mai pregnantd a tratamentului cu
antibiotice din cauza fenomenului de antibiorezistenta. Scopul temei propuse a fost acela
de a aduce o contributie analitica in diagnosticul si terapia piodermitelor la animalele de
companie si aprofundarea studiilor pana la nivel molecular in ceea ce priveste S.aureus i
S.preudintermedius. Astfel, s-au prezentat date utile atat in orientarea diagnosticului, cat
CU substante asa zis ,,neconventionale”.

Principalele obiective ale cercetarilor au fost:

e determinarea prevalentei piodermitelor in cadrul dermatitelor la caini si pisici;

e determinarea prevalentei agentilor etiologici in cadrul piodermitelor prin
izolarea si identificarea fenotipica a acestora;

e confirmarea  moleculara a  identificarii  speciilor ~ S.aureus  si

S.pseudintermedius;
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e caracterizarea genotipica a S.aureus si S. pseudintermedius, privind unele gene
de virulentd, rezistenta la unele antibiotice si antiseptice; producerea de biofilm

e determinarea prevalentei tulpinilor MRSA si MRSP;

e confirmarea moleculara a meticilino-rezistentei tulpinilor incadrate fenotipic Th
MRSA, MRSP;
stafilococice;

o testarea in vitro a efectului antibacterian al apei PAW;

e analiza statistica.

Capitolul IV este intitulat ,,Investigatii epidemiologice privind piodermitele in
regiunea de nord-est a Roméaniei”. Cazuistica a fost reprezentatd de un numar de 163
pacienti, 98 caini si 65 pisici, din judetul Iasi si localitati limitrofe judetului Iasi. In prima
fazd s-a urmarit Incadrarea dermatitelor din punct de vedere clinic, in dermatite
superficiale, profunde si otite externe, precum si din punct de vedere etiologic In dermatite
de natura micotica, parazitara si bacteriand. Asocierea dermatitelor (inclusiv otitele)
micotice §i parazitare cu dermatitele bacteriene a fost constatatd intr-un procent de
aproximativ 60 in primul caz si de aprox.30 in cel de-al doilea caz, valorile mai mari
nregistrandu-se n cazul otitelor. Dupa eliminarea din lotul cercetat a cazurilor care nu
prezentau etiologie bacteriana, investigatiile au continuat in paralel, din punct de vedere
clinic si microbiologic. In urma anamnezelor minutioase, acolo unde s-a ridicat
suspiciunea unor boli primare, s-au efectuat investigatii specifice. Au fost confirmate
patru cazuri de hipotiroidism, cea mai mare parte a bolilor primare a fost reprezentata de
dermatita atopica; iar doua suspiciuni de Cuching au fost infirmate.

Din punct de vedere microbiologic, testarile fenotipice au identificat, din totalul
celor 121 piodermite, 85 de cazuri cu etiologie stafilococica, 17 infectii cu Pseudomonas
spp., 15 cazuri de streptococii, 2 nocardioze, 2 cazuri de infectare cutanata cu
Mycobacterium spp. si otite externe, polibacteriene (asociate cu Proteus spp.). Testarile
fenotipice s-au concentrat, ulterior, pe Staphylococcus spp., agent etiologic cu cea mai
mare prevalentd 1n dermatite de naturd bacteriand. Au fost identificate prin testari
fenotipice un numar de 36 tulpini S.aureus, 21 tulpini S.pseudintermedius, iar 28 de
tulpini au fost Incadrate in grupul “al{i stafilococi”. Avand in vedere importanfa
fenomenului de antibiorezistentd, a fost testatd fenotipic meticilino-rezistenta, pentru
incadrarea MRSA.

Din totalul de 36 tulpini de S. aureus, 21 au fost identificate ca meticilino-
rezistente (58,33 9%). Subliniem faptul ca, aproape jumatate dintre proprietari s-au
prezentat pentru examene de laborator dupa ce pacientilor li s-au administrat unul, doua
sau chiar mai multe antibiotice, ca tratament de prima intentie. Este modalitatea prin care
se selecteaza tulpini bacteriene antibiorezistente fapt care, in final, afecteaza si sanatatea
umana, lucru firesc avand in vedere coabitarea atit de stransa intre om si animalul sdu de
companie. Testarile fenotipice au inclus teste de patogenitate precum hemoliza si prezenta
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coagulazei. Testele de patogenitate au ardtat ca 14 izolate de Staphylococcus spp. nu au
prezentat hemoliza si au provenit din cazuri de dermatita superficiala, cu un tablou clinic
sters: usoara alopecie, eritem, fine descuamari ale tegumentului. Din cele 85 de tulpini
coagulazo-pozitive, 19 tulpini au coagulat plasma de iepure pana in 4 ore, restul pana in
24 de ore. Acest rezultat a fost corelat cu tabloul clinic si s-a constatat ca tulpinile din
prima categorie au provenit de la pacientii care prezentau material purulent sau exudat
purulent/ ulceratii/fistulizari.

Tn capitolul V, intitulat “Caracterizarea genopitica a izolatelor stafilococice si
analiza statistica” cercetarile au fost aprofundate cu studii de epidemiologie moleculara.
Pentru identificarea genotipica au fost testate 83 tulpini de Staphylococcus spp.
Identificarea prin PCR a speciilor de stafilococi izolati din piodermite a confirmat faptul
ca S.pseudintermedius este pricipalul agent etiologic in piodermite la caini, la pisici
identificandu-se ntr-un procent de 91,30% S.aureus. In ceea ce priveste otitele,
identificarea geneticd a speciilor de Staphylococcus spp.a fost urméatoarea: 10 tulpini S.
aureus, 3 tulpini din alte specii i nici o tulpind de S. pseudintermedius.

Pentru caracterizarea genetica a izolatelor stafilococice, au fost efectuate testari pe
un numar de 76 tulpini de Staphylococcus spp., provenite de la 64 cazuri dermatite i 12
tulpini din otite externe. Caracterizarea genetica a izolatelor stafilococice a urmarit
identificarea unor gene ce codifica: rezistenta la antibiotice (mecA, mecC, mup, fusB, fusC,
fusD); rezistenta la antiseptice (smr, qacA/B); gene de virulenta (lukS, IukF, siet, SeCcanine »
expA/B, PVL) si proteine formatoare de biofilm (icaA, icaD, bap).

Din punct de vedere clinic, al aspectului tabloului lezional, identificarea genelor
de virulenta este relevanta, intrucat: Luk S, Luk F — prezente la S. pseudintermedius
codifica o leucotoxina, similar pvl produsa de S. aureus (Futagawa S., s.a., 2009), cu efect
citotoxic prin crearea de pori In membrana celulelor tinta (Guillet V., s.a., 2004); PVL —
este 0 exotoxind extrem de virulenta, caracteristicd S.aureus, ce transforma tesuturile
gazda in nutrienti necesari cresterii si dezvoltarii bacteriene (Melles DC., s.a., 2006); Siet,
exp A, exp.B - sunt gene care codifica producerea unor toxine exfoliative; prezenta siet
fiind semnificativ statistic asociatd cu infectiile cutanate (Ruzauskas M., s.a., 2016);
Seceanine — codifica enterotoxicitatea stafilococilor, dar a fost identificatd si la tulpini de
Staphylococcus izolate de la animale din diferite patologii, avand capacitatea de a induce
stareca de voma si proliferarea celulelor T. Identificarea acestor gene la tulpinile de
S.pseudintermedius confirma potentialul lor enteropatogenic (Garbacz K., s.a., 2013).

Analiza celor 4 mari categorii de gene a aratat faptul ca factorii de virulenta au
avut cel mai mare impact asupra mecanismului patogenic. S-a constatat ca in cazul
infectiilor cutanate, la cele 44 de tulpini ,,purtatoare” de gene de virulenta s-au identificat
nu mai putin de 145 de gene. Au fost identificate 16 tulpini cu cite 4 gene de virulenta, 26
tulpini cu céate 3 gene de virulenta si 3 tulpini cu o singurd gena ce codifica factori de
virulentd. S-a confirmat astfel, la nivel molecular, agresivitatea izolatelor de
Staphylococcus spp. din piodermite si otite.
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Din punct de vedere al tratamentului cu antiseptice, antibiotice §i formarea de
biofilm (ca forma de rezistenta la antibioterapie) s-a constatat ca 83,2% dintre tulpinile
izolate din otite au prezentat gene din aceste trei categorii, cu precizarea cd mai mult de
jumatate din acest procentaj provine din grupul genelor ce codificd formarea de biofilm;
iar Tn cazul piodermitelor procentul a fost de 37,4. Rezultatele obtinute explica, cel putin
partial, esecurile terapeutice si recidivele, de asemenea argumenteaza necesitatea
cercetarii continue 1n vederea gasirii de noi solutii terapeutice.

Capitolul VI intitulat ,,Initierea terapiei etiotrope in stafilococii la ciine si pisica si
perspective in utilizarea unor noi compusi antibacterieni” prezinta cercetarile concentrate
pe profilurile de rezistenta ale tulpinilor de stafilococi, incadrarea acestora in MDR, XDR,
PDR si testarea in vitro a efectului antibacterian al apei PAW ca posibilitate terapeutica.

In prima parte ale acestor testiri S-a urmarit stabilirea profilului de
sensibilitate/rezistenta la antibiotice, esentiald pentru alegerea adecvata a tratamentului de
prima intentie. Acest lucru se impune cu atat mai mult cu cét, de multe ori, din motive
obiective (lipsa unui laborator de microbiologie Th proximitatea cabinetului veterinar) sau
subiective (ce tin de proprietar) antibioterapia de prima intentie nu este urmata de examen
bacteriologic si antibiograma. Este unul din motivele dezvoltarii antibiorezistentei, fapt ce
ingreuneaza efortul clinicienilor de a trata piodermitele la animalele de companie. O
alternativa terapeutica este conceptul de “rotire” a antibioticelor pentru a Se Tncerca
reducerea presiunii de selectie a tulpinilor rezistente si prelungirea duratei de actiune a
compusilor. Practic, acest lucru implica inlocuirea periodicd a antibioticelor de prima
intentie cu alte clase de compusi (Masterton, 2005).

Testarile au fost realizate pe un lot de 85 tulpini de Staphylococcus spp. provenite
de la 61 caini si 24 pisici cu piodermita si otitd externd. Din anamneza a reiesit cd 55
pacienti (64,7%) au beneficiat de antibioterapie anterior recoltarii de probe pentru
examenul bacteriologic si antibiograma; 9 proprietari (10,5%) au declarat cd nu au
administrat antibiotic, iar pentru 21 de cazuri (24,7%), aceastd informatie a fost
inexistenta. A fost confirmata meticilino-rezistenta (MRSA) ntr-un procent de 32,3, fapt
care a Crescut rezistenta la beta lactamice la procente de 64,7 pentru AMC, 76,4 pentru
AX si 64,7 pentru AML.

O alta forma de rezistenta identificata, a fost rezistenta inductibila la clindamicina
la 13 tulpini testate (15,29%). Astfel de tulpini sunt raportate ca rezistente la toate
lincosamidele si macrolidele, fiind tulpini posesoare a genei de rezistenta erm.(Andrews
s.a., 2011; Lewis s.a., 2005). Rezultatele testarii tulpinilor de Staphylococcus spp. la cele
11 clase de antibiotice au aratat ca primele trei clase de antibiotice la care tulpinile testate
au prezentat cele mai mari procente de rezistentd au fost penicilinele, urmate de
polipeptidicele si tetraciclinele. Rezultatele sunt in corelatie cu cele mai utilizate
antibiotice ce se regdsesc in produsele cu utilizare topica dar si cu antibioticele de prima
intentie utilizate In zona din care au provenit cazurile. Clasele de antibiotice la care
tulpinile testate au avut un procent mare de sensibilitate s-au dovedit a fi rifamicinele,
quinolonele si cloramfenicolii.
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Un aspect interesant considerdm céd este rezistenta la acid fusidic (11,76%) —
depistata fenotipic si confirmata genotipic (13,1%), in conditiile In care din anamneza
efectuatd a reiesit faptul ca nici unul dintre pacienti nu a fost tratat cu acest antibiotic.
Acest aspect poate fi o confirmare a circulatiei tulpinilor in naturd sau poate fi vorba
despre o eventuald rezistentd Incrucisata (O’Neill s.a., 2002). Tot in aceasta prima parte a
capitolului VI, datoritd studiilor realizate la FMV Tasi (Solcan, 1998) s-a putut realiza o
analiza retrospectiva privind evolutia antibiorezistentei la un numar de 13 antibiotice. S-a
constatat astfel ca, cele mai mari cresteri procentuale ale antibiorezistentei au fost in cazul
Amoxicilinei+ acid clavulanic (de la 0 1a 60), urmate de Amoxicilina / Polimixina (de la 0
la 57,64) si Neomicina (de la 0 1a 51,76).

Tn cea de-a doua parte a capitolului V1, am prezentat rezultatele privind ncadrarea
in MDR, XDR si PDR. Prin initiativa Centrului European de Prevenire a Bolilor, a fost
creata o terminologie standardizata la nivel international prin care sa fie descris profilul de
rezistentd dobandit de mai multe bacterii, printre care si S.aureus. Listele cu clasele de
antibiotice propuse pentru testarea profilului de rezistenta au fost create si puse la
dispozitie de Institutul Clinic de Standarde de Laborator (CLSI), Comitetul European
Food and Drug Administration (FDA). Definitiile pentru MDR, XDR si PDR, conform
forurilor mentionate mai sus sunt: MDR - izolate rezistente la cel putin un agent
antimicrobian din cel putin trei clase de antibiotice, XDR — a fost definit ca rezistenta la
cel putin un agent din toate clasele, cu exceptia a cel mult doui clase la care prezinta
sensibilitate totala, PDR — sunt acele izolate rezistente pentru toti agentii, din toate
clasele de antibiotice.

Urmarind aceste definitii subliniem ca; toate izolatele MRSA sunt considerate din
start MDR, intrucat rezistenta la oxacilina/cefoxitin, induce rezistenta la toate beta
lactamicele existente. Similar, rezistenta la clindamicind si eritromicind, cu aparitia formei
,D”, este raportatd ca rezistentd la toate lincosamidele (lincomicina) si macrolidele
(clindamicina, spiramicina, claritromicina, azitromicina, roxitromicina), izolatele fiind
incadrate MDR, in cazul prezentei rezistentei la inca un antibiotic. Lista claselor si
agentilor antimicrobieni utilizati este orientativa, reprezentdnd doar un ghid, ea poate fi
adaptata si trebuie completatd , pe masura ce noi substante devin disponibile pentru terapie
(Magiorakos s.a., 2012). In cercetirile noastre, s-au adaptat unele antibiotice cu cele
utilizate in zona geografica inclusa in studiu. Testarea profilului de sensibilitate/rezistenta
la cele 11 clase de antibiotice a demonstrat faptul ca, din cele 85 tulpini de Staphylococcus
spp. provenite din piodermite la animale de companie (cdini si pisici), 22 de tulpini
(25,88%) au prezentat sensibilitate la toate clasele testate (cu rezistenta la cel mult un
antibiotic din cel mult 2 clase), 61 tulpini pot fi incadrate MDR (71,76%), prezentand
rezistenta la cel putin un agent antimicrobian din cel putin trei clase de antibiotice; iar 2
tulpini au prezentat rezistenta la cel putin un antibiotic din toate clasele (mai putin doud),
Tncadrandu-se XDR (2,85%). Nu a fost detectata nici o tulpind PDR.
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Un ultim studiu al cercetarilor noastre a urmarit efectul antibacterian in vitro al
apei PAW, utilizarea acesteia In dermatologie reprezentand o solutie viabila vis a vis de
mecanismele de rezistentd la antiseptice si dezinfectanti. Mecanismele adaptive si
rezistenta bacteriilor la antiseptice si dezinfectanti sunt cunoscute, rezistenta fiind o
proprietate naturald (intrinsecd) sau o proprietate dobanditd datoritd mutatiei sau achizitiei
de plasmide (ADN auto-replicare si extracromozomal) sau transpozonilor (transpozoni
cromozomi sau plasmide de integrare ) (McDonnel s.a., 1999; Grundmann s.a., 2006). In
lupta globala cu infectiile cutanate stafilococice, un caz special este reprezentat de
stafilococul rezistent la meticilind considerat o amenintare globala. (Grundmann s.a.,
2006); dezvoltarea unor tratamente topice alternative fiind salutara.

Apa care este activatd cu plasma rece, capatd un pH acid si contine, printre alte
grupari: peroxid de hidrogen (H202), nitrat (NO3) si nitrit (NO2), O3, anioni responsabili
de degradarea peretelui bacterian, prin intermediul unui efect oxidativ asupra proteinelor,
lipidelor si ADN-ului. (Oehmigen s.a., 2010; Brisset s.a., 2012).

Eficacitatea inactivarii prin utilizarea acestei metode depinde de factori abiotici
(temperatura, duritatea apei, cantitatea de substante organice si nutrienti pentru bacterie) si
factori biotici (structura peretelui celular, prezenta sau absenta capsulelor, capacitatea de a
sporula) (Naitali s.a., 2010; Kamgang-Youbi s.a., 2008). Studiile aratd cd actiunea
antimicrobiana a PAW creste in urmatoarea ordine: levuri, bacterii gram-pozitive si
bacterii gram-negative (Kamgang Youbi s.a., 2009; Ursache s.a., 2014).

Testarile au fost efectuate pe probe ce au avut incarcatura bacteriand initiald
cuprinsi intre 4,78x10° si 8,3x10™. La tratamentul de 3 minute al tulpinilor cu PAW,
valorile reductiei au variat de la 0 la 7,38 cu o medie de 5 log; iar la 10 minute, reducerea
minima si maxima a fost de 4,99; respectiv 9,; cu 0 medie de 6,99 log. Avand in vedere ca
incarcaturile bacteriene mai mari de 10° CFU/ tesut corespund infectiei, iar pentru bacterii
precum streptococi beta hemolitici, S. aureus si P. aeruginosa sunt suficiente incarcaturi
mult mai mici, considerdm ca rezultatele reductiei obtinute in vitro sunt concludente
pentru utilizarea PAW ca agent antimicrobian (Heinlin s.a., 2011).

In Capitolul VIl — ,Concluzii finale si recomandari” sunt sintetizate in 26
concluzii aspecte concludente ale cercetarilor i sunt emise cateva recomandari desprinse
din rezultatele obtinute.
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ABSTRACT

The doctoral thesis entitled “Studies Regarding the Laboratory Diagnosis,
Classical and Non-conventional Therapy of Dermatitis with Bacterial Substrate in Dogs
and Cats” consists of 136 pages and, according to standard practices, it is structured in two
parts. Information regarding the current stage of knowledge is synthesised in the first part,
and the results regarding our own research on the approached subject are presented in the
second part. We aimed at approaching the pathology researched from an etiological
perspective, a more thorough knowledge of the etiological agents bringing important and
relevant information both in the diagnosis and in the therapy of pyodermas.

The first part, comprising of a total number of 28 pages, synthetically presents
current information regarding the etiopathogenesis of pyoderma in pet carnivores, and the
diagnosis and therapeutic management of pyodermas in dogs and cats.

The second part of the thesis, comprising of a total of 108 pages, presents the
results of our own research, and it is structured in 4 chapters. Starting from the purpose
and proposed objectives, we presented the results of the epidemiological investigations
regarding pyodermas in pets, cats and dogs, then the research is focused on the main
etiological agent, Staphylococcus spp. In each chapter, the used materials and methods are
described, and the results and discussions related to them are presented, as well as the
resulting partial conclusions.

In the paper, there are 56 figures and 33 tables, and the thesis was documented
with a total of 164 references.

Chapter 111 — “Purpose and objectives of the research”. The arguments regarding
the opportunity and importance of the research refer to two aspects: the zoonotic and
anthropozoonotic risk of staphylococci and not only, as well as the more and more
significant limitation of treatment with antibiotics due to the antibiotic resistance
phenomenon. The purpose of the proposed subject was to bring an analytical contribution
to the diagnosis and therapy of pyodermas in pets, and to fathom the studies up to
molecular level in regard to Staphylococcus aureus and pseudintermedius, by presenting
data useful both in guiding the diagnosis and particularly in initiating etiotropic therapy, as
well as by presenting data regarding new therapeutic perspectives with the so-called “non-
conventional” substances.

The main objectives of the research were:

¢ determining the prevalence of pyodermas in dermatitis in dogs and cats;

o determining the prevalence of etiological agents in pyodermas by isolating and
phenotypically identifying them;

e molecularly confirming the identification of S.aureus and S.pseudintermedius
species;
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e genotypically characterising S.aureus and S.pseudintermedius in regard to
some virulence genes and the resistance to some antibiotics;

e determining the prevalence of MRSA and MRSP strains;

o molecularly confirming the methicillin resistance of strains that are
phenotypically classified as MRSA and MRSP;

e in vitro assessing the sensitivity of the staphylococcal isolated strains to
different classes of antibiotics;

e invitro testing of the antibacterial effect of PAW,;

o statistical analysis.

Chapter IV — “Epidemiological investigations regarding pyodermas in dogs and
cats in the north-east region of Romania”. The casuistry was represented by a number of
163 patients, 98 dogs and 65 cats from the county of Iasi and localities neighbouring the
county of Tasi. In the first phase, we aimed at classifying dermatitis from a clinical point of
view, in superficial dermatitis, deep dermatitis and otitis externa, as well as from an
etiological point of view, in mycotic, parasitic and bacterial dermatitis. The association of
mycotic and parasitic dermatitis (including otitis) with bacterial dermatitis was noticed in
a percentage of approximately 60% in the first case, and approximately 30% in the second
case, the higher levels being registered in the case of otitits. After eliminating from the
researched batch the cases that no longer had bacterial etiology, the investigations
continued in parallel, from a clinical and microbiological point of view. Following
thorough anamnesis, in the cases where the suspicion of primary diseases arose, specific
investigations were carried out. Four cases of hypothyroidism were confirmed, two
suspicions of Cushing being ruled out.

From a microbiological point of view, the phenotypic tests have identified, from
the total of 121 pyodermas, 85 cases with staphylococcal etiology, 17 infections with
Pseudomonas spp., 15 cases of streptococci, 2 nocardioses, 2 cases of skin infection with
Mycobacterium spp., and infections, namely otitis externa, associated with Proteus spp.
Phenotypic tests were subsequently focused on Staphylococcus spp., the etiological agent
with the highest prevalence in bacterial dermatitis. By phenotypic tests, the following
were identified: 36 strains of S. aureus, 21 strains of S. pseudintermedius, and 28 strains
were classified in the group “other” staphylococci. Considering the importance of the
antibiotic resistance phenomenon, the methicillin resistance was phenotypically tested for
the classification in the MRSA.

Of the total of 36 strains of S. aureus, 21 were identified as methicillin-resistant
(58.33%.). We must highlight that almost half of the owners came for laboratory tests
after the patients received one, tow or even more antibiotics, as first-line treatment. It is
the method by which antibiotic-resistant bacterial strains are selected, which in the end
also affects human health, which is natural considering the cohabitation that is so tight
between the human and his pet. Phenotypic tests have included pathogenesis tests such as
haemolysis and the presence of coagulase. Pathogenesis tests showed that 14 isolated
strains of Staphylococcus spp. did not have haemolysis and came from cases of superficial
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dermatitis, with a faded clinical picture: mild alopecia, erythema, mild desquamation of
the tegument. Of the 85 coagulase-positive strains, 19 strains coagulated rabbit plasma
within 4 hours, and the rest within 24 hours. This result was correlated with the clinical
picture and it has been noticed that the strains came from patients who had purulent
material or purulent exudates/ulcerations/fistula.

In chapter V — “Genotypic characterisation of staphylococcal isolated strains and
statistical analysis” — the research was fathomed with molecular epidemiology studies on
the isolated strains of S. aureus si S. pseudintermedius. For the genotypic identification,
83 strains of Staphylococcus spp. have been selected. PCR identification of species of
staphylococci isolated from pyodermas has confirmed that S. pseudintermedius is the main
etiological agent in pyodermas in dogs; in cats, S. aureus was identified in a percentage of
91.30%. In regard to otitis, genetic identification of Staphylococcus spp. was the
following: 10 strains of S. aureus, 3 strains of other species, and no strain of S.
pseudintermedius. For the genetic characterisation of the staphylococcal isolated strains,
tests were made on a number of 76 strains of Staphylococcus spp. They came from 64
cases of dermatitis and 12 strains of otitis externa.

Genetic characterisation of staphylococcal isolated strains aimed at identifying
sets of genes that codify: resistance to antibiotics (mecA, mecC, mup, fusB, fusC, fusD),
resistance to antiseptics (smr, gacA/B), virulence genes (IukS, lukF, siet, SeCcanine, EXPA/B,
PVL), and formation of biofilm (icaA, icaD, bap).

From a clinical point of view of the aspect of the lesional picture, identification of
virulence genes is relevant because: Luk S and Luk F — present in S. pseudintermedius —
codify a leukotoxin, similar to PVL produced by S. aureus (Futagawa S., et al., 2009),
with cytotoxic effect by creating pores in the membrane of the target cells (Guillet V., et
al., 2004); PVL — extremely virulent exotoxin, characteristic to S. aureus, it transforms the
host tissues into nutrients necessary for bacterial growth and development (Melles DC., et
al., 2006); Siet, exp A and exp.B are genes that codify the production of exfoliative toxins,
the presence of siet being significantly associated from a statistic point of view with skin
infections (Ruzauskas M., et al., 2016); SeCcnine codifies the enterotoxicity of
staphylococci, but it has also been identified in strains of Staphylococcus isolated from
animals from different pathologies, with the ability to cause vomiting and proliferation of
T cells. Identification of these genes in strains of S. pseudintermedius confirms their
enteropathogenic potential (Garbacz K., et al., 2013).

The analysis of the 4 big categories of genes showed that the virulence factors had
the biggest impact on the pathogenic mechanism. It has been noticed that in the case of
skin infections, in the 44 strains “carrier” of virulence genes, no less than 145 genes have
been identified. 16 strains with 4 virulence genes each, 26 strains with 3 virulence genes
each and 3 strains with a single gene that codifies virulence factors have been identified.
Thus, at the molecular level, the aggressiveness of strains of Staphylococcus spp. isolated
from pyodermas has been confirmed.
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From the point of view of treatment with antiseptics, antibiotics and formation of
biofilm (as a form of resistance to antibiotic therapy), we noticed that 83.2% of the strains
isolated from otitis had genes from these three categories, specifying that more than half
of this percentage comes from the group of genes that codify the formation of biofilm, and
in the case of pyodermas the percentage was 37.4. The obtained results explain, at least in
part, the therapeutic failures and relapses; also, they argue the need of further research in
finding new therapeutic solutions.

Chapter VI — “Initiation of etiotropic therapy in staphylococci in dogs and cats,
and perspectives in using new antibacterial compounds” — presents the research focused
on the resistance profiles of staphylococcal strains, their classification in MDR, XDR and
PDR, and in vitro testing of the antibacterial effect of PAW as a therapeutic perspective.

In the first part of these tests, we aimed at establishing the sensitivity/resistance
profile to antibiotics, essential in properly choosing the first-line treatment. This is
required all the more so since, many a times, due to objective reasons (lack of a
microbiology laboratory near the veterinary practice) or subjective reasons (which are
related to the owner), the first-line antibiotic therapy is not followed by a bacteriological
examination and an antibiogram. It is one of the reasons of developing antibiotic
resistance, which hinders the effort of clinicians to treat pyodermas in pets. A therapeutic
alternative is the concept of “rotating” the antibiotics in order to try reducing the pressure
of screening resistant strains and extending the duration of action of the compounds.
Practically, this involves regularly replacing first-line antibiotics with other classes of
compounds (Masterton, 2005).

The tests were carried out on a batch of 85 strains of Staphylococcus spp. coming
from 61 dogs and 24 cats with pyoderma and otitis externa. Form the anamnesis, it
resulted that 55 patients (64.7%) benefited from antibiotic therapy prior to collection of
samples for the bacteriological examination and antibiogram; 9 owners (10.5%) stated that
they did not give antibiotic, and for 21 cases (24.7%), this information did not exist.
Methicillin resistance (MRSA) was confirmed in a percentage of 32.3 strains of S. aureus,
which increased the resistance to beta-lactam antibiotics in a percentage of 64.7% for
AMC, 76.4% for AX, and 64.7% for AML.

Another form of identified resistance was the inducible resistance to clindamycin
in 13 tested strains (15.29%). Such strains are reported as resistant to all lincosamides and
macrolides, being strains carrier of the erm. resistance gene (Andrews et al., 2011; Lewis
et al., 2005). The results of testing of strains of Staphylococcus spp. in the 11 classes of
antibiotics showed that the first three classes of antibiotics in which the tested strains had
the highest percentages of resistance were the penicillins, followed by polypeptides and
tetracyclines. The results are in correlation with the most used antibiotics that are found in
the topical-use products, but also in the first-line antibiotics used in the area from where
the cases came. The classes of antibiotics where the tested strains had a high percentage of
sensitivity proved to be rifampicins, quinolones and chloramphenicols. We believe that an
interesting aspect is the resistance to fusidic acid (11.76%) — phenotypically detected and
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genotypically confirmed (13.1%), given that from the performed anamnesis it resulted that
none of the patients was treated with this antibiotic. This aspect can be a confirmation of
the circulation of strains in nature, or it might be about a possible cross-resistance (O’Neill
et al., 2002). Also in the first part of chapter VI, due to the studies carried out at the
Faculty of Veterinary Medicine lasi in 1998 by Prof. Solcan, within his doctoral thesis, we
were able to follow the evolution of antibiotic resistance in 13 antibiotics. Thus, we
noticed that the highest percentage increases of antibiotic resistance were in the case of
Amoxicillin + clavulanic acid (from 0 to 60), followed by Amoxicillin / Polymyxin (from
0 to 57.64), and Neomycin (from 0 to 51.76).

In the second part of chapter VI we presented the results regarding the
classification in MDR, XDR and PDR. By initiative of the European Centre for Disease
Prevention and Control, an internationally standardised terminology has been created
where the resistance profiles acquired by several bacteria, among which there is also S.
aureus, are described. The lists with the classes of antibiotics proposed for testing the
resistance profile have been created and made available by the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), the European

According to Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) and
the Food and Drug Administration (FDA) from the United States of America, the
definitions for MDR, XDR and PDR are: MDR - isolated strains resistant to at least one
antimicrobial agent of at least three classes of antibiotics; XDR has been defined as the
resistance to at least one agent of all classes, except no more than two classes to which
it has total sensitivity; PDR are the isolated strains resistant to all agents, of all classes of
antibiotics.

Following these definitions, we must highlight that: all MRSA isolated strains are
considered from the beginning MDR because the resistance to oxacillin/cefoxitin causes
the resistance to all existing beta-lactam antibiotics. Similarly, resistance to clindamycin is
reported as resistance to all lincosamides (lincomycin) and macrolides (clindamycin,
spiramycin, clarithromycin, azithromycin, roxithromycin), the isolated strains being
classified as MDR.

The list of classes and used antimicrobial agents is a rough guide; by representing
just a guide, it can be adapted and must be completed as new substances become available
for therapy (Magiorakos et al., 2012). In our research, we adapted some antibiotics with
the ones used in the geographical area included in the study. Testing the
sensitivity/resistance profile in the 11 classes of antibiotics has proved that, of the 85
strains of Staphylococcus spp. coming from pyodermas in pets (dogs and cats), 22 strains
had sensitivity to all tested classes (with resistance to no more than one antibiotic of no
more than two classes), 61 strains can be classified as MDR, having resistance to at least
one antimicrobial agent of at least three classes of antibiotics, and 2 strains had resistance
to at least one antibiotic of all classes (except for two), classifying as XDR. No PDR strain
has been detected.
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The last study of our research focused on the in vitro antibacterial effect of PAW,
its use in dermatology representing a viable solution in regard to mechanisms of resistance
to antiseptics and disinfectants. The adaptive mechanisms and the resistance of bacteria to
antiseptics and disinfectants are well-known, resistance being a natural (intrinsic) property
or an acquired property due to mutation or acquisition of plasmids (self-replicating DNA
and extrachromosomal DNA) or transposons (chromosome transposons or integration
plasmids) (McDonnel et al., 1999; Grundmann et al., 2006). In the world-wide fight
against staphylococcal skin infections, a special case is the methicillin-resistant
staphylococcus, which is considered a global threat (Grundmann et al., 2006), the
development of alternative topical treatments being beneficial.

Water that is activated with cold plasma acquires an acid pH and contains, among
other groups: hydrogen peroxide (H202), nitrate (NO3), nitrite (NO2) and anion,
responsible for the degradation of the bacterial wall, through an oxidative effect on the
proteins, lipids and DNA (Oehmigen et al., 2010; Brisset et al., 2012).

The efficacy of inactivation by using this method depends on abiotic factors
(temperature, hardness of water, quantity of organic substances and nutrients for the
bacterium) and biotic factors (structure of the cellular wall, presence or absence of
capsules, ability to sporulate) (Naitali et al., 2010; Kamgang-Youbi et al., 2008). Previous
studies show that the antimicrobial action of PAW increases in the following, in this
order: yeast, gram-positive bacteria and gram-negative bacteria (Kamgang Youbi et al.,
2009; Ursache et al., 2014).

The tests were carried out on samples that had the initial bacterial load between
4.78x10% and 8.3x10. In the 3-minute treatment of strains with PAW, the reduction
levels varied from 0 to 7.38 with an average of 5 log, and in the 10-minute treatment the
minimum and maximum reduction was 4.99 and 9 respectively, with an average of 6,99
log. Considering that the bacterial loads higher than 10° CFU/tissue correspond to
infection, and for bacteria such as beta-haemolytic streptococci, S. aureus and P.
aeruginosa much lower loads are sufficient, we believe that the results of the reduction
obtained in vitro are conclusive for the use of PAW as antimicrobial agent (Heinlin et al.,
2011).

In chapter VIl — “Final conclusions and recommendations” — 26 conclusions are
synthesised, which represent conclusive aspects of the research, and a few
recommendations arising from the obtained results are issued.
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PARTEA | - STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII
PART | - THE PRESENT STAGE OF KNOWLEDGE
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CAPITOLUL 1. ETIOPATOGENIA PIODERMITEI LA
CARNIVORELE DE COMPANIE

CHAPTER 1. ETIOPATHOGENESIS OF PYODERMA IN PET
CARNIVORES

1.1. Pielea si microbiota cutanata

Pielea, cel mai mare organ al corpului indeplineste un rol esential Inmentinerea
starii de sdnatate prin functiile detinute: reglarea temperaturii, depozitarea de vitamine,
electroliti, apa, grasime, glucide, proteine; prevenirea pierderii de apa si electroliti,
protectia mecanica Tmpotriva agentilor fizici, chimici, microbieni, perceperea senzatiilor
de cald-rece, presiune, durere, productia de fanere, vitamina D, melanina, comunicarea
starii de sanatate si identitatii sexuale etc.(Paterson, 2008).

In structura pielii, reprezentata de cele trei straturi principale (fig.1.1.), sunt
adapostite si/sau isi au originea anexele pielii (glande, par, fanere), terminatiile nervoase
incapsulate, anastomozele arterio-venoase, toate reprezentand baza anatomica si
structurala a functiilor mentionate mai sus.

i
i s

= [
Fig.1.1. Structura pielii (Cotea, 2003)
Fig.1.1. Skin structure (Cotea, 2003)

Pielea reprezintd o interfata esentiala pentru pastrarea homeostaziei organismului.
Ea are propriul microclimat, populatiile microbiene variind in functie de compozitia
chimica si parametrii fizici ai habitatelor cutanate precum si interactiunile complexe dintre
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acestea. Aceste populatii microbiene sunt controlate permanent de mecanismele imune
innascute ale gazdei, iar cand acestea sunt deficitare, sau microhabitatul cautanat se
modifica, unele bacterii si levuri pot provoca boli. Un rol important al acestei microbiote
cutanate este acela de a controla si preveni colonizarea CU microorganisme exterioare,
patogene.

Fara a intra in detaliile histologice ale tesutului cutanat, subliniem ca tot
complexul structural al acestuia, prin moleculele produse/secretate - keratina, melanina,
sebumul, cerumenul, sudoarea etc - asigurd o conditie chimica de care depinde sanatatea
pielii.

In ceea ce priveste functia de protectie a pielii, ca o bariera anatomici mecanica si
chimica esentiald, este cunoscut si evidentiem rolul deosebit al keranocitelor si procesul
de keratinizare, corneocitelor (keratinocite mature), importante pentru tema abordata
(Cotea, 2003).

Keranocitele indeplinesc un puternic rol antimicrobian prin substantele eliberate,
dintre care cele mai recent recunoscute sunt peptidele beta-defensin si elafin (Lloyd,
2008). Pe de alta parte, prezenta populatiei bacteriene pe piele este determinatd de
capacitatea acestora de a adera la keranocitele mature (corneocite); gradul de ,,incarcare”
bacteriand depinz&nd si de factorii biochimici ai pielii cum ar fi pH-ul, salinitatea, natura
lipidelor si a proteinelor (incluzand imunoglobulinele, complementul, transferina)
(Matousek, 2002).

Dupa Bensignor (2008), flora bacteriana care formeaza microbiota cutanata a fost
grupata in:

Flora rezidenta — bacterii care se gisesc In permanentd pe suprafata pielii si se
multiplica 1n nise ecologice naturale;

Flora tranzitorie — comensald, se regasesc ocazional, in cantitate si timp limitat
pe suprafata pielii;

Flora nomada - bacterii care nu se pot stabili si multiplica pe piele.

Screeningurile pentru identificarea populatiilor bacteriene la ciine si pisica au
avut in vedere atat suprafata pielii cat si infundibulul foliculului pilos, constatandu-se
predominanta bacteriilor gram positive (Miller s.a., 2013;Paterson, 2008).

32



Teza de doctorat

Tabelul 1.1./Table 1.1.
Microbiota bacteriana cutanati la ciine si pisica (dupa Miller, 2008)
Bacterial microbiota skin in dogs and cats

MICROBIOTA CUTANATA MICROBIOTA CUTANATA
CAINE PISICA
Rezidenta Tranzitorie Rezidenta Tranzitorie

Micrococcus spp, E.Coli, Micrococcus spp,  Streptococcus s

Staphylococcus Proteus mirabilis, Staphylococcus spp. hemolytic,

coagulazo  negativ, Pseudomonas spp, Streptococcus grup D, E.Coli,

Streptococcus grup D,  Corynebacterium spp.,  Acinetobacter spp., Proteus mirabilis,

Clostridium spp., Bacillus spp., Pseudomonas  spp.,

Propionibacterium Stapylococcus spp. Alcaligenes spp.,

acnes, Acinetobacter coagulazo-pozitiv Bacillus spp.,

spp, Bacillus spp Staphylococcus
spp.(exceptie
S.simulans)

La animalele de companie apare o contaminare cutanata din alte situsuri (gura,
zona anald) in special din cauza linsului §i mai frecvent la pisica. Pasteurella multocida,
Corynebacterium spp, Actinomyces spp., Bacteroides spp., Fusobacterium spp., se
regasesc in flora bucald a pisicii, iar suplimentar, prin contaminarea fecaloida la céini si
pisici s-au identificat Prevotella spp., Peptostreptococcus spp.(Miller s.a., 2013, Paterson,
2008; Kil, 2014).

1.2. Agentii etiologici ai piodermitelor

Principalul agent patogen al piodermitelor la_cdine este Staphylococcus
pseudintermedius. Considerat a fi un rezident la nivelul mucoaselor, mai ales nazala,
anald, tractul genital, se insamanteaza pe piele prin manipularea fiziologica sau alte
activitati. In mod obisnuit, infectia dermica cu Staphylococus apare pe un teren patologic
preexistent. Din piodermitele profunde pot fi izolate bacterii nerezidente: Pseudomonas
spp., Actinomyces spp., Nocardia spp., si Micobacterium spp.( Guaguere s.a., 2004).

Incidenta agentilor etiologici bacterieni responsabili de piodermite este - Th ordine
descrescatoare : Staphylococcus pseudintermedius, S. aureus, S. hycus, S. hominis, S.
epidermidis, S. xylosus, Streptococcus sp., Proteus sp., Pseudomonas sp., Echerichia coli,
etc.( Miller s.a., 2013).

La pisica, infectiile bacteriene ale pielii sunt mai rare; cele mai comune sunt
abcesele subcutanate cauzate frecvent de muscaturi sau intepaturi profunde. Agentul
patogen primar in piodermitele supeficiale este S.intermedius. Tn piodermitele profunde
sunt izolate diferite bacterii aerobe si anaerobe, inclusiv Pasteurella multocida,
Streptococcus beta-iemolitic, Actinomyces spp., Bacteroides spp., si Fusobacterium spp.
(Paterson S., 2008). La pisici, piodermitele recurente pot fi adeseori asociate cu alte
procese patologice primare cum ar fi anomalii metabolice sau imunologice (virusul
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imunodeficientei feline, virusul leucemiei feline, micobacterii atipice, etc.) (Moriello,
2017).

1.3. Factori de patogenitate bacteriana

Patogenitatea bacteriand se manifestd prin: virulentd, invazivitate,agresivitate,
toxicitate.

GENUL STAPHYLOCOCCUS - Patogenitatea acestora se manifestd prin
intermediul virulentei si toxicitatii.

e Factorii de agresivitate-invazivitate sunt reprezentati de enzimele
extracelulare care, favorizeaza difuzia stafilococilor in tesuturi sau neutralizeaza
mecanismele de aparare ale gazdei. Principalele enzime extracelulare sunt:

% Proteina A — prezentd in peretele celular, are o actiune antifagocitara,
anticomplementara, determina liza trombocitelor si induce starea de alergie. Este prezenta
la 90% din tulpinile de S.aureus, iar la alte specii de stafilococi patogeni a fost detectata in
proportie de 30%. Aceastd proteind se atagseazd la moleculele de IgG, anuland astfel
opsonizarea si implicit fagocitoza (Affinity Chromatography, 2016; Rapuntean s.a., 2015).

¢ Hemolizinele — din punct de vedere antigenic sunt patru tipuri; tulpinile de
stafilococ patogene pentru om produc alfa si beta toxina, iar cele patogene pentru animale
produc alfa, beta si delta toxina. Alfa toxinele, pe langa actiunea hemolitica, au si actiune
dermonecrotica, leucolitica, trombocitotoxica si letala. Alfa toxina actioneaza prin fixarea
pe hematii, eliminarea ionilor de K, a hemoglobinei, urmata de liza. Beta-hemolizina este
0 sfingomielinaza care actioneaza asupra sfingomielinei din membrana eritrocitelor.
Caracteristicd este producerea unei hemolize “cald-rece”, toxicitatea fiind mai redusa
comparativ cu alte hemolizine. Delta hemolizina este elaboratd conditionat in admosfera
de dioxid de carbon; prezinta actiune hemolitica si leucolitica, fiind produsa de tulpini de
S.aureus, S.epidermidis si S.lungunensis (Ryan s.a., 2003; Carp-Carare C., 2014;
Réapuntean s.a., 2015). Studii recente (Nakamura s.a., 2013) au demonstrat faptul ca
aceasta toxind este inductor de degranulare a mastocitelor, activitate ce depinde de
fosfoinozitid 3 kinaza si de influxul de calciu. Studiul sugereaza o legéturd mecanica Intre
colonizarea cu S.aureus si boala alergica de piele.

+«» Coagulazele —sunt proteine care coaguleaza plasma (similar plasmatic cu
protrombina), actiune prin care se blocheazid accesul 1n exsudatul inflamator, a
leucocitelor si a factorilor bactericizi din plasma extravazatd. Prin acelasi mecanism este
sustinutd agregarea, supravietuirea si persistenta bacteriei in interiorul retelei de fibrina
(Loof s.a., 2015). Doua noi exoenzime stafilococice, coagulaza Coa si vWbp, promoveaza
aceleasi modificari ale cascadei de coagulare; dovezi preclinice sugereaza ca inactivarea
coagulazelor stafilococice ar putea fi o strategie importanta in prevenirea patogenitatii
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(McAdow s.a., 2012). Coagulaza stafilococica stimuleaza producerea anticorpilor specifici
(Carp-Carare C., 2014; Rapuntean s.a., 2015).

¢ Hialuronidaza (factorul de difuzie)— enzima care descompune acidul hialuronic
din substanta fundamentala a tesutului conjunctiv favorizand astfel difuzarea germenilor.
Stafilococii patogeni produc in proportie de 90% hialuronidaza, agresina care fsi
diminueaza actiunea dupa instalarea reactiei inflamatorii din focarul infectios (Hirs s.a..,
2004). In prezent este studiat potentialul de utilizare a acestei enzime in diverse domenii
medicale (Ahmed, 2014).

e Fibrinolizina (stafilokinaza)- enzima proteoliticdi cantonatd in exsudatul
inflamator din tesutul invadat prin lizarea retelei de fibrina, lucru care permite difuzarea
stafilococilor in tesutul sdndtos. Este o enzima similard streptokinazei, cu acelasi
mecanism de actiune in dizolvarea coagulilor de fibrina: prin legarea de alfadefensine si
plasminogen, se formeaza o plasmind activd cu importantd activitate proteolitica
(Bokarewa s.a., 2005).

e Dezoxiribonucleaza (termonucleaza)- enzima termorezistentd care actioneaza
asupra AND-ului si ARN-ului din celulele diferitelor tesuturi; pana la 95% din tulpinile
coagulazo-pozitive elaboreaza aceasta enzima.

o Fosfataza— enzima capabild sa coboare pH-ul la locul infectiei, este prezenta in
special la tulpinile izolate din alimente.

e Lipazele— actioneaza prin descompunerea lipidelor plasmatice si tegumentare,
ceea ce explica tropismul stafilococilor indeosebi fata de piele, unde glandele sebacee sunt
mai active. Pe de alta parte, lipazele stafilococice sunt studiate pentru diferitele aplicatii in
biotehnologie: detergenti, biopolimeri, esteri, antioxidanti, industria alimentard (Horehani
s.a., 2012).

e Beta-lactamaza — enzima ce confera rezistenta la antibioticele B-lactamice
(clasa penicilinelor, cefalosporinele, carbapenemi, monobactami, tribactami) (Bush s.a.,
2010). Excluzand rezistenta la produsele antimicrobiene de sintezd si semisinteza

conferite de aceste beta lactamaze, studii recente pun in evidentd rezistenta, indusa de
acestea, la peptidele antimicrobiene, componente fundamentale ale imunitatii innascute la
mamifere (Morgan s.a., 2015).

e Factorii de toxicitate au o structurd proteica, poseda proprietati antigenice,
produc alterari morfologice si functionale ale tesuturilor. Sunt reprezentati in principal de:

+«» Enterotoxinele — din punct de vedere chimic sunt proteine simple, formate
dintr-un singur lant polipeptidic in care predomind lizina, asparagina, acidul glutamic si
tirozina, proteine cu importanta in patologia digestiva. Speciile sensibile la aceste toxine
sunt omul, pisica i maimuta (Carp Carare C., 2015).

+ Toxina epidermolitica si exfolianta — prezinta tropism pentru tesutul conjunctiv
subcutanat; distruge cementul intercelular cu desprinderea straturilor superioare ale
epidermului. Provoacd dermatita exudativa a purceilor, pemfigusul neonatal, necroliza
epidermica toxica (Perianu, 2011; Mishra s.a., 2016).

35



Abalasei (Lipovan) Irina Elena

+«» Leucocidinele — determina distrugerea leucocitelor; formata din doud
subunitati distincte electroforetic, una termostabild si cealaltd termolabild, puternic
antigenice, activitatea acestora fiind inhibatd de anticorpii specifici. Aceste leucocidine
intrd in grupul exotoxinelor, PVL fiind componentd importantd a mecanismului de
virulenta a speciei S.aureus prin transformarea tesutului gazda in nutrienti necesari pentru
cresterea bacteriilor (Holmes, 2005). S. pseudintermedius produce o leucotoxina similara,
cu acelasi efect citotoxic prin crearea de pori in membrana celulelor tintd (Futagawa s.a.,
2009, Guillet s.a., 2004).

GENUL STREPTOCOCCUS- Streptococii patogeni actioneaza prin virulenta si
toxicitate (Tankeshwar, 2016).

1. Virulenta este data de: factorii de structurd, proteina M, agresine eliberate
extracelular, capsula de acid hialuronic, cu rol antifagocitar

2.Toxicitate. Principalele toxine sunt reprezentate de:

Streptolizina “O” — proteina oxigen labild, determind elaborarea de
antisteprolizina “O”(ASLO) in organism.

Streptolizina “S” este o proteina stabila la oxigen, slab antigenica.

Eritrotoxina streptococicd (toxina Dick) — proteina foarte antigenica, determina

aparitia de antitoxina si imunizare.
Streptochinaza (fibrinolizina)- transforma plasminogenul din serul normal in
plasmina activa proteolitic, care lizeaza cheagurile de fibrind si alte proteine favorizand

astfel extinderea infectiei. Este antigenica, producand antistreptochinaza.

Hialuronidaza— lizeaza acidul hialuronic din tesutul subconjunctiv, favoriznd
astfel difuzia germenilor 1n tesuturi si organe.

Dezoxiribonucleaza (streptodornaza)- enzima care depolimerizeazd ADN-ul
rezultat din dezintegrarea leucocitelor.

GENUL PSEUDOMONAS- Factorii de patogenitate ai P.aeruginosa sunt
structuri somatice sau produse extracelulare. Bacilul piocianic este o bacterie conditionat
patogena, cu efecte dezastruoase in bolile pulmonare (fibroza chisticd, BPOC). Produsele
extracelulare eliberate sunt reprezentate de exoenzime: exotoxina A, exotoxina E,
piocianina, procolagenaza, hemolizina, fibrinolizina, lipaza, esteraza, fosfolipaza,
lecitinaza, proteaze, neuraminidaza. Proteazele extracelulare identificate sunt secretate de
aproximativ 90% din tulpinile de P. aeruginosa si actioneaza prin formarea de leziuni
hemoragice, care devin necrotice in 24 ore. Unele tulpini produc o proteina termolabila

leucocidina (citotoxina), cu afectare limfocitard. Exotoxina A, specificd pentru
P.aeruginosa, actioneaza asemandtor cu toxina diftericd. Persistenta la nivel local prin
intermediul exopolizaharidelor, cu structura de alginate, face posibild formarea unui
biofilm cu protejarea bacteriei fatd de factorii de aparare locali, antibiotice, etc (Moradali
s.a., 2017).
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1.4. Factori protectori si predispozanti ai gazdei

Patogenitatea unui agent etiologic se manifesta doar in anumite circumstante. Este
vorba, fie de modificari ai factorilor de protectie ale pielii, fie de existenta/aparifia unor
factori favorizanti locali sau a afectiunilor primare. Din prima categorie fac parte
hidratarea cutanata (influentatad inclusiv de temperatura si umiditatea mediului), structura
pielii cu secretiile glandulare specifice, pHul cutanat. Apa reprezintd un element important
in mentinerea intergitatii celulelor si a microflorei cutanate normale, iar mecanismul
homeostaziei previne deshidratarea sau hiperhidratarea, aceasta din urma determinand o
»macerare” epidermicd ce poate duce in final la o exacerbare a microorganismelor si
antrenarea unei infectii (Moriello s.a., 2017).

In ceea ce priveste structura pielii, existenta unui stratum corneum, format din
corneocite (denumire data celulelor din ultimul stadiu de diferentiere a keratinocitelor),
precum si eliminarea continud a keratinocitelor din stratul superficial cutanat, reprezinta
factori protectori pentru piele. Corneocitele formeaza o bariera fiziologica etansa intre
stratul granulos si mediul extern, impermeabilitatea fiind asigurata de emulsia de substante
produse de glandele sebacee si sudoripare. Aceste substante au rolul de a inhiba, selectiv,
multiplicarea anumitor microorganisme §i asigurarea de substante nutritive pentru
supravietuirea altora (flora rezidenta) (Proksch s.a., 2008).

Functia de bariera (mecanica, chimica si imunologica), este indeplinitd de structuri
intracelulare - factori naturali de hidratare si extracelulare - corpuri lamelare, lipide
intercelulare, corneodesmosomi, anvelopa cornificatd. Lipidele intercelulare sunt
reprezentate n principal de: ceramide (30-50%), colesterol (25%), acizi grasi liberi (10-
20%). Proteinele care formeaza anvelopa includ involucrina, envoplakina si periplakina.
Integritatea generala a stratum corneum este asigurata de corneodesmosomi, prin cele trei
proteine de adeziune: desmoglein-1, desmocollin-1 si corneodesmosin.(Sevilla s.a., 2007;
Caubet s.a., 2004). Protectia imunologica locala este asigurata de stratum corneum prin
secretiile glandulare din piele, proteine precum: IgA, fractiunea C3 a complementului,
transferine etc.( Elias, 2007).

PH-ul pielii la mamiferele cu par este in general acid, la cdine variaza intre 4,8 si
9,9 iar la pisica intre 5,6 si 7,4 (Scott s.a., 1980; Ruedisueli s.a., 1998; Meyer s.a., 1991).
Variatiile intre aceste limite depind de: rasa, sex, varstd, diferite zone anatomice, stari
parafiziologice (Miller s.a., 2013).

Afectiunile primare care predispun la piodermite pot fi de naturd:endocrind —
hipotiroidism, hiperadrenocorticism; imunitara — alergii, boli autoimune, tratamente cu
corticoizi; sindrom seboreic; tulburdri de cheratinizare primare sau secundare; dermatite
micotice si parazitare — malaseziozd, dermatofitoze, demodecie, cheiletieloza, raie
sarcoptica (DeBoer s.a., 2001; Foster s.a., 2003; Scott s.a., 2001).
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1.5. Dermatoimunologie

IMUNITATEA .
ORGANISMULUI GAZDA

IMUNITATEA IMUNITATEA
NESPECIFICA SPECIFICA

. 7 CELULARA X
CELULARA UMORALA [6)Y(0):¥NDN

Sistemul Limfocite T,
Complement, alti efectori
Interferon, TNF celulari

Macrofage, Anticorpi

Neutrofile

Fig.1.2. Componentele sistemului imun (dupa Carp M., 2002)
Fig.1.2. The components of the immune system (after Carp M., 2002)

Instalarea §i evolutia unei piodermatite depinde si de statusul imunitar al
animalului. Tn mod normal, atunci cand este cazul, organismul are capacitatea de a
discerne si de a inifia un raspuns imun prin capacitatea de a recunoaste moleculele
patogene ale majoritatii bacteriilor; capacitate datd de imunitatea naturald/ innascuta
(Fig.1.2.).

Principalele celule si molecule implicate in imunodermatologie sunt reprezentate
de (Borbil, 2011; Carp Carare M., 2002):

o Celulele Langerhans — provin din maduva osoasa si populeaza epidermul in
proportie de 2-4%. Morfologic sunt descrise doud tipuri de celule: unele, de tipul I,
dispuse deasupra stratului bazal al epidermei si celulele de tip II care intrd in structura
stratului bazal. Rolul acestora este acela de a capta agentii infectiosi, de a-i prelucra si
prezenta limfocitelor T care se gasesc la nivel cutanat in stratul papilar al dermului. Foarte
importanta este si activarea limfocitelor B, care se vor transforma Tn plasmocite, capabile
sd produca imunoglobuline.

o Celulele Granstein— cel de- al doilea tip de celule prezentatoare de antigen care
sunt, spre deosebire de celulele Langerhans, rezistente la radiatiile ultraviolete.

o Receptorii toll-like (TLR), cu rol central in recunoasterea agentilor agresori si
inducerea inflamatiei. Denumirea provine de la similitudinea cu o structurd prezentd la

Drosophyla melanogaster, cu functie antimicrobiana. TLR sunt exprimati pe macrofage,
mastocite, celule dentritice, eozinofile si celule epiteliale de la nivelul aparatelor
respirator/digestiv.
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o CD1- recunoaste glicolipidele bacteriene, CD14 — fixeaza lipopolizaharidele
bacteriene, CD35 — specifice pentru lipoproteinele bacteriene.

o Sistemul Complement (alexina) — un set de enzime/proteine, cu rol de
opsonine, prezente in ser, care dupd invazia bacterianad le distrug pe acestea direct sau
indirect, prelucrandu-le pentru a fi preluate de catre celulele fagocitare.

e Mastocitele— stocheaza mediatori chimici, cu rol de amine vasoactive precum
histamina, serotonina, arilsulimfociteataza, substante ce atrag eozinofilele; cu rol major in
procesele alergice.

o Limfocitele — elibereaza molecule cu rol de semnal care vor interveni si vor
distruge bacteria.

e Interleukinele — induc reactia inflamatorie timpurie, intervin in sindroamele
septice grave, intervin in medierea reactiei de faza acuta

e Lizozimul- ferment glucidolitic, cu larga raspandire in organism, actioneaza
prin liza mureinei (componenta mucopeptidica) din peretele bacterian. De interes pentru
tema noastra (datorita linsului) este prezenta acestuia in saliva, lacrimi, mucoasa nazala,
vaginala. Efectul bactericid este semnalat in special la bacteriile gram pozitive
(Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus, Sarcina) si in mai mica masura la cele gram
negative (Carp Carare M., 2002).

Legile naturale imuabile ale supravietuirii fiecarei specii, permite si in cazul
bacteriilor sd detind un intreg arsenal de mecanisme $i molecule prin care sd contracareze
mecanismele de rezistentd locald ale gazdei. Facand referire doar la S.aureus si
S.pseudintermedius, cei mai reprezentativi agenti etiologici ai piodermitelor, am prezentat
la factorii de patogenitate bacteriana substante cu activitate antifagocitara (Cunnion s.a.,
2005; Geoghegan s.a. 2009; Moodley s.a., 2009) .

Mai mult, la ora actuald este cunoscut faptul cd, Staphylococcus aureus poate
supravietui 1n interiorul neutrofilelor/macrofagelor precum si a fagocitelor activate,
nespecializate - celulele endoteliele si epiteliale. Aceasta conditie intracelulard ii permite
bacteriei sd se sustragd sistemului imun, timp in care celula gazda este distrusa.
Supravietuirea intracelulara se datoreaza selectiei de variante bacteriene cu un metabolism
mult mai redus (Proctor s.a. , 2006).

Tn cele de mai sus s-au subliniat doar cateva aspecte legate de capabilititile anti-
fagocitare bacteriene. In fapt, marii majorititi de organe, tesuturi, molecule si celule ce
formeaza sistemul imun al gazdei i se opune, complementar, un alt arsenal de molecule
bacteriene (Borbil, 2011).

39



Abalasei (Lipovan) Irina Elena

CAPITOLUL 2. DIAGNOSTICUL SI MANAGEMENTUL
TERAPEUTIC AL PIODERMITELOR LA CARNIVORELE DE
COMPANIE

CHAPTER 2. DIAGNOSIS AND THERAPEUTIC MANAGEMENT
OF PYODERMAS IN DOGS AND CATS

Conduita diagnosticului in dermatitele de naturd bacteriand a animalelor de
companie trebuiec sia fie metodica, sistematicd, sda includd etape din conduita
conventionala, precum si din conduita specificd piodermitelor.

Elaborarea fisei de observatie a pacientului reprezinta un proces complex de mare
ajutor, in contextul marii varietati de dermatopatii — primare gi/sau secundare, parazitare,
micotice, bacteriene, etc. De cele mai multe ori acestea se asociazad, astfel Incat
intelegerea contextului aparitiei primelor simptome, intelegerea modului de viatd a
pacientului; patologiile asociate declarate etc, sunt elemente extrem de utile pentru
diagnostic. In diagnosticarea piodermitelor aceste etape si informatii nu trebuie sub nici o
forma ignorate din doud motive: de multe ori dermatitele bacteriene se asociazd cu
prezenta levurilor, dermatofitilor, parazitilor, lucru care este foarte important sub aspect
terapeutic. Pe de altd parte, o piodermitd gi/sau otitd recidivanta, trenantd, reprezinta de
cele mai multe ori o complicatie a unei patologii primare; caz in care tratarea bolii primare
asigura si succesul tratamentului specific al suprainfectiei bacteriene.

In mod particular, in cazul dermatitelor bacteriene notiunca de diagnostic se
asimileazd diagnosticului etiologic: piodermita stafilococica, streptococica, nocardioze,
etc. Astfel, etapa de recoltare a probelor este esentiald pentru un diagnostic corect.
Asepsia, recoltarea corecta si sterild a materialelor patologice conduc la elaborarea unui
diagnostic corect, de aici pornind si o conduitd terapeutica eficientd; spre beneficiul
pacientului, multumirea proprietarului dar si a medicului veterinar.

In faza clinica de orientare a diagnosticului, informatii pretioase sunt date de
modul de grupare a leziunilor. Sugestive pentru piodermite sunt leziunile unice si izolate.
Deasemenea, prezenta leziunilor de dimensiuni mari, cu margini bine delimitate, sub
denumirea generica de plancarda (numulare, inelare, policiclice, circinate, serpiginoase),
precum si a leziunilor in tinta, pot fi semnalate in piodermite superficiale.

Identificarea corectd si globald a tuturor leziunilor cutanate are rolul de a
directiona si diagnosticul diferential intrucat doar anumite leziuni sunt specifice dermatitei
bacteriene, altele ridicind suspiciuni pentru prezenta unor boli primare Sau dermatite
asociate, de alta natura.
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2.1. Tipuri de leziuni cutanate

2.1.1. Leziunile primare reprezintd modificari morfo-functionale ale pielii si sunt
induse direct de agentul patogen (Vulpe, 2016).

Macula reprezintd o zond circumscrisa, lenticulard, cu diametrul sub 1 cm,
caracterizata prin culoare negricioasd sau rosie a pielii. Este sesizabilda doar la inspectie,
nu si la palpatie. Se pot intdlni macule hiperpigmentare datorate cresterii cantitatii de
melanina si care nu cedeaza la vitropresiune.

Eritemul pielii - inrosirea datoritd dilatatiei vaselor, cedeaza la vitropresiune
(compresiunea cu o lama de sticla). Eritemul poate fi localizat, difuz, generalizat.
Frecvent, eritemul este localizat sub forma de pete eritematoase care au caracter congestiv
sau inflamator, cu temperatura locala crescuta. Eritemul difuz este sub forma morbiliform
(macule eritematoase slab delimitate intre ele prin zone de piele sanatoase) si
scarlatiniforme (cel mai frecvent intilnit, pete eritematoase fard prezentd de zone
sanatoase intre ele). Prima formd se intdlneste cel mai adesea in reactii cutanate la
medicamente; cea de-a doua forma este frecvent asociatd cu dermatita atopica, dermatita
cu Malasezzia spp., raia sarcoptica, limfomul cutaneo-mucos, lupus eritematos sistemic,
mastocitoame.

Purpura este reprezentatd de zone rosii-inchise, de intindere diferita, datorita
extravazarii hematiilor din vasele dermice. Nu cedeaza la vitropresiune si cel mai adesea
este consecinta unor boli interne. Dupa intindere, purpura poate fi exantemica (hemoragii
numai pe piele) sau hemoragica (hemoragiile sunt prezente pe piele si pe mucoase).Dupa
aspectul clinic, leziunile din purpura pot imbraca mai multe forme:

- petesii sau echimoze, reprezentdnd leziuni hemoragice punctiforme sau zone
hemoragice mai intinse, bine delimitate, colorate in rosu-violaceu;

- vibices, traiecte liniare hemoragice observate n urma traumatismelor (loviturile
de bici) sau la pliuri ale pielii;

- sufuziuni, infiltratii hemoragice cu caracter slab delimitat, datorita revarsarilor de
sange 1n tesutul conjunctiv subcutan, prin ruperea unui vas de sange.

Papula consta intr-o mica denivelare la suprafata pielii, ferma si circumscrisa ce
intereseazd epidermul si stratul papilar dermic. Corespunde unei ingrosari zonale ale
dermului superficial, dar se poate asocia si cu hipertrofia epidermului. De obicei papula
are o existentd scurtd, fie dispare prin resorbtia infiltratului, fie se transforma in alte
leziuni. In functie de continut, se disting trei tipuri de papule: edematoase, cu infiltrate
celular si dismetabolice. Papulele edematoase, cu exemplul tipic reprezentat de papula
urticariand, sunt specifice reactiilor de sensibilitate de tip I, muscaturi de artropode.
Papulele cu infiltrat celular pot fi foliculare si nonfoliculare; cele foliculare sunt asociate
foliculitelor bacteriene, micotice, parazitare, iar cele nonfoliculare sunt asociate reactiilor
alergice. Papulele dismetabolice sunt acumulari de materiale amorfe si se pot intilni in:
hiperadrenocorticism (calcinosis cutis), xantomatoza, amiloidoza.
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Nodulul reprezinta o formatiune ferma, solida, adesea sferica, plasatd in grosimea
pielii si de dimensiuni superioare papulei. Poate fi de natura inflamatorie sau neoplazica.
Infiltratele dermice dau noduli excrescenti, fermi si voluminosi si uneori multipli.
Infiltratele hipodermice dau noduli cu localizare mai profunda si uneori difuzi. Tumora
este reprezentatd de o masd de tesut solida, cu origine neoplazica, granulomatoasd sau
piogranulomatoasa(Vulpe, 2016)

Vegetatiile si verucozititile sunt excrescente in relief care corespund proliferarii
locale a epidermului (hiperplazie malpighiand, mai rar a corpului papilar al dermului care
formeaza scheletul excrescentei). Au aspect filiform, globulos sau conopidiform.

Veziculele sunt leziuni elementare cu continut lichid. Acestea sunt proeminente
epidermice bine delimitate, cu marime de pana la 1 - 5 cm, translucide si cu un continut
lichid. La toate speciile veziculele se sparg usor, locul lor fiind luat de eroziuni. Functie de
dimensiuni, veziculele pot fi:

- aftice, de dimensiuni foarte mici, abia vizibile;

- afte, de mirimea unui bob de mei;

- bule (flictene), de marimea unei alune;

- vezicule din pemfigus (boala imuna complexa), cu diametrul de 4 — 5 cm.

Pustula este o denivelare epidermica de cativa mm (pana la 1 c¢cm), cu continut
purulent. Pot fi foliculare (centrate pe firul de par in foliculite bacteriene, micotice sau
parazitare) si nonfoliculare (dispar mai repede si sunt intdlnite in impetigo, pemfigus,
paniculitd nodulard sterild). Dimensiunea si culoarea lor orienteaza diagnosticul astfel:
pustulele mari si flasce sunt intalnite la pacienti cu pemfigus foliaceu si/ sau impetigo
bulos. Pustulele (microabcese) sunt clasificate Th mai multe tipuri: spongiforme Kagoj
(cavitati neutrofilice, situate 1n stratul spinos si granular al epidermului); Munro-
Sabouraud (colectii de diferite marimi de neutrofile alterate, situate in sau sub stratul
cornos),subcornoase (colectii importante de granulocite neutrofile, situate sub stratul
cornos); hemoragipare — semnalate in dermatita de hipersensibilizare bacteriana. Pustulele
mari de culoare verde sunt intalnite in piodermite in care agentul etiologic sunt bacterii
gram negative (Pseudomonas, etc). Pustulele foliculare netratate conduc in final la aparitia
furunculilor. Mecanismul constd in distrugerea tecilor foliculare, procesul inflamator
extinzdndu-se la nivelul dermului in zona perifoliculara.

Resturile de cheratind din derm devin libere si procesul inflamator se accentueaza.

La caini, de cele mai multe ori, la consultatie sunt evidentiate leziunile secundare
ce decurg din pustule (crustele si coleretele). Acest lucru se datoreaza faptului ca
epidermul cainilor fiind foarte subtire, pustulele se transforma destul de repede in leziuni
secundare (Alhaidari s.a., 2011; Solcan s.a., 2003; Vulpe, 2016).

2.1.2. Leziunile secundaresunt clasificate astfel nu ca importanta, ci ca aparitie in
timp n tabloul clinic. Ele sunt rezultatul fie a procesului de vindecare a leziunii primare
(coleretele epidermale), fie a interventiei unor factori externi (suprainfectie bacteriana,
traumatisme, lins, grataj, terapie): lichenificarea, hipercheratoza, coarnele cutanate,
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scleroza-cicatricea, atrofia, fisura, exsudatia, supuratia, necroza. Dintre acestea, leziunile
cele mai semnificative pentru tabloul clinic a unei suprainfectii bacteriene sunt:

Exudatul, produs de secretie organica exprimat la nivelul unei suprafete
inflamate, apare in: dermatita piotraumatica, furunculoza eozinofilica, dermatoze immune,
micotice, traumatice.

Supuratia, exudat purulent exprimat la suprafata unei leziuni. apare in principal
in dermatoze bacteriene: furunculoze, celulite, abcese, rani suprainfectate. Secundar,
aceasta insoteste (din cauza pruritului si gratajului) dermatozele parazitare si micotice.
Supuratii sterile apar in celulita juvenila, furunculoza eozinofilica, paniculita nodulara
sterila, piogranulomul steril.

Fisura, apare in zonele ingrosate si lipsite de elasticitate ale epidermului si
dermului. Pot fi prezente la nivelul calusurilor, trufei (lieshmanioza, dermatitd solara,
jigodie), pernitelor. Fisura reprezintd una din leziunile cele mai susceptibile pentru
suprainfectia bacteriana, din cauza lipsei de contiguitate a epidermului.

Leziuni secundare mai putin susceptibile pentru a se complica cu o piodermita,
sunt reprezentate de: coleretele epidermale, lichenificarea, hipercheratoza, coarnele
cutanate, scleroza si atrofia cutanatd, necroza. Alte leziuni precum: alopecia, scuamele,
eroziunile, ulcerele, crustele hemoragice si galbui, comedoamele, desi pot apare ca leziuni
primare ele sunt totusi specifice unei piodermite fie ea primara sau secundara.(Mircean
s.a., 2014; Medleau s.a., 2006; Papuc, 2012).

2.1.3. Clasificarea dermatitelor bacteriene

Sintetic, piodermitele superficiale sunt definite ca infectii bacteriene cu leziuni
limitate la nivelul epidermului si a foliculilor pilosi, fara afectarea membranei bazale.

Piodermitele profunde sunt infectii cu afectare a membranei bazale, ce se pot
extinde si la nivelul dermului iar uneori poate cuprinde si hipodermul (Mircean s.a.,
2014). Numeroase clasificari etiologice si clinice au fost propuse pentru piodermite,

unanim acceptate fiind cele care se refera la profunzinea afectiunii si oferd date
histopatologice ce permit orientarea diagnosticului si oferirea unui prognostic obiectiv.
Clasificari datate din 1983, adaptate in 1988, au fost ulterior completate cu noi entitati
clinice (Fourrier s.a., 1988). Doua astfel de clasificari le prezentam in Tabelul 2.1.
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Tabelul 2.1./Table 2.1.
Clasificari ale piodermitelor
Classifications of pyodermatites

TIPUL TIPUL
PROFUNZIMEA
S (dupa Guaquere , 2006 ) (dupi Miller s.a., 2013)
Intertrigo Intertrigo
Cutaneo-mucoasi Impetigo
Piodermita de = -
. Sindromul de proliferare Cutaneo- mucoasa
suprafata si L
e bacteriana
superficiala T
Impetigo Foliculita
Foliculiti Dermatofiloza
Furunculoza Foliculita profunda
. . Celulita Furunculozé(nazala, a botului, podald,
Plodermjta a Ciobanescului German, de lins)
profundi Celulita anaeroba
Abcesul subcutanat
Dermatita piotraumatica
Pseudo Celulita juvenild
piodermita Paniculita sterild idiopatici
Furunculoza eozinofilica

Solcan (2003) considera termenul de pseudopiodermite ca fiind ambiguu definit si
propune renunfarea la acest grup, in schimb reclasificd anumite tipuri de piodermite in
cateva subtipuri pe care le prezentim in tabelul 2.2. Pe structura tabelului propus de
Solcan, am completat in ultima coloana leziunile cutanate descrise pentru fiecare patologie
n parte (Solcan s.a., 2003). Alaturi de leziunile cutanate am precizat si prezenta pruritului,
acolo unde este cazul, intrucat reprezinta un aspect semiologic deosebit.Pruritul este un
sindrom complex, care poate fi definit ca o neuroalergoza caracterizata prin senzatie de
mancdrime, scarpinare, lingere si chiar muscare a unor regiuni.Pruritul fiziologic este cu
mult depdsit in intensitate, ritm, frecventa, durere si chiar localizare, de cétre cel patologic.

Acestea sunt, In mare parte, si cauzele suprainfectdrii bacteriene, prin grataj
credndu-se porti de intrare pentru bacterii. Gasirea unui tratament care sa suprime acest
simptom, indiferent de natura lui - esential sau simptomatic, ar preveni cu siguranta multe
complicatii bacteriene.
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Tabelul 2.2./Table 2.2.
Propunere de clasificare a piodermitelor (dupa Solcan, 2003),
completata cu leziunile cutanate
Proposal for the epidermis classification, supplemented with cutaneous lesions

PROFUNZIMEA TIPURI SUBTIPURI LEZIUNI CUTANATE

Pustule alb-galbui, putin pruriginoase sau
Pustulos deloc, dupa rupere exprima un exudat
galbui, inlocuite ulterior de cruste galbene

Impetigo
Bule si pustule de 0,5-1,5 cm cu continut
Bulos purulent alb-galbui, dupa deschiderea
bulelor apar eroziuni epidermice

Dermatita pliurilor unde apar:eritem, prurit
Intertrigo intens, exoseroza, pustule rare sau mici
cruste galbui

Pustule centrate pe firul de par, pe

Foliculita o
abdomen, prurit discret

Secundara . .
foliculitei Pustule sau noduli de 0,5-1 cm centrati pe
. . foliculii pilosi, exprima ulterior material
(inclusiv .
seropurulent, prurit redus sau moderat
acneea)
Furunculoze
Tumefactie accentuata, prurit accentuat,
ustule sau bule cu puroi sanguinolent,
Nazala P _ . P g
crustd compacta cu fistule, pustule la
periferie
Localizate:
secundar Tumefactie intensa, durere, mici fistule
5 . furunculozei,  care la compresiune pot exprima puroi
G piodermita sanguinolent, tulburari generale ( febra,
flegmonoase o . <
i calozitatilor, inapetenta)
(eelulite) juvenila

Generalizate

Unanim acceptate sunt criteriile de includere in una din cele doua clasificari:
superficiale si profunde, pe care le prezentam, comparativ, in tabelul 2.3.
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Tabelul 2.3./Table 2.3.

Criterii de incadrare a piodermitelor
Piodermytis framing criteria

Piodermita superficiala Piodermita profunda
(dupa Fourrier s.a., 1988) (dupa Carlotti s.a., 1998)
e intereseaza strict epidermul si/sau este depasitd membrana bazala, inflamatia
foliculii pilosi invadeaza dermul si hipodermul
e determind arareori manifestari generale sunt prezente atat tulburari generale, cat si reactii
si nici reactia limfonodurilor locale ale limfonodurilor regionale
e vindecare rapida, fara cicatrici caracteristice sunt: supuratia, necroza, fistulizarea,

dupa vindecare raméan cicatrici

2.2. Metode de diagnostic in piodermite la ciini si pisici

Periajul, trichograma, raclajul, testul cu banda scotch etc, confirmiprezenta
ectoparazitilor atit pe suprafata pielii (purici, paduchi malofagi, paduchi hematofagi,
Cheyletiella), cat si in straturile profunde si superficiale ale epidermului (Sarcoptes spp.,
Demodex spp, Otodectes spp., Cheyletiella spp., Trichodectes spp., Linognatus setosus), a
oudlor de ectoparaziti, dar si a endocrinopatiilor, afectiunilor metabolice grave, bolilor
autoimmune, dermatofitilor si a larvelor de nematozi. Cu exceptia examenului citologic,
examenele din aceastd categorie au rolul de a confirma/infirma afectiunile dermatologice
primare care au precedat sau care insotesc diagnosticul de infectic bacteriana. Alte
examene cu interpretare intarziatd constau in examenul micologic, intradermoreactiile,
examenul histopatologic, coprologic, hematologice si biochimice, tehnici de imagistica a
organelor interne ntrucat multe din dermatopatiile ce se pot complica cu 0 piodermita,
reprezintd expresia cutanatd a afectiunilor organelor interne (Solcan s.a., 2003; Vulpe,
2016). Acestea sunt utile pentru etapa de terapie a piodermitelor intrucat afectiunile
primare sau cele care insotesc piodermitele trebuie diagnosticate si tratate in aceeasi
masurd, in caz contrar pot aparea esec terapeutic, trenarea si/sau recidivarea piodermitei
(Musteata s.a., 2016).

2.2.1. Examenul citologic si bacterioscopic

Primul pas in protocolul de diagnosticare a unei piodermite este realizarea unui
examen citologic direct din materialul patologic prezent. Tehnicile de etalare se adapteaza
in functie de aspectul pielii si al leziunilor si pot fi prin: etalare directd, prin strivire,
punctie, tamponare, raclare. Citologia unei pieli sanatoase, evidentiazd prezenta
corneocitelor mature anucleate, celulelor neinflamatorii, bacteriilor si-sau levurilor n
numar redus (< 1/camp) (Musteatd s.a., 2016). Examenul citologic direct orienteaza
diagnosticul catre piodermita, atunci cdnd Tn campul microscopic bacteriile sunt
numeroase, acestea se regasesc in mod omogen pe lama, Tn primul rand in interiorul
polinuclearelor sau macrofagelor, ceea ce indica o invazie bacteriana.

Semnificatia unei imagini de fagocitoza trebuie interpretata in functie de locul si
modalitatea de recoltare a probei. O proba de suprafata cu o asemenea imagine nu este
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foarte semnificativa pentru o infectie bacteriana, ea poate fi doar expresia unei multiplicari
bacteriene in care caracterul patogen este incert. Pe de alta parte, intr-0 proba recoltatd din
interiorul epidermului, folicul pilos sau derm, o astfel de imagine de fagocitare bacteriana
indicd in mod cert o piodermiti. In caz de piodermita superficiald (impetigo, foliculitd)
imaginea de fagocitozi este frecvent surprinsi intr-0 reactie supurativi. In cazul
piodermitei profunde, se observd mai ales polinucleare si macrofage (reactie
piogranulomatoasd). Examenul bacterioscopic direct pune in evidentd bacteriile Gram
pozitive din genul Staphylococcus spp- formele cocoide, Corynebacterium spp. — formele
bacilare, iar coloratia ZN evidentiaza bacteriile din genul Mycobacterium spp. — formele
bacilare, Nocardia spp.-filamentare, etc. Bacteriile Gram negative sunt reprezentate de
Pseudomonas spp., Proteus spp., Escherichia Coli, Pasteurella spp., etc (Cowell s.a.,
2007).

La examinarea unui frotiu direct, intr-o piodermita vor fi puse in evidenta
infiltrate celulare care confirma o afectiune inflamatorie. Citologic, celulele inflamatorii
sunt reprezentate de: neutrofile, eozinofile, limfocite, plasmocite si macrofage. Tipul de
celule inflamatorii, proportia dintre acestea, orienteaza diagnosticul (Tabelul 2.4.).

Tabelul 2.4./Table 2.4.
Examenul citologic si dermatopatii sugerate (dupa Cowell s.a., 2007)
The cytological examination and suggested dermatopathies
Pop.ulatla de c'e:lule Afectiuni frecvente
inflamatorii
Infiltrat inflamator dominant de neutrofile (>85%o)
Dominat de neutrofile Piodermite produse de bacterii gram pozitive sau negative
degenerate
Numar redus de Piodermite produse de bacterii gram pozitive sau negative si
neutrofile degenerate infectii cu bacili filamentosi (Actinomyces, Nocardia)
Fara neutrofile Piodermite produse de bacterii gram pozitive, infectii cu bacili
degenerate filamentosi (Actinomyces, Nocardia), leziuni de natura
traumatica sau chimica si paniculite

Populatia de celule

: v Afectiuni frecvente
inflamatorii

Infiltrat inflamator mixt
15-40% macrofage Infectii cu bacili filamentosi (Actinomyces, Nocardia), infectii
fungice, corpi straini, neoplazii si paniculite

>40%macrofage Infectii fungice, infectii cu protozoare (in special cu
Leishmania), corpi straini, neoplazii, paniculite

Celule inflamatorii  Infectii fungice, infectii cu protozoare, corpi straini, paniculite,

gigante parazitoze(daca este prezenta eozinofilia)

>10% eozinofile Inflamatii alergice, parazitoze, granulom eozinofilic, tumori

mastocitare
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2.2.2. Examenul bacteriologic si antibiograma

Urmatoarea etapa in protocolul de diagnosticare a piodermitei este examenul
bacteriologic. Principalele situatii in care este indicat acest examen sunt:

e examenul citologic a pus In evidenta prezenta bacteriilor, In conditiile descrise
mai sus;

e daca un tratament antibiotic bine condus, cu un compus eficace recunoscut in
dermatologia veterinard nu a dat rezultate;

e 1n caz de piodermita cronica si /sau recidivanta;

e in piodermitele profunde, cand tratamentul este adeseori indelungat, just este
sd se selectioneze imediat un antibiotic cu sensibilitate specificd agentului etiologic
implicat.

Examenul bacteriologic consta in cultivarea pe medii lichide ( bulion BHI) si
solide ( Agar Sange) a materialului patologic. In functie de provenienta probei, de
anamneza (care poate directiona supozitiile spre un germene aerob/anaerob, Gram
negativ/pozitiv, acido rezistent), de consistenta, culoare, etc., se cultiva apoi pe medii
speciale: Chapman, Sabouroud, selectiv pentru Pseudomonas, Levine, Lowenstain, etc.
Dupa obtinerea coloniilor izolate, se urmaresc caracterele culturale; se efectueaza frotiuri
pentru a fi examinate la microscop caracterele morfologice. Coloratia uzuala este Gram. In
functie de situatie se efectucaza si alte coloratii: Ziehl-Neelsen, Albastru de Metilen,
Giemsa. Pentru fiecare caz in parte urmeaza teste biochimice specifice.

Un examen bacteriologic pozitiv este finalizat cu efectuarea unei antibiograme.
Principiul realizarii antibiogramei, determinarea concentratiei minime de antibiotic (CMI)
capabile si inhibe cresterea bacteriani, este din pacate limitat de anumite aspecte. In fapt,
compararea CMI cu nivelul plasmatic este valabila doar pentru clasele de antibiotice la
care distibutia sangvind si cea tisulara sunt identice (unele antibiotice au o afinitate
tisulara de 100 de ori superioard celei serice). Pentru unele antibiotice, care au o
concentratie mare in piele, o incadrare ca “moderat sensibil” sau “rezistent” in vitro poate
si nu corespundd cu realitatea. In acelasi timp, detectarea CMI-ului nu tine cont de
anumiti factori existenti in vVivo: prezenta puroiului poate sa inactiveze anumite antibiotice,
sd existe anumite actiuni sinergice cu sistemul imunitar, existenta de antibiotice a caror
actiune este dependentd de timp. Intervalul dintre administrari este foarte important,
pentru antibioticele a caror actiune depinde in primul rand de concentratie, doza
administratd asigura eficacitatea. Existd clase terapeutice la care s-a demonstrat efectul
post-antibiotic, cum ar fi aminoglicozidele si fluoroquinolonele (cresterea bacteriilor
continud sa fie inhibatd si dupa ce concentratia antibioticului la locul infectiei este nuld)
(Murray, 1995).

2.3. Protocolul terapeutic al piodermitelor

2.3.1. Terapia etiotropa sistemica si topica

Piodermatitele reprezintd o patologie ce “beneficiazd” prin excelentd de
antibioterapie sistemica si/sau topicd, atat in medicina umand cat si in cea veterinara
(Benea s.a., 1998). Decizia medicului clinician de a administra un anumit antibiotic sau
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combinatie de antibiotice, va avea la baza o analiza criticd de ansamblu asupra indicatiilor,
limitelor, contraindicatiilor si starii clinice generale a pacientului (status imun, boli
primare, patologii asociate)(Vata s.a., 2011).

La inceputurile “erei antibioticelor”, clasa penicilinelor (G, V si retard) a
constituit terapia de electie in infectiile pielii si ale partilor moi in care stafilococul are un
rol dominant. Acest lucru s-a schimbat odata cu aparitia si dezvoltarea antibiorezistentei,
care a devenit limitarea majord in chimioterapia antibacteriana. Prezentam in Fig.2.1.
cateva exemple de emergenta rapida a rezistentei la antibiotice:

Antibiotic deployment
Tetracycline
Chloramphenicol Vancomycin
Streptomycin | Ampicillin
Sulfonamides Erythromycin ! Daptomycin
TN Met ] Linezolid
[ [

1930 1635 1940 1945 1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1985 2000 2005

Sulfonamides Cv'.Io-'.'umz'-h-:-r‘.lcc-l Ampicillin Vancomycin Linezold
I 1

Streptomycin Erythromycin 1‘

Daptomycin

Tetracycline

Antibiotic resistance observed

Fig.2.1. Emergenta rezistentei la antibiotice (Clatworthy s.a., 2007)
Fig.2.1. Timeline of antibiotic resistance(Clatworthy s.a., 2007)

Aparitia cefalosporinelor, cele mai active pe gram pozitiv (respectiv stafilococi)
fiind cele de generatia | (cephadroxil, cephalexina, etc), a constituit un progres in tratarea
infectiilor dermatologice, cu exceptia MRSA. In infectiile cutanate primare cu coci gram
pozitivi sunt recomandate cefalosporinele de generatia | orale: cefalexina (Parish
s.a.,1992; Nastasa, 2012).

O alta clasa utilizatd In dermatologie in special in infectii pluribacteriene profunde
este cea a betalactaminelor cu inhibitor de betalactamaza, dintre care cel mai frecvent
administrat este amoxicilina potentatd cu acid clavulanic. Aminoglicozidele reprezinta,
dupa beta lactamine, substantele bactericide cele mai utilizate in terapia topica.

Familia polipeptidelor ciclice (Polimixina B si E) sunt active in special pe gram
negativ (in mai mica masura si pe gram pozitiv). In dermatologie sunt utilizate in terapia
topicd singure sau in asociere cu bacitracina.

Rifampicina, din familia Rifampicinelor este o moleculd bactericida cu spectru
larg, cu o bund permeabilitate tisulard si intracelulara care, pentru a diminua aparitia de
tulpini rezistente se asociaza cu antibiotice din alte clase.
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Acidul fusidic, bacteriostatic si in doze mari bactericid este activ in special in
MRSA.

Tratamentul Tn piodermatite este unul etiologic (Fig.2.2.), scopul fiind acela de a
inhiba cresterea si/sau a elimina bacteriile patogene. Prescrierea antibioticelor, dupa
efectuarea antibiogramei, va tine cont in acelasi timp si de:

e urmadrirea in primul rand a efectului bactericid a antibioticului ales

e 0 buna difuzie la nivelul tesutului cutanat si subcutanat

e 0 toxicitate minima (Ivana, 2007).

[ TRATAMENT ETIOLOGIC ]

|
[ TRATAMENT LOCAL ]

4
ANTIBIOTERAPIE:
Un raport rezonabileficacitate/toxicitate,
Respectarea posologiei siritmului deadministrare,
< Evitarea supradozajului
Impact minim asupraflorii comensale

[

[ v

ANTISEPTICE: ANTIBIOTICE(geluri):
e Clorhehidrina e Neomicina
e lod-povidona e Gentamicina
e Peroxyd de benzoyl e Polimixina B
2,5%(asociat cu emoliente) e Acid fusidic
o Etil lactate 10% e  Mupirocin
e Sampoane antiseptice e  Tetraciclind

Fig.2.2. Tratament etiologic Tn Piodermite la Carnivore de Companie (original)
Fig.2.2. Etiological treatment in pets pyoderma (original)

Antisepticele au un mod de actiune variabil si dependent de numerosi factori
locali: concentratia, temperatura, ph-ul pielii, timpul de contact, precum si de natura
aditivilor si excipientilor:

o Clorhexidina 0,5-5% — are actiune antibacteriana si fungistatica la nivelul
membranei citoplasmatice si a citoplasmei, cu actiune maxima la un pH cuprins intre 5,5-
7; rar a fost descrisa rezistenta la Pseudomonas spp. Studii de biologie moleculara
confirma prezenta genelor de rezistentd la S.aureus cu o incidenta cuprinsa intre 4 si 44%
(Smith s.a., 2008; Vali, 2008; Mayer s.a., 2001). In ceea ce priveste S.pseudintermedius,
studii recente (Dulman, 2016) au pus in evidenta prezenta acestor gene de rezistenta intr-
un procentaj cuprins intre 5 si 60%.
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o Betadina (iodina povidona) 0,05% - are un efect antibacterian rapid, fungicid si

virucid. Este eliberat lent in piele, incompatibil cu derivate de mercur, datoritd formarii

iodurii de mercur care prin actiunea sa poate provoca ulceratii cutanate.
o Peroxidul de benzoil 2,5% - efectul antimicrobian deriva din metabolizarea in

acid benzoic si acidifierea pH-ului cutanat. Are afecte antiseboreice, comedolitic. Se
asociaza cu emoliente in caz de uscare excesiva a pielii.

o Lactatul de etil — efect antibacterian echivalent peroxidului de benzoil, aplicat
pe piele este hidrolizat in etanol si acid lactic, care diminueaza ph-ul cutanat si inhiba
lipazele bacteriene. Reduce secretia sebacee, se utilizeazd in concentratie de 10%

(Paterson, 2008).

In cazul abordirii empirice a antibioterapiei, avand in vedere ci 90% din
dermatite (la céini ) sunt provocate de S. pseudintermedius care produce beta-lactamaze,
se va tine cont de antibioticele care au facut dovada eficacitétii in dermatologia veterinara

pe baza cracteristicilor fizico chimice si

(Theuretzbacher, 2011).

Caracteristici fizico-chimice si mod de actiune ale diferitelor clase de antibiotice

modului

de actiune (Tabelul

2.5)

Tabelul 2.5./Table 2.5.

Physicochemical characteristics and action of different antibiotics classes

CLASA

CARACTERISTICI
FIZICO-CHIMICE

MOD DE ACTIUNE

Macrolide si Lincosamide
(eritromicina, spiramicina,
tylosin)

Baza slaba, concentrare in
celule, o buna distributie in
tesuturi, eliminare biliara

Bacteriostatic — dependent
de timp — prin inhibitia
translocarii la nivelul
ribosomilor

Peniciline rezistente la
penicilinaze (oxacilin,
cloxacilin, flucloxacilin)

Acid slab hidrofil, buna difuzie
in mediul extracelular,
eliminare rapida, mai ales
urinara

Bactericid- dependent de
timp — prin inhibarea
sintezei peretelui bacterian

Cefalosporine (cefalexin,
cefadroxil, ceftiofur, cefalotin)

Buna solubilitate in apa,
biodisponibilitate orala, timp
de injumatatire biologic

Bactericid-timp dependent
— prin distrugerea peretelui
bacterian

Fluoroquinolone (flumequin,
enrofloxacin, norfloxacin,
marbofloxacin)

Amfoter, buna difuzie celulara;
la nivel cutanat

Bactericid — concentatie
dependent — prin inhibarea
replicarii ADN

Diaminopyrimidine asociate
cu sulfamide

(trimetroprim+ sulfadiazin/
sulfamethoxazol/sulfadoxin)

Buna difuzie in lichidul
extracelular, fixare pe diverse
proteine, eliminare urinara

Bactericid prin inhibitia
metabolismului bacterian
(inhiba sinteza acidului
folic)
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Recomandarile privind antibioterapia sistemica sunt facute dupa unii autori, dupa
spectrul de actiune al antibioticului (tabelul 2.6.) iar dupd alti autori, dupad indicatia
etiologica (tabelul 2.7.).

Tabelul 2.6./Table 2.6.

Recomandari antibioterapie sistemica (dupa Miller s.a., 2013)
Systemic antibiotherapy recommendations

Spectrul de actiune

Tngust

Larg

Diversi

D- céine, C — pisica
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Antibiotic
Erythromycin

Clindamycin
Lincomycin

Tylosin

Amoxicillin+clavulanate

Oxacillin
Cefadroxil
Cefovecin
Cephalexin

Chloramphenicol
Enrofloxacin
Marbofloxacin

Orbifloxacin

Trimethoprim+sulfadiazine

Doxycycline

Rifampicin

Doza
15 mg/kg q8h

5 mg/kg q12h
11 mg/kg q24h
15 mg/kg q8h
22 mg/kg q12h

10-20 mg/kg g12h
13.75 mg/kg q12h

22 mg/kg g8h

22 mg/kg gq12h (D)
22 mg/kg g24h (C)

8 mg/kg q7-14 days

22 mg/kg g8-12h

50 mg/kg g8h (D)
50 mg/cat q12h (C)

5 mg/kg g24h
2.75 mg/kg q24h
2.5 mg/kg q24h

15-30 mg/kg q12h

5-10 mg/kg
ql2h-24h

5-10 mg/kg q24h
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Tabelul 2.7./Table 2.7.
Recomandari antibioterapie sistemica(dupa Paterson, 2008)
Systemic antibiotherapy recommendations
Antibiotic Doza Indicatie
Amoxicilin 11-22 mg/kg po 8/12h Abces musgcatura pisica
Ampicilin 20 mg/kg po 6/12h Actinomyces, Nocardia
Cephalexin 25 mg/kg po 12h Nocardia
Abces muscatura pisica,
stafilococie
Nocardia, Abces muscatura
pisica, stafilococie
Bacili gram negativi,
Enrofloxacin 5.0 mg/kg po 12h micobacterii atipice,
M.avium, stafilococii
Lincomicin 22 mg/kg po 12h stafilococii
Penicilina G 10-15 mg/kg im or sq 12h Actinomyces, Nocardia,
Trimetroprim+sulfonamide 30 mg/kg po 12h Actinobacillus
Rifampin 5 mg/kg po 12h M. lepraemurium
Streptomicin 10 mg/kg im or sc 8/24h Actinobacillus
Tetraciclin 10-22 mg/kg po 8/12h Actinomyces

Amoxicilina+acid clavulanic 12.5-25 mg/kg po 8/12h

Clindamicin 5.5 mg/kg po 12h

In alegerea empirica a antibioticului, Mircean recomandi si se tind cont de tipul
piodermitei (Tabelul 2.8.)

Tabelul 2.8./Table 2.8.
Alegerea empirica a antibioticului (dupa Mircean, 2014)
Empiric choice of antibiotic

Clindamicin
Primul puseu de piodermita Lincomicin

Sulfamide potentate

Amoxicilind+acid clavulanic

Piodermite recidivante sau rezistente Cefalexin
Cefadroxil
Enrofloxacin
Piodermite rezistente la toate antibioticele cu Pradofloxacin
exceptia fluoroquinolonelor Marbofloxacin

in ceea ce priveste asocierea de antibiotice, desi in principiu se recomandi
monoterapia cu un antibiotic cu spectru redus; aceasta se practica in urmatoarele situatii:
etiologie necunoscutd, infectii pluribacteriene, in scopul intensificarii efectului
antibacterian, precum si pentru prevenirea selectarii de tulpini rezistente.

Prezentam in tabelul de mai jos principalele asocieri cu efect sinergic si antagonic.
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Tabelul 2.9./Table 2.9.
Principalele asocieri de antibiotic si actiunile lor (Vata s.a., 2011).
The main antibiotic associations and their actions

SINERGIE ANTAGONISM

Oxacilina + gentamicina Rifampicina + amoxicilina
Fluoroguinolone + glicopeptidice
Glicopeptidice + gentamicina Acid fusidic + fluoroquinolone

Beta-lactamine+ Clindamicina + gentamicina
fosfomicina/glicopeptide/cefalosporine

Amoxicilina + acid clavulanic Eritromicina + clindamicina

Pentru terapia topicdi se recomanda asocierea  unguentelor cu
gentamicind/neomicind sau polimixind + bacitracind. Cele mai recomandate antibiotice,
conform literaturii de specialitate sunt: cefalosporinele de prima generatie (Cephalexin,
Cefadroxil, Cephradine), macrolidele, rifampicina si quinolonele (Vata s.a., 2011).

Scopul terapiei antimicrobiene este eradicarea patogenilor nu numai de la nivelul
leziunilor evolutive, dar in egala masurd si de la nivelul zonelor de portaj (cavitatea
nazald, cavitatea orald, anus) de unde acestia recolonizeaza pielea. Un studiu realizat in
2009 - Anglia, de Fazakerley J., prezinta distributia S.pseudinternedius si S.aureus la
cdinii sanatosi si atopici, dupa cum urmeaza (Tabelul 2.10.).

Tabelul 2.10. /Table 2.10.
Distributia S.pseudintermedius si S.aureus in diferite site-uri, la cinii atopici si
sanatosi (dupa Fazakerley s.a., 2009)
S.pseudintermedius and S.aureus distribution in different sites in atopic and healthy

dogs
S.intermedius S.aureus
atopici sanatosi atopici sanitosi
mucoasa nazala 62,5% 14,0% 8,3% 2,3%
ureche 50% 7,0% 0,0% 0,0%
perineu 79,2% 32,6% 4,2% 4,7%
leziuni cutanate 100 N/A 0,0% N/A

In ceea ce priveste otitele externe, epidemiologia patogenilor este diferitd, in
sensul cad cele mai frecvente sunt infectiile cu Pseudomonas spp. urmate de cele cu
Staphylococcus spp., ambele fiind de cele mai multe ori asociate cu Malassezia. Modelul
de susceptibilitate pentru Pseudomonas spp. este mai greu de prezis, desi majoritatea
infectiilor la primul puseu, sunt susceptibile la aminoglicozide topice, polimixina B,
sulfadiazine, ciprofloxacin, s.a. (Cole, 1998; Nuttall, 2016).
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2.3.2. Tratamente adjuvante si terapii alternative

Completarea/ intdrirea unui tratament etiotrop, cu tratamente adjuvante si/sau
terapii alternative este argumentata de:

o Limitarile existente in testarile in vitro fata de antibiotice;

e Dezvoltarea mecanismelor de rezistenta bacteriand, in special a stafilococilor
(incriminati in 90% din piodermite) la diferite clase de antibiotice; raspandirea MRSA,
aparitia MRSP, MRSE;

e Aparitia, la nivel mondial a tulpinilor XDR si PDR, raspandirea acestora fiind
0 chestiune de timp;

e Efectul de recul al tratamentului prelungit cu glucocorticoizi (Solcan s.a.,
2003);

e Necesitatea limitarii in timp a tratamentului antibiotic- stiut fiind cd in
piodermitele superficiale, durata acestuia este de aprox. trei saptdmani, iar in piodermitele
profunde este de minim sase siptimani. In nocardioze tratamentul este prelungit chiar
panad la 12 luni (Sykes J.E., 2014). Este o perioadd lungad de timp, In care efectele
secundare, nedorite, ale antibioticelor se pot instala;

e Caracterul zoonotic a Staphylococcus spp.si in mod special a S.aureus
meticilino-rezistent (Sing, 2008; Witte, 2007; Strommenger, 2006).

Tratamentele adjuvante pot include multe categorii de produse, de la banalul
acid acetic pana la substante imunomodulatoare. Acidul acetic utilizat in concentratii mai

mici de 5%, prin pHul acid creat pe suprafasa pielii, ajutd la diminuarea populatiei
bacteriene (in special Pseudomonas spp. dar si Staphylococcus spp.) fiind o varianta
terapeutica adjuvanta extrem de ieftind. Substante imunomodulatoare precum levamisolul,
cimetidina, interferonul alfa 2b, potenteaza activarea si rata de diferentiere a limfocitelor
T, receptivitatea antigenilor si a mitogenilor. Vaccinul precum Staphage Lysate®, preparat
din susa de S.aureus, si-a dovedit eficienta In piodermite (studiu dublu orb contra
placebo), continind anatoxina stafilococica asociatd cu stafilococi inactivati. Actioneaza
prin stimularea sintezei de anticorpi antibacterieni si/sau stimularea nonspecifica de
limfocite si macrofage. Utilizat injectabil, cu o frecventd sdptamanald apoi spatierea
administrarii, diminueaza semnificativ frecventa recidivelor (Miller H.W., 2013; Paterson
S., 2008).

Terapia cu bacteriofagi - Bacteriofagul, virus capabil sa infecteze si sa se replice
in interiorul unei bacterii, este una din cele mai comune entititi de pe suprafata
pamantului (McGrath, 2007, Kuhment, 2012). Fenomenul a fost semnalat de sute de ani

doar empiric, ca observatie a faptului cd in diverse rauri de pe suprafata Terrei (lordan,
Gange, Juma) se puteau vindeca boli precum lepra, infectii cu Vibrio cholera, mai apoi
Bacillus subtilis. Abia in 1914 bacteriologul Twort F. avanseazi ipoteza ca aceasta
activitate bactericida s-ar datora unui virus iar cativa ani mai tarziu microbiologul Felix
d’Herelle denumeste ,,mancatorii de bacterii”- bacteriofag si testeazd pe un baiat de 12
ani. Obtine vindecarea unei dizenterii severe, in numai 12 ore (Golkar Z., 2014). La ora
actuala potentialul utilizarii bacteriofagilor in biotehnologie, terapeutica, cercetare, are ca
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directii concrete: prevenirea infectiilor bacteriene prin introducerea acestora ca vehicule
pentru vaccinuri (ADNul si proteine); diagnosticarea unor boli precum si tratamentul cu
fagi datoritd proprietatii acestuia de a liza celula bacteriana. Ar fi usor de tratat o mare
diversitate de infectii bacteriene rezistente la antibiotice, prin realizarea unui cocktail de
bacteriofagi. Studii relativ recente au pus la punct metode de dezinfectie si decontaminare
cu bacteriofagi a cladirilor, in speta spitale infectate (Chanishvili s.a., 2007). Preocuparile
actuale si cercetarile in desfafurare cautd raspunsuri la probleme precum siguranfa si
eficacitatea utilizarii, raspunsul imun consecutiv administrarii, optimizarea cresterii si
purificarii bacteriofagului, farmacocinetica diferita a fagilor (Golkar Z., 2014).

PAW - apa incarcati cu plasma rece - Non-thermal plasma activated water
(PAW) este studiatd la momentul actual ca metoda de decontaminare si dezinfectie.
Diferite cercetdri la nivel mondial au ca subiect utilizarea plasmei in industria alimentara
(Vleugels s.a., 2005); tratamentul antimicrobian (Laroussi s.a., 2003); materiale sensibile
la caldura (Deilmann s.a., 2008); boli parodontale si suprafata dintilor (Dexi s.a., 2011;
Sladek s.a., 2007).

Utilizarea PAW in dermatologie ar putea reprezenta o solutie viabild, avand in
vedere mecanismele de rezistentd bacteriand la antiseptice si dezinfectante precum si
fenomenul de antibiorezistenta. In “batilia” mondiald asupra infectiilor stafilococice, un
caz aparte este reprezentat de Staphylococcus aureus meticilino-rezistent (MRSA),
considerat a fi o amenintare global (Grundmann s.a., 2006), astfel incat dezvoltarea unor
tratamente topice alternative este obligatorie.

Terapia homeopati In farmacologia moderna, actiunea remediilor homeopatice
este explicatd prin interventia mecanismelor de feed-back, in cadrul carora specificitatea

si semnificatia informationala pentru sistemul dereglat, a elementului identic sau similar
reglator (remediul homeopat) sunt mult mai importante fatd de cantitatea de substanta-
informatie (Boiron,, 2011; Dobrescu, 2011; Nastasa, 2008).

In dermatologie, terapia homeopati utilizeazi cel mai des: Belladonna, Apis
Mellifica, Rhus Toxicodendron, Mezereum, Hepar Sulfur, Kalium Bichromicum,
Lycopodium, Natrum Sulfuricum; remedii ce vin Th completarea stategiei de vindecare
alaturi de antibioterapie. Daca aceasta din urma are ca scop distrugerea agentului patogen,
terapia homeopatd vine sd elimine/diminueze efectele infectiei bacteriene asupra
organismului: leziunile eritematoase si edematoase; pustule, cruste, exudat purulent,
prurit, alopecie, abcese. Reusita unei terapii homeopate se bazeaza pe identificarea corecta
a remediilor simptomatice si a remediului de teren (urmeazd modul de reactie al
pacientului in timp si spatiu) (Vithoulkas G., 2002).

Prezentam succint cele mai utilizate remedii in piodermatite, sub aspectul utilizarii
in patologia dermatologica veterinara:

Staphilococcinum-— remediu bioterapic, se prepara din lizatul a doua culturi de S.
aureus, unul hemolitic si unul nehemolitic. Indicatiile clinice sunt: furuncule, impedigo,
panaritiu, flegmon, stafilococia maligna a fetei, toate indicatiile clinice ale stafilococului,
s.a.
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Belladonna— indicata in: inflamatii la debut, abces in formare (tumor, calor,
dolor, rubor), dermatita eritematoasa (piele rosie si caldd), Tn mod particular dermatitele
pavilionului urechii, dermatitele inghinale sau abdominale.

Apis Mellifica— remediu al inflamatiei acute cu aparitie brusca si dezvoltare
violentd.Se utilizeaza in toate tipurile de edem acut sau cronic, alergic sau inflamator,
insotit de prurit si ameliorat de aplicatii reci, dermatite eritematoase ameliorate de aplicatii
reci, prurit, abces, panaritiu la debut.

Rhus Toxicodendron— utilizat in dermatoze veziculoase sau eritemato-
edematoase; eczema acutd veziculoasa a cdinelui, cu prurit intens si roseata pielii; toate
afectiunile microbiene sau virale In prezenta semnelor caracteristice.

Hepar Sulfur — sulfura de calciu a lui Hahnemann (amestec de sulf si calcar din
cochilia de stridie) obtinut prin calcinarea unui amestec in parti egale de floare de sulf
purificatd si calcar de scoica. Actiunea remediului se manifestd electiv asupra pielii si
mucoaselor: inflamatie cu tendintd marcatd la supuratie. Este utilizat in medicina
veterinard in procese supurative acute (alaturi de Pyrogenium, Mercurius, Echinaceea,
Silicea, isoterapicele puroiului); abcese, furuncule, hidrosadenita, panaritiu, otita
(prevenirea evolutiei spre supuratie), abcese ale conductului auditiv. Este remediul
dominant al supuratiei acute. Se administreaza si in supuratiile cronice cu miros
dezagreabil; catar auricular cu secretie urat mirositoare.

Kalium Bichronicum — substanta care se prezintd sub forma de cristale rosii-
portocalii, actiune electivd si asupra pielii, nivel la care provoaca si vindeca eruptii de
diverse forme si ulceratii cu margini nete. La nivelul pielii este indicat in: eruptii
exantematoase, papuloase sau pustuloase, exudatii vascoase, galbene sau galben-verzui,
putin sau deloc dureroase; supuratii cronice; otita catarald sau seroasa cu secretii galbene
pruriginoase, cu tendinta purulenta; impetigo.

Lycopodium Clavatum— se prepara prin triturarea sporilor de lycopodium
(pedicutd). Actioneaza in: dermatoze seboreice, otite recidivante cu leziuni eczematoase
sub forma de pelicule, secretiile sunt galbene, vascoase, purulente, iar pruritul persista
chiar si in timpul somnului; alopecie; eruptii dorso-lombare crustoase si umede, cu prurit
intens ameliorat la racoare (Toma s.a., 2002, Issautier, 1988, Nastasa, 2008).

Inaintea administrarii remediului simptomatic si/sau teren, frecvent se procedeazi
la un drenaj: hepatic, renal, intestinal. Pielea nu este doar un organ prin ea insasi,
reprezintd o proiectie, aratd starea internd a organismului.Atunci cand existd blocaje la
nivelul organelor de drenaj, fie ca este vorba de ficat, rinichi; intestine aflate in suferinta,
pancreas, se constatd adeseori probleme de suprainfectie la nivel dermic. In acelasi timp,
un dezechilibru in statusul hormonal, poate favoriza o suprainfectie cutanatd cu germeni
banali, comensali. Remediile folosite frecvent in drenajul homeopat sunt: Berberis
Vulgaris, Chelidonium Majus, Nux Vomica, Saponaria Officinalis, Fumaria Officinalis,
S.a.
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2.3.3. Managementul terapiei Tn piodermita

Putem defini managementul terapiei in piodermita ca fiind modul in care se aplica
setul de masuri terapeutice pentru obtinerea celor mai bune rezultate in intervalul de timp
cel mai rezonabil pentru situatia datd. Desigur vorbim de management in cazuri ceva mai
complicate, respectiv acele situatii in care exista:

e imunodeficienta primara sau secundara: alergii, autoimunopatii, tratamente cu
corticosteroizi, etc;

¢ endocrinopatii (hipotiroidism, hiperadrenocorticism) si/sau neuropatii;

e sindrom seboreic si/sau tulburari de cheratinizare;

e dematopatii de origine parazitara, micotica.

Tn oricare din cazurile enumerate mai sus, managementul terapiei va avea ca scop:

1. Diagnosticarea si tratarea entitatii patologice primare.

2. Inceperea tratamentului piodermitei, tinand cont de: gravitate, dacd este
primul puseu sau recidivantd/trenanta, starea generala a pacientului, varsta, parametrii
hepato-renali (avand Tn vedere hepato/nefro toxicitatea anumitor antibiotice), semnalarea
eventualelor alergii la antibiotice, etc..

3. Initierea tratamentului antipruriginos, acolo unde este cazul, recunoscut fiind
ca factor agravant al piodermitei (Miller, 2013).

4. Urmadrirea eradicarii entitatii bacteriene incriminate, atat din aria lezionala cat
si din zonele de portaj, pentru a se preveni reinfectarea.

5. Masuri de igienizare a habitatului pacientului, a celorlalte animale cu care
acesta vine in contact, pentru a preveni astfel recolonizarea bacteriana.

Tn tratamentul piodermitelor, utilizarea pe termen lung a glucocorticoizilor este
interzisa. Chiar dacd duce la diminuarea inflamatiei si a pruritului, simptome deloc de
neglijat prin disconfortul creat animalului dar si proprietarului, efectul de recul este
considerabil. Utilizarea indelungatd a acestora reprezinta o cauza majora de cronicizare; o
banald foliculitd se poate transforma astfel in furunculoza (Solcan, 2003).

Pentru prevenirea recidivelor, trebuie avut in vedere in primul rand ca, pe langa
tratamentul specific piodermatitelor, boala primara s fie corect diagnosticatd si tratata.
Managementul unei piodermite recurente cronice trebuie sa ia in considerare si o stare de
imunodeficienta. Indiferent daca aceasta este confirmata sau nu de examenele paraclinice,
imunomodularea poate fi o optiune, acest tip de tratament imbunatatind raspunsul imun al
animalului. Administrarea de levamisol (2,2 mg/kg g12h ) si cimetidina (6-10mg/kg , q
8h) este benefica la aproximativ 10% din cainii cu infectii recurente idiopatice (Miller,
2013).
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PARTEA A- Il -A - CERCETARI PROPRII
PART Il - PERSONAL CONTRIBUTION
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CAPITOLUL 3. SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARILOR

CHAPTER 3. PURPOSE AND OBJECTIVES OF THE RESEARCH

Cercetarile desfasurate au avut un putermic caracter interdisciplinar, clinica-
microbiologie, propundndu-ne sa oferim o perspectiva mai degraba etiologica asupra
dermatitelor bacteriene la cdini si pisici. Am considerat interesanta si oportund o astfel de
abordare pentru aprofundarea ,,motivelor” pentru care clinicianul are in fatd un anumit
tablou clinic, piodermita are o anumitd evolutie si mai ales 0 parte din motivele pentru
care antibioterapia are sau nu succes. Acest ultim aspect se referd in mod deosebit la
prezenta tulpinilor MRSA si MRSP, cu implicatii majore in conduita terapeuticd, in
cazurile grave chiar cu decizii medicale radicale.

Scopul temei propuse a fost acela de a aduce o contributie analitica in
diagnosticul si terapia piodermitelor la animalele de companie si aprofundarea studiilor
pana la nivel molecular in ceea ce priveste S.aureus si S.pseudintermedius. Desigur,
scopul final a fost acela de a aduce clinicienilor veterinari un set de date utile atat in
orientarea diagnosticului cdt mai ales in instituirea terapiei etiotrope, precum si date

efe wy

astfel de studiu a fost argumentata de realitatea instituirii tratamentelor de prima intentie,

in lipsa unui diagnostic de laborator si a unei antibiograme si a fost confirmata de datele
obtinute.

Implicit rezultatele obtinute au avut ca scop sa contribuie la stoparea selectarii de
tulpini rezistente, antibiorezistenta fiind un subiect de mare actualitate i importanta.

Dealtfel, la nivel mondial exista o asidud preocupare privind nu atat descoperirea
de noi antibiotice, cat gasirea de alternative terapeutice, substante sau molecule din natura,
semisinteza sau chiar sintetice; cum ar fi de exemplu nano peptide polimerice cu efecte
antimicrobiene (Lam S.J., 2016).

Subscris scopului general al cercetarilor a fost si analiza eventualelor corelatii
intre ,,bagajul” genetic (o parte din factorii de patogenitate) si tabloul lezional prezentat de
pacient.

Obiectivele si activititile prin care s-au realizat cele prezentate mai sus, au fost:

o Determinarea prevalentei piodermitelor in cadrul dermatitelor la céini si pisici

e Determinarea prevalentei agentilor etiologici in cadrul piodermitelor prin
izolarea si identificarea fenotipica a acestora.

e Confirmarea moleculara a identificarii fenotipice a speciilor S.aureus si
S.pseudintermedius
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o Caracterizarea genotipica a S.aureus si S. pseudintermedius, privind unele gene
de virulenta si rezistenta la unele antibiotice.

e Determinarea prevalentei tulpinilor MRSA si MRSP.

e Confirmarea moleculara a meticilino-rezistentei tulpinilor incadrate fenotipic
in MRSA, MRSP.

e Evaluarea in vitro a sensibilitatii la diferite clase de antibiotice a izolatelor
stafilococice.

o Testarea in vitro a efectului antibacterian al apei activata cu plasma rece
(PAW).
e Analiza statistica.
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CAPITOLUL 4. INVESTIGATII EPIDEMIOLOGICE PRIVIND
PIODERMITELE TN REGIUNEA DE NORD EST A ROMANIEI

CHAPTER 4. EPIDEMIOLOGICAL INVESTIGATIONS
REGARDING PYODERMAS IN DOGS AND CATS IN THE NORTH-
EAST REGION OF ROMANIA

4.1. Materiale si metode

Cazuistica a provenit din clinicile Facultatii de Medicind Veterinara, cabinetele
veterinare din judetul Iasi, judete limitrofe — Vaslui, Neamt, Suceava si Botosani precum
si cazuri individuale, fiind reprezentata de un total de 163 pacienti. Diagnosticul clinic,
dupa criteriile prezentate in prima parte a tezei, a incadrat cazurile luate in studiu in
dermatite superficiale si profunde, precum si otite externe (Tabelul 4.1.):

Tabelul 4.1./Table 4.1.
Cazuistica luata in studiu in perioada 2013 — 2017.
Case study, during 2013 - 2017

Nr.total de Specie Dermatita Dermatita Otita
cazuri Céine Pisica superficiala profunda externa
163 98 65 86 42 35
% 60,12% 39,87% 40% 30,5% 29,4%

Probele analizate au fost reprezentate de cruste, exudat exprimat dupa
indepartarea crustelor, scuame, sectetii purulente, sanguinolente, secretie oticd (fig.4.1.-

4.16).

Fig.4.1. Pisica, zona perianala, eritem,

placi de grataj (original)
Fig.4.1. Cat, perianal area, erythema, grating
plates (original)

Fig.4.2.Caine, pustule, alopecie generala,
cruste(original)
Fig.4.2. Dog, pustule, general alopecia,
crusts (original)
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Fig.4.3. Pisicé, cruste zona cervicala (original)
Fig.4.3. Cat, crusts, cervical area (original)

Fig.4.4. Pisica, ulceratii cutanate (original)
Fig.4.4. Cat, cutaneous ulceration (original)

Fig.4.5. Cdine, vezicule-diferite
stadii (original)
Fig.4.5. Dog, vesicles different stages (original)

Fig.4.7. Caine, piogranulom (original)
Fig.4.7. Dog, piogranuloma (original)
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Fig.4.6. Caine, fistule interdigitale (original)
Fig.4.6. Dog, interdigital fistulas (original)

Fig.4.8. Caine, scuame psoriaziforme (original)
Fig.4.8. Dog, psoriasiform flakiness (original)



Teza de doctorat

Fig.4.9. Ciine, ulceratie pavilionul Fig.4.10. Pisica, supuratie, abces, zona

auricular (original) pelvina (original)
Fig.4.9. Dog, ulceration auricular Fig.4.10. Cat, suppuration abscess, pelvis

pavilion (original) area (original)

Fig.4.11. Caine, cruste, fisuri, dermatita de Fig.4.12. Caine, ulceratie cu exudatie seropurulentda

jonctiunecutaneo-mucoasa(original) (original)
Fig.4.11. Dog, crusts, cracks, dermal cutaneous Fig.4.12. Dog, ulceration with seropurulent

mucosal junction (original) exudation(original)

Fig.4.13. Pisica, cruste, eritem, exudat
purulent(original) Fig.4.14. Caine, abces zona toracald(original)

Fig.4.13. Cat, crusts, erythema, purulent Fig.4.14. Dog, abscess thorax area (original)
exudate(original)
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Fig. 4.15. Céine, abces , pavilion auricular(original)
Fig. 4.15. Dog, hemorrhagic absces, auricular
pavilion(original)

Fig.4.16. Caine, hiperkeratoza, seboree (original)
Fig.4.16. Dog, hyperkeratosis, seborrheic(original)

Metodele de incadrare a dermatitelor Tn bacteriene, micotice sau parazitare au fost
cele descrise in prima parte a tezei, diagnosticul diferentiat facandu-se pe baza
suspiciunilor date de tabloul lezional, urmat de examenele de laborator specifice fiecarui
tip de dermatitd (Mircean, 2014) (Tabelul 4.2.).

Tabelul 4.2./Table 4.2.
Diagnosticul dermatitelor bacteriene, micotice si parazitare
Diagnosis of bacterial, fungal and parasitic dermatitis

_ Dermatita bacteriana | Dermatita micotica Dermatita parazitara

.. Smocuri de par cere
Leziuni frecvent P

. devin casante §i Tabloul lezional este extrem
umede, supurative . . .
. 5 rezulta aspectul de variat §i oarecum specific
Cu exudatie seroasd sau eers - .
ros de molii fiecdrei forme de: demodecie
Sero- . . . ..
ablou . volutie ifuga., ocalizatd sau generalizatd
Tabl Evolutie centrifuga localizat; lizat
. hemoragica, urmate de " .
lezional .. placarde numulare Raie sarcoptica sau
secretil purulente. . .. .
. . foarte bine delimitate.  otodectica
Ulceratii, fistulizari, .. . -
... Leziunile sunt Cheiletieloza, malofagoza,
alopecie si eritem. . . - ..
. asimetrice, au un parazitismul cu pulicide
Descuamatri si cruste.
aspect uscat.
Ex. citologic,
Ex.bacterioscopic .
. P . . Raclajul cutanat,
direct EX.microscopic . .
Examene . . . . . Ex.coproparazitologic,
. Ex.bacteriologic direct, citologic, L _
paraclinice L biopsie cutanatd, test
Antibiograma lampa wood, cultural

aprofundeaza diag- serologic(pt.ria sarcoptica)

nosticul etiologic
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Materialele si metodele utilizate, precum si pasii urmati In diagnosticarea
piodermitelor au fost:

e Examenul citologic — coloratia uzuala este DiffQuik, insa la fel de utila a fost
coloratia Gram, asimiland citologia cu examenul bacterioscopic direct. Preparatele au fost
realizate prin tehnici diferite (bandd scotch, amprentare sau etalarea secretiei) functie de
tipul de piodermita (Mendelsohn, 2006). (Fig.4.17., 4.18).

o Examenul bacterioscopic direct s-a efectuat de fapt simultan cu cel citologic si
a urmat tehnica colorarii Gram. Acolo unde au existat suspiciuni de bacterii acido-
rezistente s-a efectuat coloratia Zielh-Nelson clasica si modificatd Fite-Faraco, pentru
suspiciunile de Nocardia spp. (Greene, 2006; Sykes, 2014).(Fig.4.19- 4.22.)

i . . 5 -

Fig.4.17 F.D., col Gramx100, neutrofile Fig.4.18. F.D., col Gramx100, neutrofile
degenerate, coci gram pozitivi (original) nedegenerate, coci gram pozitivi(original)

Fig.4.17 F.D., Gram x100, degenerated Fig.4.18. F.D., Gram x100, non-degenerated
neutrophils, gram positive cocci (original) neutrophils, gram positive cocci (original)

Fig.4.20. col Gram x 100, bacterii gram pozitiv si
Fig.4.19. FD, col Gramx100, Malasezzia (original) gram negative (original)
Fig.4.19. FD, col Gramx100, Malasezzia(original) Fig.4.20. Gram x 100 gram, gram positive and
negative bacteria (original)
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Fig.4.21. FD, col.Gram x 100,.filamente Nocardia Fig.4.22. FD, col.Ziehl-Neelsen x 100 bacilli acido-
spp(original) rezistenti(original)
Fig.4.21. FD, col.Gram x 100, Nocardis spp. Fig.4.22. FD, col.Ziehl-Neelsen x 100 acid-resistant
filaments(original) bacilli (original)

e Examenul bacteriologic a constat in cultivarea pe bulion BHI, in cazul probelor
mai uscate (cruste) si pe medii solide, uzuale si speciale: Agar Sange, Chapman,
Sabouroud, Pseudomonas CN Selective, Levine, Lowenstain, etc. Coloratiile au fost cele

indicate pentru fiecare caz in parte ( Carp Carare C., 2014). Intrucat Staphylococcus spp.
reprezinta agentul etiologic principal al piodermitelor, (Paterson, 2008) examenul
bacteriologic a urmarit identificarea speciilor de Staphylococcus izolate. Identificarea
initiald a tulpinilor, a constat Tn Insdmantarea probelor pe agar sange de cal (fig.4.23) si
agar sare manitol (fig.4.24)- mediu selectiv pentru bacterii Gram pozitive, halofile,
urmarindu-se fermentarea manitolului. Incubarea a fost facuta la 37°C timp de 18-24 ore.
Izolatele au fost identificate dupa caracterele culturale si morfologice in frotiuri colorate
Gram , capacitatea de a creste pe agar sare manitol. Tulpinile, care in placi au schimbat
culoarea mediului in galben intens si persistent, au fost notate prezumtiv ca apartinand
speciei S. aureus.

Fig.4.23. Staphylococcus.spp mediu agar
sange (original) Fig.4.24. Fermentarea manitolului (original)
Fig.4.23 Staphylococcus spp., blood agar Fig.4.24. Fermentation of mannitol(original)
medium(original)
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Pentru fiecare din coloniile izolate obtinute s-a efectuat testul catalazei (peroxid
de hidrogen 3%). Tulpinile care au dat un rezultat intens manito pozitiv au fost testate cu
STAPHYTECT PLUS, test de aglutinare latex pentru identificarea S.aureus prin
detectarea factorului de agregare, proteina A si anumite polizaharide care se regasesc la
tuplinile meticilino-rezistente (Fig.4.25).

Restul tulpinilor de Staphylococcus spp. izolate prin metodele descrise, au fost
identificate cu ajutorul RapiD Staph Plus Panel — Remel (SUA), pe baza a 18 teste
biochimice (Fig.4.26).

@0®®
0@

Fig.4.25. Test de aglutinare latex. Stanga, tulpina
martor pozitiv S.aureus ATCC 25923 (original) Fig.4.26 Galerii RapiD Staph Plus Panel(original)
Fig.4.25. Latex agglutination test. Left, positive control ~ Fig.4.26 RapiD Staph Plus Galleries Panel(original)
strain S.aureus ATCC 25923 (original)

S-a efectuat testul coaguldrii plasmei citratate de iepure (BioRad), cel mai
important test de patogenitate in ceea ce priveste Staphylococcus spp. (Fig.4.27).

Fig.4.27. Testul de coagulare a plasmei citratate de
iepure (original)
Fig.4.27. The Clotting of Rabbit Plasma (original)

Fig.4.28. Antibiograme (original)
Fig.4.28. Antibiograms (original)
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e Antibiograma - s-a utilizat metoda Kirby-Bauer cu interpretare dupa
standardul CLSI (CLSI, 2014) (Fig.4.28.). Tulpinile de S.aureus izolate si identificate au
fost testate privind meticilino-rezistenta (martor pozitiv ATCC 43300). S-au utilizat
microcomprimate (Oxoid) de cefoxitin (10ug)-incubare la 35° 18-20h si oxacilin (1pg)-
incubare la 30° 24h (Kali, 2014). S-au utilizat suspensii de culturi la o dilutie de 0,5
McFarland (densitometru automat McFarland—DEN1). Conform recomandarilor BSAC,
EUCAST, CLSI, detectarea meticilino rezistentei este obligatorie la toate tulpinile de
S.aureus obtinute din cazurile clinice (Andrews s.a., 2011).

4.2. Rezultate si discutii

4.2.1. Aspecte clinice in cazurile de dermatite si otite luate in studiu

Din punct de vedere clinic, anamneza si tabloul lezional au condus la un
diagnostic prezumtiv, dupa cum urmeaza: cele 86_de cazuri de dermatita superficiala au
fost reprezentate Tntr-un procentaj de peste 80 (68 cazuri) de sindrom de proliferare
bacteriand, exprimate clinic prin leziuni localizate initial in zonele cu o mai mare secretie

sebacee- inghinal, axilar, pliurile gatului (leziuni care ulterior se generalizeaza la nivel
toraco-abdominal); alopecie eritematoasa, zone de ingrosare ale pielii, hiperpigmentatie,
uneori miros neplacut, zone cu eroziuni, lichenificatie.

Dermatitele profunde au fost clasificate in: furunculoza (11 cazuri), acnee (9),
celulitd (12), abces (2), dermatita interdigitald (2), furunculoza eozinofilica nazala (2),
pododermatitd (2).

Avand 1n vedere continuitatea tesutului cutanat la nivelul pavilionului urechii si a

conductului auditiv extern precum si infectarea ascendentd, de la nivelul dermului, 35
cazuri (29,4%) de otita externd au fost incluse in cazuistica dermatologica. Probele
recoltate au constat in secretii otice seropurulente si/sau purulente, de culoare alb gélbuie
si/sau galben-verzuie. Pacientii au prezentat in unele cazuri eritem sau abces hemoragic la
nivelul pavilionului auricular, cruste, uneori miros neplacut, durere.

Fig. 4.29. Ponderea dermatitelor si otitelor functie de natura lor
Fig.4.29 The proportion of dermatitis and otitis depending on their nature
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Asocierea dermatitelor (inclusiv otitele) micotice si parazitare cu dermatitele
bacteriene a fost constatatd intr-un procent de aproximativ 60% in primul caz si de
aprox.30% 1in cel de-al doilea caz, valorile mai mari inregistrandu-se ih cazul otilelor.
Consideram ca sunt valori relativ mari explicabile, pe de o parte din cauza intarzierii
prezentdrii la medicul veterinar, pe de altd parte din cauza lipsei laboratoarelor de
specialitate pentru un diagnostic cert si in consecin{d, instituirea unor tratamente gresite
sau incomplete. Nu a fost diagnosticat nici un caz cu toate cele trei forme de dermatita
(Fig.4.29.).

Boala primara diagnosticatd cu cea mai mare prevalenta, a fost dermatita atopica.
Din cei 98 de ciini prezentati pentru diagnosticarea piodermitei, 23 au fost prezentati cu
diagnostic confirmat de dermatita atopicd (23,4%), cu tabloul clinic specific acestei
patologii. Criteriile de diagnosticare au fost cele propuse de Favrot (Favrot, 2010). La
toate cele 23 de cazuri a fost confirmatd infectia bacteriand cutanatdi cu
S.pseudintermedius.

Unul din cele mai grave cazuri de piodemodecie a fost diagnosticat la un Boxer in
varsta de 1 an, mascul, la care in jurul varstei de 5 luni a debutat o alopecie localizata la
nivelul fetei, nepruriginoasa, cu piele eritematoasa si acoperitd cu scuame. Fara analize de
laborator, s-a instituit un tratament pe care proprietarul nu l-a putut preciza. Ulterior
leziunile s-au extins pe tot corpul, devenind si pruriginoase. Chiar daca s-a instituit
antibioterapia, tabloul lezional s-a agravat si a trenat pana in momentul prezentarii pentru
examene specifice de microbiologie. Ridicindu-se suspiciunea de demodecie, in urma
raclajului cutanat au fost identificate doud specii de demodex, D.canis si D.cornei. A fost
singurul caz la care s-au identificat la acelasi caine doua specii de Demodex, fapt care a
explicat esecul terapeutic anterior si trenarea piodermitei, In ciuda antibioterapiei
instituite.

Intr-o ierarhizare a gravititii lezionale s-a Constatat ci cele mai grave cazuri au
prezentat triada: supuratie — ulceratie - fistulizare, insotite de la caz la caz de durere,
activarea limfonodurilor regionale, inapetentd, apatie, in unele cazuri stare subfebrila.
Acest tablou lezional a fost identificat in doud cazuri de otite la caine (fig. 4.9., 4.15.),
patru cazuri de pododermatite la cine, un caz de nocardioza la pisica (fig.4.4.) si un caz
de abces la cine (fig.4.14.).

Fiind mai rar diagnosticat, prezentim in continuare, din punct de vedere al
tabloului clinic, unul din cele doud cazuri de nocardioza. Pisica, in varsta de patru luni, a
fost adusa la clinica de medicala cu dilacerare dermica incepand de pe partea posterioard a
coapsei drepte pana la ultima coasta a hemitoraxului drept si fracturd deschisa femurala,
rani produse de muscatura profunda a unui caine. S-a intervenit chirurgical si s-a initiat
antibioterapia cu AMC (12,5 mg/kg PO q12h), timp de 7 zile. Recuperarea a fost completa
in trei saptamani, dupa care 1n saptimana 4, pisica a fost adusa inapoi cu multiple ulceratii
aparute In 24h, in zona dilacerarii initiale (fig.4.30.). Starea generala era buna, afebrila,
apetit prezent, cu exceptia utilizarii cu greutate a membrelor posterioare, durerea fiind
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intensd. S-au identificat mase indurate ale tesuturilor subcutanate, cu buzunare care
contineau material purulent cu granulatii fine (fig.4.31.).

Fig.4.30. Pisica, ulceratii (original) Fig. 4.31. Material purulent, nocardioza (original)
Fig.4.30. Cat, ulcerations (original) Fig. 4.31. Purulent material, nocardiosis (original)

Prezenta acestor granulatii fine, este un amanunt important pentru clinicieni,
intrucat ridicd suspiciunea de actinomicozd/nocardioza, piodermite care necesitd o
perioada mare de antibioterapie (peste 3 luni), examenul microbiologic fiind cu atit mai
important si obligatoriu (Wheeler s.a., 2005). Cel de-al doilea caz de nocardioza a fost
unul fatal. A fost vorba de o pisicd care a avut o Intepatura profundad in zona toracald,
eveniment tratat de proprietar cu dezinfectie locala, fara antibioterapie, fara a se prezenta
la medicul veterinar. Dupa aproximativ o lund, pisica a prezentat brusc febra ridicata
(41°C), dispnee pronuntatd, stare generald alteratd. Dupa examenul radiologic care a
evidentiat pleurezie, a fost recoltata o proba care avea acelasi aspect ca in cazul prezentat
anterior. Desi a fost instituitd antibioterapia de prima intentie (Enr, Smg/kg/24h), pacientul
a decedat, prezentarea la cabinetul veterinar fiind tardivd. Emitem ipoteza cd nocardioza
pulmonara a fost o consecintd a formei cutanate, intrucat forma cutanatid a nocardiozei,
netratata, evolueaza sistemic cu forma osoasa, urmata de cea pulmonara (Sykes, 2014).

In cazul celor doud suspiciuni de tuberculozi cutanati, anamneza a aritat ci
pacientii- un ciobanesc, mascul de 6 ani si un metis, mascul in varsta de 3ani - locuiau Tn
afara orasului, la marginea unei paduri. Leziunile cutanate au aparut dupa un episod de
scéldat 1n lacurile din preajma padurilor si au constat in aparitia unor formatiuni nodulare,
cu dimensiuni cuprinse intre 2- 8 cm (fig.4.32; fig.4.33.).

Lipsa simptomatologiei sugestive pentru tuberculoza pulmonara sau abdominala,
confirmatd prin analize paraclinice, investigatii radiologice si ecografice, au dus la
concluzia ca au fost implicate specii nontuberculoase (saprofite/ comensale), ocazional
patogene cum ar fi: M. intracellulare (dau infectii sporadice la om si animale), M.
smegmatis (prezent pe mucoase la om si animale, rar in sol, apd), etc.(Falkinham, 2016).
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Examenul bacteriologic direct, efectuat dupa recoltarea din formatiunile nodulare
a unui material purulent grunjos, a confirmat prezenta de bacili de dimensiuni mici, acido-
rezistenti (coloratia Ziehl-Nielsen). Cultivarea pe medii speciale pentru mycobacterii
(Lowenstein) a confirmat prezenta de Mycobacterium spp.

Fig.4.32.Céine, formatiune nodulara articulatia Fig.4.33. Caine, formatiune nodulara
humero-radio-ulnara (original) reg.buccinatorie stanga (original)
Fig.4.32. Dog, nodular formation the humerous- Fig.4.33. Dog, nodular left buccinatorie
radio-ulna joint (original) region(original)

Cazurile Tn care piodermita a trenat, pe o perioada lunga de timp (intre 3 si 6 luni)
in ciuda antibioterapiei, au fost determinate de existenta patologiilor primare
nediagnosticate. Au fost patru cazuri confirmate de hipotiroidism si sase cazuri de
demodecie (Lipovan, s.a., 2015). Desi au existat doua suspiciuni de Cushing la céine,
acestea nu au fost confirmate de examenele paraclinice.

Prezentdm succint cazul de piodermitd trenantd, secundarda hipotiroidismului,
reprezentativ pentru importanta diagnosticarii precoce si corecte a oricarei afectiuni
primare.

La indicatia medicului curant, a fost prezentat un cockel spaniel in vérstd de 9 ani,
pentru investigatii microbiologice privind piodermita severd recurentad si otita externa
bilaterala, care in ciuda tratamentelor anterioare (antibioterapie cu AMC, ENR, indicate de
antibiograma ) nu se vindecau. La examenul clinic dermatologic s-au observat parul uscat
si fragil, coada sobolanului, hiperpigmentarea si hiperkeratoza pe zona axiala si inghinala,
seboree, mixoedem si expresia faciald tragica (fig.4.34. si fig.4.35.). Examinarile clinice si
fizice au evidentiat, de asemenea, o frecventd cardiaca scazuta de 70 bpm, letargie,
obezitate (BSC: 7 din 9) si intoleranta la efort fizic si frig.

Examentele microbiologice au evidentiat o piodermita stafilococica si otita
bacteriand cu flora asociata: Proteus spp, Pseudomonas spp si S.pseudintermedius. Testele
de susceptibilitate la antibiotice au indicat urmatoarele antibiotice pentru toate speciile
bacteriene izolate: penicilind, marbofloxacind si neomicind. Tratamentul pentru
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piodermitd a constat in administrarea de marbofloxacind 2 mg / kg sc / 24 ore, timp de
cinci zile, a continuat cu administrare orald timp de sapte zile, iar pentru otita, solutia
topica 3 mg / ml, 10 picaturi per ureche o datd pe zi . De asemenea, au fost prescrise bai
zilnice cu sampon sau mouse de gluconat de clorhexidind 3,5%.

Y =

/4

Fig.4.34. Cocker spaniel, 9 ani, piodermita recidivanta Fig.4.35. Par uscat si fragil, hiperpigmentare si

(original) hiperkeratoza (original)
Fig.4.34.Cocker spaniel, 9 years, recurrent Fig.4.35. Dry and bittle hair, hyperpigmentation and
pyodermatitis (original) hyperkeratosis (original)

De asemenea, avand in vedere aspectul fizic al cdinelui, s-au recomandat
investigatii specifice pentru hipotiroidism. Biochimia serului a confirmat suspiciunea de
hipotiroidism, relevand un nivel foarte scazut de FT4 0,3 pmol / L (10-45 pmol / L), TT4
8,88 nmol / L (15-50 nmol / L), fosfataza alcalina crescuta 208 U / L 10-101 U / L) si
hipercolesterolemie usoara de 269 mg / dl (116-254 mg / dl). Strategia terapeutica a
hipotiroidismului a constat in administrarea de levothyroxina 10 ug / kg / 12 ore.

Cainele a fost reprogramat pentru evaluarea dermica si monitorizarea FT4 si TT4
in decurs de doua saptamani de la inceperea tratamentului. La 8 sdptamani de la initierea
terapiei specifice pentru hipotiroidism, in paralel cu tratamentul pentru otitd si piodermita,
pacientul se prezenta precum este ilustrat in fig. 4.36 si fig. 4.37.

Fig.4.36. Regenerarea parului si disparitia
leziunilor dupa 8 saptamani de
tratament (original)

Fig.4.36. Hair regeneration, lesions well
Reduced (original)

Fig. 4.37. Rezolutia otitei externe cu refacerea
aspectului normal al pavilionului urechii (original)
Fig. 4.37. External otitis resolution, restoration of

normal appearance of ear pavilion (original)
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Consideram ca este un exemplu clasic de piodermita si otita severa recurenta, la
care terapiile anterioare nu au dat rezultate din cauza nediagnosticarii afectiunii primare.

4.2.2. Prevalenta piodermatitelor si a diferitilor agenti etiologici
Din totalul celor 163 de cazuri, 121 au avut etiologie bacteriana.
Distributia agentilor bacterieni izolati si identificati este prezentata in tabelul 4.3.

Tabelul 4.3./Table 4.3.
Agentii etiologici identificati in piodermite si otite
Etiological agents identified in pyoderma and otitis
Staphylococcus Pseudomonas Streptococcus Nocardia
SPp- Spp. SPp- SPp- SPp- SPp-
121 85 17 15 2

Mycobacterium Proteus*

2 5

* jzolat din otite in culturd mixtd cu Staphylococcus spp., Pseudomonas spp.,
Streptococcus spp.

Asocierea Proteus spp. in cazurile de otitd externd, intr-un procent de 14,28%,
este apropiata de raportarile altor studii (Petrov s.a., 2013)

Repartitia procentuala a bacteriilor implicate, este ilustrata in fig.4.38.

1.65_, 4.13
1.65 \

-~

Staphylococcus spp.
Pseudomonas spp.
W Streptococcus spp.

B Nocardia spp.

Mycobacterium spp.

Proteus* spp.

Fig.4.38. Diagrama prevalentei agentilor etiologici in piodermatite la céini si pisici (original)
Fig.4.38. Diagram of prevalence of etiologic agents in dogs and cats piodermas and otitis (original)

Identificarea fenotipicd a celor 85 izolate de Staphylococcus, a evidentiat
distributia speciilor conform ilustratiei din fig.4.39.
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Staphylococcus spp.

85 tulpini

Staphylococcus

: : Staphylococcus aureus
pseudintermedius

Alte specii de
36 tulpini

Staphylococcus spp.

21 tulpini
42,35%

24,70% 28 tulpini

Fig.4.39. Principalele specii de Staphylococcus identificate
Fig.4.39. The main species of Staphylococcus identified

Din totalul de 36 tulpini de Staphylococcus aureus, 21 au fost identificate ca
meticilino-rezistente (58,33 %). Toate cele 21 tulpini de MRSA au provenit din material
purulent.

Pe plan mondial, raportarile privind incidenta MRSA la nivel cutanat la animalele
de companie, sunt diferite. Tn SUA (Rees s.a., 2008), raporteazi o prevalenti a MRSA de
10% la cainii sandtosi si 15% la pisicile sinatoase. In Germania, un studiu raporteazi o
prevalenta a MRSA la nivel cutanat de 41,37% (Vincze, 2014) (Tabelul 4.4.).

Tabel 4.4./Table 4.4,

Incidenta MRSA la nivelul tesutului cutanat in diferite tari
The incidence of MRSA in the skin tissues in different countries

STUDIUL
TARA/ANUL SUA(2008) GERMANIA(2014) PREZENT

MRSA PREZENT
LA NIVEL
CUTANAT

41,37% 58,33%

Procentul de 58,33% depaseste raportarile din medicina omului - 39,86% MRSA
raportat Tn 2006, intr-un studiu efectuat in Spitalul Clinic de Urgenta Targu Mures
(Szekely s.a., 20006).
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O explicatie posibila a prevalentei crescute de MRSA raportat la total tulpini de
S.aureus identificate, poate fi aceea ca mai mult de jumatate din probe provin de la
animale de companie la care s-a aplicat intr-un mod neadecvat terapia de prima intentie.
Recidivele sau lipsa de rezultate in protocolul terapeutic au convins proprietarii sa accepte
examenul delaborator microbiologic. Subliniem faptul ca aproape jumatate dintre
proprietari s-au prezentat pentru examene de laborator dupd ce pacientilor li s-au
administrat unul, doud sau chiar mai multe antibiotice, ca tratament de prima intentie. Este
modalitatea prin care se selecteaza tulpini bacteriene antibiorezistente, fapt care, in final,
afecteaza si sdndtatea umana, lucru firesc avand in vedere coabitarea atat de strdnsa intre
om si animalul sau de companie.

Testele de patogenitate au aratat ca 14 izolate de Staphylococcus spp. nu au
prezentat hemoliza si au provenit din cazuri de dermatita superficiald, cu un tablou clinic
sters: usoard alopecie, eritem, fine descuamari ale tegumentului. Din cele 85 de tulpini
coagulazo-pozitive, 19 tulpini au coagulat plasma de iepure pana in 4 ore, restul pana in
24 de ore. Acest rezultat a fost corelat cu tabloul clinic i s-a constatat ca tulpinile au
provenit de la pacientii care prezentau material purulent sau exudat purulent/
ulceratii/fistulizari.

4.3. Concluzii partiale

1. n lotul initial luat in studiu (163 cazuri), provenite de la 98 ciini si 65 pisici,
prevalenta dermatitelor bacteriene a fost de 74,23%.

2. Complicatiile cu piodermite au fost identificate intr-un procent de 60% la
dermatitele micotice si 30% la dermatitele parazitare.

3. Din punct de vedere clinic, din totalul cazurilor de piodermatite luate in studiu,
40% s-au incadrat Tn dermatite superficiale, 30,5% in dermatite profunde, iar 29,4% au
fost cazuri de otite.

4. Bolile primare diagnosticate, pe lotul studiat, au fost: dermatita atopica,
hipotiroidismul si demodecia.

5. Agentul etiologic cel mai implicat Tn piodermite este Staphylococcus
spp.(70,24%), urmat de Pseudomonas spp.(14,04%) si Streptococcus spp.(12,39%).

6. Tn lotul studiat, specia de stafilococi cu cea mai mare prevalenti in piodermita
si otita externa la cdini si pisici a fost S. aureus (42,35%), urmata de S. pseudintermedius
(24,7%).

7. Testarile realizate au condus la identificarea unui procentaj de 58,33 tulpini
MRSA.
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CAPITOLUL 5. CARACTERIZAREA GENOTIPICA A
IZOLATELOR STAFILOCOCICE SI ANALIZA STATISTICA

CHAPTER 5. GENOTYPIC CHARACTERISATION OF
STAPHYLOCOCCAL ISOLATED STRAINS AND STATISTICAL
ANALYSIS

Scopul epidemiologiei moleculare este atit clasificarea taxonomicd sau
filogeneticd a microorganismelor, cat si identificarea patogenilor, determinarea surselor
lor fizice, relatiile biologice, calea de transmiterea; identificarea genelor responsabile
pentru virulentd, genelor ce codifica rezistenta la antibiotice, etc.(Zadoks s.a., 2006).
Antibiorezistenta, problema majora in terapia bolilor infectioase, impune aprofundarea
cunoasterii agentilor patogeni pana la nivel de gene pentru a se putea deschide noi directii
de cercetare, pentru noi compusi antimicrobieni. Cel mai cunoscut si raspandit exemplu de
antibiorezistenta este cel al penicilinelor; dacd in 1941, cand s-a utilizat pentru prima data
penicilina in infectiile stafilococice, sensibilitatea acestora era de 100%, in prezent facand
parte din grupul antibioticelor betalactamice, se raporteazd prOcente mari de rezistenta
stafilococica. Dealtfel, incd din 1960 peste 80% din izolatele stafilococice (din spitale si
comunitare) erau raportate ca fiind rezistente la penicilina. Tiparul de rezistentda a aparut
mai intéi in spitale si s-a raspandit ulterior in comunitate (Lowy, 2003).

5.1. Materiale si metode

Cercetarile privind identificarea genetica si caracterizarea genotipica a izolatelor
stafilococice s-au desfasurat prin Multiplex PCR, in cadrul laboratorului de Chimioterapie
Antimicrobiana din cadrul Facultatii de Medicina Veterinara lasi si laboratoarele de
Diagnostic Bacteriologic din cadrul FMV din Leahurst, Universitatea Liverpool, Marea
Britanie. Linia pentru PCR a fost formatd din: termociclor 2720 Applied BioSystems
(Anglia) si tremociclor BIORad (Roménia); aparat de electroforeza BIO-RAD;
transiluminator UVITEC (Anglia) si GelDoc de la BioRad (SUA). Fata de PCRul clasic,
Multiplex PCR utilizeaza mai multe perechi de primeri, fiind amplificate simultan mai
multe secvente {intd. Metoda genereazd mai multd informatie, intr-un timp mai scurt si
costuri mai reduse. In acest caz, perechile de primeri trebuie si aiba temperaturile de
alipire cat mai apropiate, lungimea fragmentelor amplificate sa fie similard (Germini s.a.,
2004). Pentru identificarea speciilor de stafilococi au fost utilizate oligonucleotidele
descrise (Sasazaky s.a., 2010) pentru secventele au-F3 si au-nucR pentru S.aureus si
secventele pse-F2 si pse-R5 pentru identificarea S.pseudintermedius (Tabelul 5.1.).
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Tabelul 5.1./Table 5.1.
Caracteristicile primerilor utilizati pentru PCR-multiplex

Characteristics of primers used for PCR-multiplex

Talia prod. Secventa Temp.
amplificat (pb) (5'-39) Dehibrid.
S. au-F3/ 5'- TCGCTTGCTATGATT GTGG -3'

Specia Primer

0
aureus au-nucR e 5'- GCCAATGTTCTACCA TAGC -3' A

0
926 5-CTTTTGTGCTYCMTT TTGG-3' S6°C

S. pse-F2/ 5-TRGGCAGTAGGATT CGTTAA-3'

Pseudinterm. pse-R5

Principiul Polimerase Chain Reaction (PCR) are la baza mecanismul de replicare
in vitro a ADN-ului, urmata de amplificarea unei secvente tintd de ADN intr-un numar
mare de copii (Kubista s.a., 2006). Etapele PCR, care se desfdsoara in cadrul unui ciclu
repetitiv de temperaturi, sunt:

1. Denaturarea -amestecul de reactie este incalzit la 95°C, moment in care cele
doua catene ale ADNului tintd sunt separate. Acest proces trebuie sd fie complet, in caz
contrar cele doud catene se vor realipi (hibrida) odatd cu scaderea temperaturii, iar
primerii nu vor putea actiona (Kubista s.a., 2006)

2. Hibridarea primerilor - dupa scdderea temperaturii la 45-68°C, primerii se
ataseaza complementar la capetele 3’ ale celor doua catene.

3. Elongatia — la temperatura de 72°C ADN polimeraza termostabild extinde
primerii atasati in lungul matritei si apare produsul PCR care reprezintd o copie a
ADN/ARN tinta original denumit amplicon. Acest proces se repetd automat intr-un numér
de 30-35 cicluri; la fiecare ciclu cantitatea de ampliconi se dubleaza (Solcan s.a., 2012).

Amestecul de reactie din Thermal Cycler -ul in care are loc amplificarea a
continut:

e ADN- ul tinta, extras din proba de analizat

e Enzima care faciliteaza sinteza lantului complementar de acid nucleic

e ADN polimeraza Taq (izolata din Thermophilus aquaticus) pentru tinta ADN

e Cofactori enzimatici — Mg®* si/sau Mn?*

e Primeri (P1 si P2) - secvente scurte, monocatenare, cu lungimea maxima de
20-30 nucleotide. Servesc ca punct de plecare pentru sinteza lantului complementar cu
ajutorul ADN polimerazei, marcheaza inceputul si sfarsitul regiunii care va fi amplificata.

e Deoxinucleotidele, se ataseaza la capatul primerilor, pentru sinteza noii catene
ADN. Ampliconul va contine deoxiuridina in loc de deoxitimidina, deosebindu-se astfel
de ADNul nativ (Solcan s.a., 2012).

Primerii utilizati reprezintd o componenta esentiald a PCR, elementele importante
pentru construirea primerilor fiind: lungimea, temperatura de alipire (depinde de
temperatura de denaturare), gradul de omologie cu alte secvente decit cea doritd, gradul de
complementaritate dintre secventele primerilor, continutul G-C, secventele A, G sau T,C,
secventa de la capatul 3’(Somma s.a., 2006).

Pentru extractia ADN-ului au fost folosite tulpini cultivate pe mediul Baird-
Parker. Coloniile izolate obtinute au fost suspendate in 0,5 ml sau 1 ml de apa distilata
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Tulpinile bacteriene au fost inactivate prin caldura la 94°C timp de 20 de minute. ADN-ul
a fost extras prin soc termic (Heat Shock), cu treceri alternative timp de doud minute ntr-
o baie de apa la 100°C si gheatd. Dupa purificarea extractului, ADN-ul obtinut a fost lipsit
de proteine, nucleaze si alti contaminanti sau inhibitori.

Pentru a putea realiza amplificarea fragmentelor de ADN s-a utilizat mix-ul de la
BIO-RAD, 1Q Supermix, care este o modalitate convenabila de amplificare, datorita
reducerii riscului de contaminare si erorilor de pipetare.

Reactia de amplificare a avut loc in trei etape, prima dintre acestea desfasurandu-
se la 95°C, temperatura la care dublul helix al ADN-ului se desface. Intr-o prima faza
primul ciclu de denaturare a fost la 95°C, timp de 2 minute apoi 30 de cicluri de
amplificare ce constau Tn denaturare la 95°C timp de 30 secunde, dupd care a avut loc
hibridarea timp de 30 secunde la temperatura de 56 °C. Faza de elongare a avut loc la
72°C, timp de 1 minut si extensia finald la 72°C timp de 2 minute. Dupd terminarea
programului, probele au fost tinute la 4°C. Verificarea electroforetica a produsilor obtinuti
prin PCR-multiplex a fost realizata in gel de agaroza, metoda standard pentru Separarea,
purificarea si identificarea moleculelor de ADN, fiind o etapa obligatorie in orice protocol
de analiza a acizilor nucleici. Analizarea ampliconilor a fost facuta prin utilizarea agarozei
standard 1%, in tampon Tris-Acetat-EDTA (TAE) 1x.

Pentru vizualizarea ADN-ului amplificat, mixul pentru migrare a fost compus din
3 pl de marker (1000 pb Ladder, Promega) si cite 6 pl de amplicon din volumul total de
reactie de 50 pl, care au fost depusi intr-un gel de agaroza de 1% preparat cu tampon Tris-
Acetat-EDTA si 0,5 pg/ml™ bromura de etidium (BET). Migrarea prin electroforezi s-a
realizat cu o tensiune de 60V, timp de o ord. Benzile fluorescente rezultate au fost
vizualizate cu ajutorul unui transluminator GelDoc de la Biorad, iar imaginile au fost
prelucrate cu softwer-ul QuantiOne® 4.2.1.

Pentru caracterizarea genetica a izolatelor stafilococice, au fost efectuate testari pe
un numar de 76 tulpini de Staphylococcus spp.(Tabelul 5.2). Acestea au provenit de la 64
cazuri dermatite si 12 tulpini izolate din otite externe.

Tabelul 5.2./Table 5.2.
Provenienta si distributia tulpinilor de stafilococi testate prin PCR
The origin and distribution of staphylococcus tested strains

Nr.de Specie ‘ S. S. aureus Alti Manifestari
tulpini  caini pisici \ pseudintermedius ' stafilococi = cutanate \ otite
52 24 36 5 35 64 12
76 68,4% | 31,5% 47,3% 6,5% 46%

Am urmarit, utilizdnd primerii prezentati in tabelul 5.3, identificarea genelor ce codifica:
¢ Rezistenta la antibiotice: mecA, mup, fusB, FusC, fusD, mecC
¢ Rezistenta la antiseptice:smr, gacA/B
¢ Gene de virulenta:lukS, lukF, siet, SeCeanine , EXPA/B, pvl, spa
«¢ Proteine formatoare de biofilm: icaA, icaD, bap,
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Pentru extractia ADN, amestecul ( 2,3 colonii din cultura de 24h, suspensionate in
90 pl apa sterild cu 10ul lizostafind) a fost incubat la 37°C (10 minute) si supus socului
termic (95°C, 10 min.). Dupa addugarea de 400 pl apa sterild si vortexare, amestecul a fost
centrifugat la 10.000 rpm-3 minute. Suspensia de ADN din supranatant a fost apoi
separatd de sediment. Aceasta etapa, de extractiec a ADNului, a urmat protocolul prezentat
mai sus pentru toate genele urmadrite a fi identificate. Etapele ulterioare ale PCR au fost
individualizate in functie de specificatiile de identificare ale genei cautate (tabelul 5.3.—
Referinte). Vizualizarea s-a realizat la iluminatorul UVITEC.

Tabelul 5.3./Table 5.3.
Primeri utilizati pentru identificarea genelor studiate
Primers used to identify the genes sought

Annealing Dimensiune

Gene Primeri Referinte
temp. produs
lukS fw: 5°-TGTAAGCAGCAGAAAATGGGG-3’ 503 bp
rev: 5’-GCCCGATAGGACTTCTTACAA-3’ 57°C Futagawa,
lukF fw: 5°-CCTGTCTATGCCGCTAATCAA-3’ 572 bp 2004
rev: 5’-AGGTCATGGAAGCTATCTCGA-3’
siet fw:5’-ATGGAAAATTTAGCGGCATCTGG-3’ o
rev:5’-CCATTACTTTTCGCTTGTTGTGC-3’ S6°C 859 bp Lautz, 2006
S€Ccanine fw:5’-GGGAAGCTTGTAATTTTGATATTCGCACT-3’ 20°C 800 bp Edwards,
rev:5’- CCCGGATCCTATCAAAATCGGATTAACA -3’ 1997
expA fw: 5’- GCGCGTCCTTCTGATCCAGAACT-3’ 58°C 574 bp Walter,
rev: 5°- AACGTCCCCCTTTACCTACGTGAAT-3’ 2012
fusB fw: 5°- CCGTCAAAGTTATTCAATCG-3’ 50°C 492 bp
rev: 5°- ACAATGAATGCTATCTCGACA-3’
fusC fw: 5°- GGACTTTATTACATCGATTGAC-3’ 50°C 411 bp Chen,
rev: 5°- CTGTCATAACAAATGTAATCTCC-3’ 2010
fusD fw: 5°- AATTCGGTCAACGATCCC-3’ 57°C 465 bp
rev: 5’- GCCATCATTGCCAGTACG-3’
mupA 5’- TATATTATGCGATGGAAGGTTGG-3’ 57°C 458 bp Anthony,
5’- AATAAAATCAGCTGGAAAGTGTTG-3” 1999
smr fw: 5°- ATAAGTACTGAAGTTATTGGAAGT-3’ 48°C 285 bp
rev: 5 — TTCCGAAAATGTTTAACGAAACTA - 3’ Couto. 2008
gac A/IB  fw: 5’ - GCTGCATTTATGACAATGTTTG - 3° 40°C 628 bp ’
rev: 5 — AATCCCACCTACTAAAGCAG - 3’
icaA fw:5"- CCTAACTAACGA AAGGTAG -3 49°C 1315 bp Vasuvedan,
rev: 5’ - AAG ATATAGCGA TAAGTGC -3’ 2003
icaD fw:5"- AAA CGT AAG AGA GGT GG -3’ 49°C 381 bp
rev: 5’ - GGC AAT ATG ATC AAG ATAC -3’
spa fw: 5> - TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC- 3’ 59°C 180-600 bp
rev: 5°- CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT- 3”
mec A fw:5’- TCCAGATTACAACTTCACCAGG-3’ 59°C
rev 5°- CCACTTCATATCTTGTAAGG -3° 162 bp Eurlar, 2012
pvl fw 5’- CGTGGACAAAACTTCTTGGAATAT- 3’ 59°C 85bp
rev 5’- GATAGGACACCAATAAATTCTGGATTG- 3°
mecC fw 5’- GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC -3° 59°C 138bp

rev 5’-GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC -3’
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5.2. Rezultate si discutii

5.2.1. Identificarea genotipica a tulpinilor de S. aureus si S. pseudintermedius

Cercetarile privind identificarea moleculara a speciilor de Staphylococcus izolate
din piodermite la animale de companie, au fost efectuate pe tulpinile coagulazo-pozitive,
in numar de 83 tulpini de Staphylococcus spp. Cercetari similare, publicate in America
(Beca s.a., 2015), au evidentiat un procent de 65,2% tulpini de Staphylococcus spp.
coagulazo pozitive prezente in procese infectioase la nivel cutanat. Coagulaza, unul din
factorii de agresivitate stafilococicd, este o proteina care coaguleaza plasma, actiune prin
care se blocheaza accesul in exsudatul inflamator a leucocitelor si a factorilor bactericizi
din plasma extravazata. Aceste tulpini au provenit de la 60 de caini si 23 pisici. Au fost
identificate 36 tulpini S. aureus, 19 tulpini S. pseudintermedius, iar 28 de tulpini s-au
Tncadrat Tn alte specii de Staphylococcus spp.(fig.5.1.; fig.5.2.).

Specii de Staphylococcus spp. identificate prin PCR multiplex

43,58%

® Staphylococcus aureus

g 23,07% ® Staphylococcus
\\ pseudintermedius

B Alti stafilococi

Fig.5.1. Specii de Staphylococcus spp. identificate prin PCR Multiplex
Fig.5.1. Staphylococcusspp. PCR Multiplex identified

12 345 6738 0 1112 13: 14 151718 19 20
AESOELE (L% N RN R aEse gt e

2 -’v\l‘_'&
e Rl AT GRR TR D 3R

Fig.5.2. Electroforeza dupa PCR multiplex.Benzile: 1, 2, 4-12 = S. aureus; 2 = S. aureus (M+); 3=M - 13;
18-20 = S. pseudintermedius; 18 — S. pseudintermedius (M+).M+ = martor pozitiv M - = martor negativ
Fig.5.2. Electrophoresis after multiplex PCR. Bands: 1, 2, 4-12 = S. aureus; 2 = S. aureus (M +); 3=M - 13;
18-20 = S. pseudintermedius; 18 - S. pseudintermedius (M +) M + = positive control M = negative control
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Corelatiile clinice privind speciile de Staphylococcus spp. confirmate prin metoda
PCR Multiplex, au fost facute vis a vis de:

e Specia de animal de companie: ciine si pisica.

o Categorii de piodermatite: dermatite superficiale, profunde si otite; cu tabloul
clinic specific fiecareia (Tabelul 5.4.).

Tabelul 5.4./Table 5.4.
Prevalenta tulpinilor de Stafilococi pe specii de animale si afectiuni
The prevalence of Staphylococcus strains by animal species and affections

Tulpini
Stafilococi — — Dermatita Dermatita o .
Coagulazo- cani pIsici superficiala profunda Ofita externd
pozitive
83 60 23 33 37 13
71,79%  28,20% 39,75% 44,57% 14,91%

Tulpinile de Staphylococcus spp. recoltate de la cei 60 de caini, au fost
identificate dupa cum urmeaza: 15 tulpini de S. aureus, 19 tulpini de S. pseudintermedius,
iar 26 tulpini s-au Tncadrat Tn alte specii de Staphylococcus.

La cele 23 de pisici, s-au identificat: 21 tulpini de S. aureus, 2 tulpini alte specii
de Staphylococcus si zero tulpini de S. pseudintermedius (Tabelul 5.5.).

Tabelul 5.5./Table 5.5.
Ponderea speciilor de Staphylococcus spp. pe specii de animale de companie
Prevalence of Staphylococcus spp. by pets species

SPECIA Staphylococcus Staphylococcus Alte specii de
aureus% pseudintermedius% Staphylococcus %
CAINI 25,00 31,66 43,33
PISICI 91,30 0 8,69

In cazul piodermatitelor de suprafata si superficiale, au fost identificate 12 tulpini
de S.aureus, 9 tulpini de S. pseudintermedius si 12 tulpini din alte specii de
Staphylococcus. Dermatitele profunde au avut ca etiologie stafilococica: 14 tulpini de S.
aureus, 10 tulpini de S. pseudintermedius si 13 tulpini din alte specii.

In ceea ce priveste otitele, identificarea genetici a speciilor de
Staphylococcusspp.a fost urmatoarea: 10 tulpini S. aureus, 3 tulpini din alte specii si 0
tulpini de S. pseudintermedius (Fig.5.3.).
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76,92%

® S.aureus

36,36% 7
36,36% g 37,83% 35,13%

W S. pseudointermedius

B qlti stafilococi

0%

Dermatite superficiale dermatite profunde otite externe
Fig.5.3. Repartizarea procentuald a speciilor de Staphylococcus coagulazo-pozitivi pe categorii de de
piodermite si otite
Fig.5.3. Percentage distribution of coagulase-positive Staphylococcus spp. on categories of pyodermatitis and
otitis

5.2.2. Caracterizarea genotipica a izolatelor de S. aureus si S.

pseudintermedius
< ldentificarea unor gene de rezistenta la antibiotice: mecA, mup, fusB, fusC,
fusD, mecC

Acestea sunt o parte din genele ce codifica rezistenta la actiunea moleculelor de
antibiotice. Prezentam succint modul de actiune, pentru o mai bund intelegere a
mecanismelor de antibiorezistenta:

e MecA, mec C (mec ALGA251)- codifica proteina PBP 2A, care impiedica
legarea structurii inelare a antibioticelor beta-lactamice de transpeptidaza (enzima ce ajuta
la formarea peretelui celular bacterian); ca urmare, bacteria este capabila sa se replice in
mod normal. Aceste gene intra in categoria elementelor genetice mobile si reprezintd
singura cale cunoscuta de transfer genetic orizontal (Rossi CC., s.a., 2016).

e Mup — este gena ce codifica rezistenta la mupirocin si a fost testatd in contextul
in care acest antibiotic este utilizat pentru decolonizarea purtatorilor de stafilococi
meticilino-rezistenti. Sunt detectate pe plasmide, elemente mobile ce pot transmite
orizontal mup si implicit rezistenta la mupirocin (Rossi CC., s.a., 2016).

e FusB, FusC, FusD — Efectul antibacterian al acidului fusidic apare datorita
legarii acestuia de factorul de alungire EF-G, impiedicand eliberarea acestuia din ribozom,
blocand astfel sinteza proteinelor bacteriene. Rezistenta crescutd la acid fusidic este de
obicei cauzata de mutatii ale genei fusA , care codificd EF-G. Rezistenta la nivel scazut
este in general cauzatd de mecanismele orizontal transferabile fusB si fusC, care au un rol
protector putativ asupra EF-G. FusD este responsabil pentru rezistenta intrinseca la acid
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fusidic a S. saprophyticus. Modificarile in portiunea L6 a fusk, au de asemenea un rol in
rezistenta la acidul fusidic (Farrell DJ., s.a., 2011).

Rezultatele obtinute au fost in corelatie cu informatiile rezultate din anamneza.
Din totalul celor 76 de tulpini analizate, la 21 de tulpini a fost identificata cate o gena de
rezistentd din cele 6, patru tulpini “purtdnd” cite trei gene de rezistentd (mecA, mecC si
fusC). MecA a fost identificata la 15 tulpini: 7 S.aureus, 1 S.pseudintermedius, iar 7 tulpini
au facut parte din categoria alti stafilococi. Gena mup a fost identificata la 1 tulpina (alti
stafilococi) iar genele ce codifica rezistenta la acid fusidic a fost gasita la 9 tulpini, dintre
care 2 tulpini de S.pseudintermedius. Contrar altor studii (Chen HJ, s.a., 2010; Farrell DJ.,
s.a., 2011), in testdrile noastre am identificat gena fusD si la 2 tulpini de
S.pseudintermedius.

Raportarea rezultatelor la numarul de tulpini la care s-au identificat gene de
rezistenta la antibiotice (n=27), releva o prevalenta crescutd a mecA ce codifica meticilino-
rezistenta (tabelul 5.6.).

Tabelul 5.6./Table 5.6.
Repartitia procentuala a genelor de rezistenta la beta lactamice, mupirocin si acid
fusidic la total gene rezistente la antibiotice
Percentage distribution of beta lactam resistance, mupirocin and fusidic acid genes
to total antibiotic resistant genes

S. " . . Alti
pseudintermedius aureus stafilococi
fusB 0 0 0 0 2 8 2 7,4
fusC 0 0 0 0 3 12 3 11,1
fusD 2 8 0 0 2 8 4 14,8
mup 0 0 0 0 1 4 1 3,7
mecA 1 4 7 28 7 28 15 55,5
mecC 0 0 2 2 0 0 2 7.4

Prevalenta scdzutd a genelor de rezistentd la mupirocin si acid fusidic este
explicabild prin prisma faptului cd sunt doua antibiotice putin folosite in aria geografica de
provenientd a tulpinilor (pacientilor), respectiv judetul lasi si cele limitrofe (Vaslui,
Neamt, Suceava). Din anamneza luata proprietarilor, a rezultat ca nici un pacient nu a fost
tratat cu mupirocin si doar doi pacienti (un céine si o pisicd) au beneficiat de tratament
topic cu acid fusidic. Tn schimb, In aceeasi regiune, in intervalul recoltirii probelor,
tratamentul de prima intentie a constat in administrarea de amoxicilina potentata cu acid
clavulanic. Frecventa administrare a acestui antibiotic potentat cu un inhibitor de beta-
lactamazd, poate crea presiune pe selectia de tulpini rezistente la beta-lactamice. Acest
fapt, poate explica procentul de 55,5% a prezentei genei mecA obtinut in prezentul studiu,
fata de rezultatele obtinute n cazul celorlalte 2 antibiotice.
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7

¢ ldentificarea unor gene care codifici rezistenta la antiseptice: smr, gac A/B,
prin activarea pompelor de eflux.

Aceste gene sunt identificate pe cromozomi si/sau plasmide, fiind generatoare a
rezistentei naturale, intrinseci §i a celei dobéandite. Localizarea pe elemente genetice
mobile (plasmide sau transpozomi) permite raspandirea cu usuringd a genelor, chiar intre
specii indepartate. Prezenta acestor gene, ce codificd rezistenta la sarurile cuaternare de
amoniu din componenta dezinfectantelor si antisepticelor, este relevanta prin prisma
faptului ca a fost semnalat faptul ca exista o corelatie intre acest tip de rezistenta si
meticilino-rezistenta (Nakipoglu Y., s.a., 2012). Din cauza dublului caracter: hidrofil si
hidrofob a moleculelor de antibiotice, acestea sunt recunoscute cu usurintid de multe astfel
de pompe de eflux (SunJ.,, s.a., 2014).

Din cele 6 gene de rezistenta la antiseptice identificate, doua au fost smr iar patru
au fost gacA/B. Toate cele 6 gene au fost identificate la tulpini din grupul ,.alti
stafilococi”. O singura tulpind a prezentat gene de rezistentd la antiseptice (qacA-B) si 0
gena de rezistenta la antibiotice (mecA). Analiza statisticd a relevat o corelatic medie
(R=0,5), dar cu o 1naltd semnificatie statistica (p=0) a asocierii acestor doud gene cu fusC.

¢ Identificarea unor gene de virulenta: luk S, luk F, siet, SeCcanine, €XP, €XPB, pvl

o Luk S, Luk F-prezente la S. pseudintermedius codifica o leucotoxind, similar
PVL produsa de S. aureus (Futagawa S., s.a., 2009). Aceste leucocidine au efect citotoxic
prin crearea de pori in membrana celulelor tintd (Guillet V., s.a., 2004).

e PVL - exotoxind extrem de virulenta, caracteristica S. aureus, ce transforma
tesuturile gazda in nutrienti necesari cresterii si dezvoltarii bacteriene (Melles DC., s.a.,
2006)

o Siet, exp A, exp.B - sunt gene care codifica producerea unor toxine exfoliative;
prezenta siet fiind semnificativ statistic asociata cu infectiile cutanate (Ruzauskas M., s.a.,
2016).

e SeCcanine - sunt gene care codifica enterotoxicitatea stafilococilor, dar au fost
identificate si la tulpini de Staphylococcus izolate de la animale din diferite patologii,
avand capacitatea de a induce starea de voma si proliferarea celulelor T. Identificarea
acestor gene la tulpinile de S.pseudintermedius confirma potentialul lor enteropatogenic
(Garbacz K., s.a., 2013).

e Spa —codifica proteina A din peretele celular a S.aureus (prezentatid in
subcapitolul 1.3.)

Grupul genelor ce codifica diferiti factori de virulenta la Staphylococcus spp., a
cuprins 8 gene ce codifica leucotoxine necrolitice, toxine exfoliative, enterotoxine. Au fost
identificate 181 de gene 1n total lot de 76 tulpini stafilococice. Prevalenta cea mai mare a
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avut-o gena siet (23,2%), urmata de luklIS (21,5%),lukIF (20,9%) si spa(19,8%) (Tabelul
5.7).

Tabelul 5.7./Table 5.7.
Repartitia procentuali a genelor de virulenti pe 76 tulpini Staphylococcus spp.testate
The percentage distribution of virulence genes in the 76 strains of Staphylococcus

spp.tested
S. S. Staphylococcus
. . ) ()
Pseudintermedius aureus spp.

luk1S 35 46 0 0 4 5,2 39 21,5
lukIF 35 46 0 0 3 3,9 38 20,9
expA 4 5,2 1 1,3 3 3,9 7 3,8
expB 8 10,5 0 0 1 1,3 9 4,9
Siet 36 473 2 2,6 4 5,2 42 23,2
SeCeanine 0 0 0 0 1 1,3 1 05
Pvl 0 0 9 25 0 0 9 4,9
spa 0 0 36 100% 0 0 36 19,8

Procentul cel mai mare in ceea ce priveste prezenta genei Siet (23,2%) la S.
pseudintermedius este in concordantd cu studii similare ce au evidentiat prezenta masiva
atat la tulpinile izolate de la animale sdndtoase, cat si de la cele ce prezintd semne ale unei
infectii din care s-a izolat S. pseudintermedius (Bannoehr s.a., 2012; Lautz s.a., 2006).

Patogenitatea determinatd de prezenta siet a fost sugeratd experimental prin
injectareacu siet la caini, care au dezvoltat simptome similare cu cele observate in
piodermite: eritem, exfolieri, cruste (Terauchi s.a., 2003). Cu toate acestea, rolul pe care
aceasta gend il are in patogenitate este incd neclar, existand studii in care injectarea
intradermica a siet recombinant, la trei caini, nu a provocat nici o modificare clinica sau
histopatologica (Garbacz s.a., 2013). Alte doua gene expA si expB , care codifica prezenta
toxinei exfoliative, au fost detectate Tn procentaj de 8,7% ; comparativ cu alte specii, S.
pseudintermedius prezintd cea mai mare prevalentd a acestor gene (81,2 %). Efectul
exfoliativ a toxinei codatd de aceste doua gene, a fost demonstrata in vivo prin injectarea
n piele la céini, producénd vacuolizari finalizate cu eroziuni si bule (Iyori s.a., 2011).

Un procentaj ridicat a fost gasit la 1ukS si lukF; din totalul celor 36 de tulpini de S.
pseudintermedius, la 35 au fost identificate simultan cele doud gene ceea ce reprezinta
97,2%. Rezultatele au fost similare cu cele gasite pe loturi de tulpini din UK, Spania
(Dulman, 2016; Gomez, 2014). in ceea ce priveste gena SeCeanine, aceasta a fost confirmata
la 0 singura tulpina incadrata la alti stafilococi.

Analizand intregul grup al celor 8 gene de virulenta, s-a constatat ca din cele 76 de
tulpini, 17 tulpini au fost pozitive pentru 4 gene, iar 25 de tulpini au prezentat cate 3 gene
de virulenta.
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% Identificarea unor gene care codifica proteine formatoare de biofilm: icaA,
icaD, bap.

Formarea biofilmului are loc atunci cand microorganismele se ataseazd la o
suprafata.

Bacteriile secretd polimeri extracelulari care asigura o matrice structurala ce
faciliteazd aderenta la suprafete. Aceastd formd de rezistenta bacteriand duce la esecul
tratamentelor traditionale antimicrobiene, ceea ce reprezintd un risc major pentru sanatate
(Donlan RM., 2001).

e icaA, icaD, -apartin operonului ica, responsabile de productia de biofilm,
Genele ica sunt identificate in infectiile stafilococice, aparute in special in prezenta
cateterelor intravenoase (Arciola s.a., 2001).

o bap- se gdseste pe transpozom, ceea ce evidentiaza capacitatea de transfer
orizontal (Torno s.a., 2005).

Din grupul genelor ce codifica proteine formatoare de biofilm au fost confirmate
un total de 9 gene, o prevalentd mica in acest studiu (5,85%). Toate cele 9 gene au fost
identificate la alti stafilococi decat S.aureus sau S.pseudintermedius. Distributia
numarului de gene/tulpind a fost: 2 tulpini cu cate 2 gene (icaA si icaD) si 5 tulpini cu cate
o singura gena. De remarcat este faptul ca 5 din cele 7 tulpini ,,purtitoare” de gene ica, au
provenit din cazuri de otite externe cronice ( 3 de la pisici si 2 de la caini).

Corelatiile clinice au fost facute vis a vis de:

e Specia de animal de companie: cdine si pisica (tabelul 5.8.).

Tabelul 5.8./Table 5.8.
Repartitia tulpinilor de stafilococi analizate genotipic pe specii de animale si
afectiune
Distribution of strains of staphylococci analyzed genotypically by animal
species and affection

: - Specie
Tulpini Stafi i
ulpint Stattiococt Dermatita Otita externa
Caini Pisici
76 52 24 64 12
68,4% 31,5% 84,2% 15,7%

Tn prezentul studiu, cazurile cele mai numeroase au fost reprezentate de
piodermatite cu manifestare cutanata la caini.
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e Localizarea (cutanatd/ otite), cu tabloul clinic specific fiecareia si prevalenta
genelor pe cele 4 grupuri : A= rezistenta la antiseptice; R= rezistenta la antibiotice; V=
factori de virulenta; B= producerea de biofilm.

Analizand cele 4 mari categorii de gene (tabelul 5.9.) identificate la tulpini
provenite de la pacienti diagnosticati cu piodermita (64 cazuri), s-a constatat ca factorii de
virulenta au cel mai mare impact asupra mecanismului patogenic. S-a constatat ca la cele
40 de tulpini ,,purtatoare” de gene de virulentd s-au identificat nu mai putin de 179 de
gene. Au fost identificate 26 tulpini cu cate 4 gene de virulenta, 14 tulpini cu cate 3 gene
de virulenta si 1 tulpind cu o singurd gena ce codifica factori de virulenta. Se confirma
astfel, la nivel molecular, agresivitatea izolatelor de Staphylococcus spp. din piodermite.

Tabelul 5.9./Table 5.9.
Repartitia genelor identificate in piodermite cu localizare cutanata si otite
Distribution of genes identified in piodermatitis and otitis

Patologie B G G LE
cutanata G.A. G.R. (CAVA G.B.

Piodermita
(64 cazuri)

7 25 179 0

(01517
. 1 3 2 9
(12 cazuri)

*C.A./C.R./IC.V./C.B.= numir de cazuri care au prezentat gene din grupul A, V, R, sau B
** G.A/G.R./G.V./G.B.= numar de gene identificate din grupul A, V, R sau B

Prevalenta cazurilor de piodermitd la care s-au identificat gene ce codifica
rezistenta la betalactamice, mupirocin si acid fusidic a fost de 28,1%.

Numarul cazurilor ce au prezentat rezistenta la aceste antibiotice este mic pentru
mupirocin (1,39%) si de 13,15% pentru acid fusidic, explicabil prin faptul ca sunt
antibiotice utilizate foarte rar sau deloc de catre clinicienii din zona geografica de unde au
provenit cazurile. Comparativ cu acestea, rezistenta la betalactamice a fost identificata in
proportie de 51,76%, (clasa peniciline) fapt iarasi explicabil, in zona Moldovei tratamentul
de prima intentie constand, in general, in amoxicilind potentata cu acid clavulanic
(56,36%). Utilizarea acestui inhibitor (acidul clavulanic) de betalactamaza pe termen lung
intr-un areal geografic, a creat o presiune pe selectia de tulpini rezistente la betalactamice.

Testarile fenotipice, realizate pe un lot de 85 tulpini, au identificat un procent de
11,76% rezistenta la acid fusidic, respectiv 23,52% rezistenta la oxacilina (tabelul 5.10.).

Tabelul 5.10./Table 5.10.
Rezistenta la oxacilina si acid fusidic, identificate prin metode fenotipice si PCR
Fusidic acid and oxacillin resistance, identified by phenotypic methods and PCR
REZISTENTA FENOTIPIC GENOTIPIC

OXACILINA 23,5% 19,7%
ACID FUSIDIC 11,76% 13,1%
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Tn cazul ofitelor, s-a constatat un procent de rezistentd la antibioticele urmarite
mai mic decat in infectiile cutanate, in schimb au fost identificate in 7 cazuri gene ce
codifica formarea de biofilm. Acestea au fost identificate 100%, la tulpini din grupul alti
stafilococi.

Este posibil ca acest lucru sa fi fost un factor de intretinere a otitei, toate cele 7
cazuri fiind cronice, cu perioade de acutizare. Pe de altd parte, nu putem evalua cu
certitudine acest lucru intrucat, toate cazurile au fost diagnosticate cu infectie
polibacteriana (asociere cu Pseudomonas spp., E.Coli, Proteus) si/sau Malassezia spp.

5.3. Analiza statistica

Analiza statistica a datelor a fost realizata cu ajutorul softului SPSS IBM vs. 17.

Pentru testarea normalitatii au fost folosite testele Kurtosis si Skweness. Dupa
testarea normalitatii grupurile au fost comparate cu testele Mann — Whitney U si Kruskal
Wallis.

Pragul de semnificatie statistica a fost stabilit la 0,05. Studiile privind existenta
corelatiilor Intre variabilele urmarite au fost realizate cu testul Spearman, cu acelasi prag
de semnificatie statistica.

Cele mai puternice corelatii (R>0,9) cu inalta semnificatie statistica (p<0,01), au
fost reprezentate de prezenta si asocierea concomitenta a genelor lUKS, lUKF, expA, expB,
siet, la izolatele de S. pseudintermedius, reprezentdnd un puternic complex de virulenta-
agresivitate ce confera patogenitate respectivelor izolate (fig.5.4.).
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Fig.5..4. Distributia genelor de virulenta in lotul de Staphylococcus spp.
Fig.5..4. Distribution of virulence genes at Staphylococcus spp
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Corelatii puternice (R> 0,7), cu 1nalta semnificatie statisticd (p<0,01)au fost
identificate in ceea ce priveste implicarea S. pseudintermedius Tn piodermite cu
manifestare cutanatd. Corelatii medii (0,3<R<0,5) si slabe (R<0,3), dar cu inalta
semnificatie statistica au fost identificate in ceea ce priveste prezenta genelor ce codifica
producerea de biofilm la izolatele din otite (fig.5.5.), precum si prezenta concomitenta a
celor doud gene testate, icad si icaD; asocierea genelor ce codificd rezistenta la acid
fusidic, cu cele ce codifici rezistenta la sdruri cuaternare de anoniu.
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Fig.5.5.Distributia productiei de biofilm n otite
Fig.5.5.Distribution of biofilm production in otitis

In grupul genelor ce codifica rezistenta la oxacilina (betalactamic), mupirocin si

acid fusidic, 3 tulpini au prezentat cate 2 gene de rezistenta, iar 20 de tulpini au prezentat
cate o gena de rezistenta. Distributia pe patologii este reprezentata in fig.5.6.
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Fig.5.6.Distributia rezistentei la antibiotice/patologii
Fig.5.6.Distribution of resistance to antibiotics/pathologies

5.4. Concluzii partiale

1. Identificarea genotipica a aratat ca in cazul piodermatitelor si otitelor,
prevalenta S. aureus a fost de 43,58%; S. pseudintemedius 23,07%; iar 33,33% s-au
Tncadrat in alte specii de Staphylococcus.

2. Tulpinile, provenite de la 60 de caini i 23 pisici, au fost identificate in
proportie de: 31,66% S. pseudintemedius si 25% S. aureus la céini; respectiv 91,30% S.
aureus si 0% S. pseudintemedius la pisici.

3. Corelarea rezultatelor partiale obtinute, pe categorii de dermatite luate in
studiu au evidentiat principalul agent etiologic ca fiind S. aureus in urmétoarele procente:
76,92% 1n otite; 36,36% in dermatite superficiale si 37,83% in dermatitele profunde.

4. Tn cazul dermatitelor superficiale a fost identificata implicarea etiopatologica
in egala masurd a S. aureus cu alte specii de Staphylococcus (36,36%).

5. Studiile de biologie molecula au confirmat prezenta S.pseudintermedius. ca
principal agent etiologic in dermatite bacteriene cutanate la céine (p<0,01).

6. Cercetarile au confirmat, la nivel genetic, prezenta genei mecA si mecC ce
codificd meticilino-rezistenta in procent de 60, raportat la numadrut total de gene ce
codifica rezistenta la antibiotice.
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7. Genele ce codifica rezistenta la mupirocin si acid fusidic au fost identificate
intr-un procentaj relativ mic, corelat cu utilizarea in practica veterinard a acestor
antibiotice, fapt ce le recomanda in tratamentul bacteriozelor cutanate la ciine si pisica.

8. Interpretarea statisticd a relevat prezenta concomitentd la aceleasi izolate a
cite 3 si 4 determinanti ai factorilor de virulentd (p<0,01), indicand tulpini cu un inalt
potential patogen, in ambele manifestari clinice luate in studiu.

9. Genele ce codifica rezistenta la sdruri cuaternare de amoniu au fost
identificate la tulpini din grupul alti stafilococi..

10. La izolatele stafilococice din otite, s-au depistat gene care codifica
producerea de biofilm (p<0,01), ceea ce poate fi pus in legatura, la cazurile luate in studiu,
cu caracterul cronic al acestora.
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CAPITOLUL 6. INITIEREA TERAPIEI ETIOTROPE TN
STAFILOCOCII LA CAINE SI PISICA SI POSIBILITATI iN
UTILIZAREA UNOR NOI COMPUSI ANTIBACTERIENI

CHAPTER 6. INITIATION OF ETIOTROPIC THERAPY IN
STAPHYLOCOCCI IN DOGS AND CATS, AND PERSPECTIVES IN
USING NEW ANTIBACTERIAL COMPOUNDS

6.1. Materiale si metode

e Testarea in vitro a fenomenului de antibiorezistenta a Staphylococcus spp.(85
tulpini) a fost concretizatd prin realizarea a 255 antibiograme, utilizdnd urmatoarele
antibiotice (microcomprimate): gentamicina (10ug), kanamicina (30ug), neomicina
(30ug), streptomicina (300pug), norfloxacin (10ug), enrofloxacin (10ug), marbofloxacin
(5pg), ampicilina  (10pg), amoxicilina (30pg), oxacilina (1pg), amoxicilina+acid
clavulanic (20-10ug), vancomicina (30pg), bacitracina (10ug), polimixinaB(300ug),
rifampicina (5ug), trimetroprim+sulfodiazina (1,25/23,75ug), eritromicina (15ug),
clindamicina (2ug), tetraciclina (30ug), doxiciclina (30ug), linezolid (30ug),
cloramfenicol (30ug), cefoxitin (30ug), acid fusidic (10pg ), fosfomicina (200ug).
Antibiogramele au fost efectuate dupa metoda Kirby-Bauer cu interpretare dupa
standardul CLSI (CLSI 2014).

e Prin initiativa Centrului European de Prevenire a Bolilor, a fost creata o termi-
nologie standardizata la nivel international prin care sa fie descrisa profilurile de rezistenta
dobandite de mai multe bacterii, printre care si S.aureus. Listele cu clasele de antibiotice
propuse pentru testarea profilului de rezistentd au fost create si puse la dispozitie de
Institutul Clinic de Standarde de Laborator (CLSI), Comitetul European pentru Testarea
Sensibilitatii Antimicroniene (EUCAST) si Food and Drug Administration (FDA) din
Statele Unite ale Americii.

Definitiile pentru MDR, XDR si PDR, conform forurilor mentionate mai sus sunt:

MDR - izolate rezistente la cel putin un agent antimicrobian din cel putin trei
clase de antibiotice.

XDR - a fost definit ca rezistenta la cel putin un agent din toate clasele, cu
exceptia a cel mult doua clase la care prezinta sensibilitate totala.

PDR - sunt acele izolate rezistente pentru toti agentii, din toate clasele de
antibiotice.
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Urmarind aceste definitii subliniem ca; toate izolatele MRSA sunt considerate din
start MDR, intrucat rezistenta la oxacilina/cefoxitin, induce rezistenta la toate beta
lactamicele existente. Similar, rezistenta la clindamicina, este raportatd ca rezistentd la
toate lincosamidele (lincomicina) si macrolidele (clindamicina, spiramicina,
claritromicina, azitromicina, roxitromicina) , izolatele fiind Tncadrate MDR.

Clasele de antibiotice si agentii antimicrobieni testati pentru incadrarea MDR,
XDR si PDR sunt prezentati in tabelul 6.1.

Lista claselor si agentilor antimicrobieni utilizati este orientativa, reprezentand
doar un ghid, ea poate fi adaptata si trebuie completata , pe masura ce noi substante devin
disponibile pentru terapie (Magiorakos s.a., 2012). In cercetirile noastre, am adaptat unele
antibiotice cu cele utilizate Tn zona geografica inclusa in studiu.

Tabelul6.1./Table 6.1.
Antibioticele utilizate pentru incadrarea tulpinilor de Staphylococcus spp.
in MDR, XDR, PDR
Antibiotics for assigning Staphylococcus spp.in MDR, XDR, PDR

CLASA ANTIBIOTIC AGENT ANTIMICROBIAN
Gentimicina
AMINOGLICOZIDE Kanam'lc'lna
Neomicina
Streptomicina
Norfloxacin
QUINOLONE Enrofloxacin
Marbofloxacin
Ampicilina
PENICILINE AmOX|_c!I|na
Oxacilina
Amoxi.+ acid clavulanic
Vancomicina
POLIPEPTIDICE Bacitracina
Polimixina B
RIFAMICINE Rifampicina
DIAMINOPIRIDIMINA+SULFONAMIDA Trimetroprim+sulfodiazina
MACROLIDE Er_ltroml_cl_na
Clindamicina
Tetraciclina
TETRACICLINE Doxiciclina
Linezolid
CLORAMFENICOLI Cloramfenicol
CEFALOSPORINE Cefoxitin
Acid fusidic
ALTE STRUCTURI —
Fosfomicina
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e Testarea in vitro a efectului antibacterian al apei incarcate cu plasma rece
(PAW) a fost realizata dupa un algoritm propus de echipa lui Hnatiuc si colaboratorii sai,
bazat pe un sistem multielectrod, folosind un tip de reactor electrochimic GlidArc
(Ursache s.a., 2014). Efectul antibacterian al PAW a fost testat pe un numar de 38 de
tulpini de stafilococi. Tulpinile au fost izolate din colectiile purulente de la subiecti
diagnosticati cu foliculita, furunculoza, acnee juvenild, abcese, otita externd. Identificarea
fenotipicd pe baza caracteristicilor culturale si biochimice ale tulpinilor de stafilococi a
aratat ca din cele 38 de tulpini, 27 au fost S. aureus si 11 tulpini non-S. aureus.
Patogenicitatea a fost testatd prin efectuarea coagularii plasmei de iepure citrat (BioRad).
Ca martor pozitiv s-a utilizat tulpina de S. aureus ATCC 25923. Cele 38 tulpini au fost
identificate ca fiind coagulazo-pozitive, la 23 dintre ele coagularea avand loc Tn 30 de
minute si la 15 tulpini,in 24 de ore.

Un inocul echivalent cu standardul 3 McFarland (aproximativ 109 celule / ml) a
fost obtinut din cultura bacteriand, incubat la 35 ° C £ 1 ° C timp de 24 de ore in conditii
de aerobioza. Concentratia bacteriald initiala a fost evaluatd cu exactitate prin metoda
dilutiilor in serie, pana la 107, in duplicate. Pentru ultimele doua dilutii, respectiv 10 si
respectiv 107, o cantitate echivalenti de 100 pl a fost descarcata in plici Petri cu Agar si
distribuita uniform folosind granule de sticla sterile. Placile au fost incubate la 35 ° C + 1
° C, in conditii de aerobioza timp de 24 de ore, dupa care CFU/ml au fost calculate
folosind urmatoarea formula: CFU / ml = X (n - d) / N, unde "n" este numarul de colonii
numarate pe placa Petri; "D" este factorul de dilutie, "N" este numarul de pléci Petri luate
n considerare pentru fiecare dilutie. CFU-ul initial determinat in acest mod a fost utilizat
drept control pentru calcularea reductiilor.

Pentru fiecare tulpina, 90 ml PAW au fost puse in contact cu 10 ml din inoculul
initial. La momente diferite de contact, respectiv, 3, 5, 7 si respectiv 10 minute, volumele
cunoscute ale amestecului (0,1 si 1,0 ml) au fost distribuite pe placi Petri cu agar mediu
Baird-Parker. Cate 0,1 ml au fost distribuiti uniform pe suprafata mediului folosind sfere
de sticla sterile, iar 1,0 ml a fost plasat pe placa Petri, peste care s-a turnat mediul topit si
racit la 45° C, incubate la 35 ° C £ 1 ° C timp de 24 de ore in conditii aerobe. Dupa
expirarea perioadei de incubare, CFU / ml a fost calculat din nou. Reducerea incarcaturii
bacteriene a fost calculata ca log [(CFU / ml inainte de tratament) / (CFU / ml dupa
tratament)].

6.2. Rezultate si discutii

6.2.1. Studii in vitro privind fenomenul de antibiorezistentd a tulpinilor de
Staphylococcus spp. izolate din piodermite

Stabilirea profilului de sensibilitate/rezistenta la antibiotice este esentiala pentru
alegerea adecvata a tratamentului de prima intentie. Acest lucru se impune cu atat mai
mult cu cat, de multe ori, din motive obiective (lipsa unui laborator de microbiologie n
proximitatea cabinetului veterinar) sau subiective (ce tin de proprietar) antibioterapia de
prima intentie nu este urmatd de examen bacteriologic si antibiograma. Este unul din
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motivele dezvoltarii antibiorezistentei, fapt ce Tngreuneaza efortul clinicienilor de a trata
piodermitele la animalele de companie.

O alternativa terapeutica este conceptul de “rotire” a antibioticelor pentru a se
incerca reducerea presiunii de selectie a tulpinilor rezistente si prelungirea duratei de
actiune a compusilor. Practic, acest lucru implica Tnlocuirea periodica a antibioticelor de
prima intentie cu alte clase de compusi (Masterton, 2005). Aceasta este o solutie doar
temporara atata timp cét tulpinile ce au selectat deja un anumit tip de rezistenta nu dispar
din populatia rezidenta. Tulpinile problema (sau genele r) vor fi rapid reselectate la
reintroducerea antibioticului respectiv (Bergstrom, 2004). Sensul de “rotire” a
antibioticelor sau chiar a claselor de antibiotice va trebui stabilit printr-un efort
interdisciplinar: clinician—microbiolog, Th a selectiona si testa antibiorezistenta tulpinilor
implicate Tntr-o anumita patologie; Tn cazul prezentului studiu, in piodermite/stafilococii la
animale de companie.

Exista la nivel mondial preocupari privind prelungirea “vietii” unui antibiotic, prin
dezvoltarea unor instrumente conceptuale si metodologice care sa ofere un tip de predictie
privind aparitia rezistentei la un antibiotic, chiar inainte de introducerea lui in clinica
(Martinez s.a., 2007).

Testarile au fost realizate pe un lot de 85 tulpini de Staphylococcus spp. provenite
de la 61caini si 24pisici cu piodermitasi otita externa. Din anamnezid a reiesit ca 55
pacienti (64,7%) au beneficiat de antibioterapie anterior recoltdrii de probe pentru
examenul bacteriologic si antibiograma; 9 proprietari (10,5%) au declarat ca nu au
administrat antibiotic, iar pentru 21 de cazuri (24,7%), aceasta informatie a fost
inexistenta. Incadrarea fenotipica a tulpinilor, a fost prezentati in subcapitolul 4.2.2.
(fig.4.34.).

Fenomenul cu un impact important asupra antibioticelor betalactamice, este
aparitia i evolutia MRSA (fig.6.1.).
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Fig.6.1. Aparitia si evolutia MRSA (dupa Chambers s.a., 2009)
Fig. 6.1. The emergence and evolution of MRSA (after Chambers s.a., 2009)
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Analizand tulpinile de S.aureus si testind rezistenta la principalele beta
lactamicele folosite Tn practica veterinara, s-a constatat ca aceasta rezistenta a fost
aproape dublata de existentd in lotul analizat a MRSA (tabelul 6.2, fig.6.2.). Din totalul
celor 85 de probe de la care s-au identificat Staphylococcus spp., 34 de tulpini au fost
confirmate ca apartinand speciei S.aureus (40%).

Sensibilitatea celor 34 tulpini de S. aureus la cele 4 betalactamice testate, a scos n
evidenta faptul ca: 11 tulpini (32,3%) au prezentat rezistenta la toate antibioticele, 9
tulpini (26,4%) la 3 antibiotice; 5 tulpini (14,7%) au fost rezistente la 2 betalactamice, iar
1 tulpina (2,9%) a prezentat rezistenta doar la amoxicilina.

Testarile efectuate au demonstrat ca, rezistenta S. aureus la AMC, AMX si AML a
fost prezenta in procente de 58,8; 70,5, respective 58,8. Deasemenea au fost identificate
11 tulpini MRSA, reprezentand 32,3% din totalul tulpinilor de S. aureus identificate. La
numarul de tulpini rezistente la fiecare din cele 3 betalactamice, precizate mai sus, se
adauga céate doua tulpini cu rezistenta indusa de oxacilina deoarece, conform CLSI,
EUCAST, BSAC, tulpinile de S.aureus meticilino-rezistente sunt raportate ca fiind
rezistente la toate beta lactamicele, indiferent de rezultatul in vitro pentru acesti compusi
(tabelul 6.3.). Astfel procentele de rezistenta pentru cele 3 betalactamice au crescut cu
5,8%:; rezultatele finale fiind cele din tabelul 6.2.

Tabelul 6.2./Table 6.2.
Repartitia MRSA si rezistenta la betalactamice
MRSA and betalactam resistance distribution
85 TULPINI STAPHYLOCOCCUS SPP.
34 STAPHYLOCOCCUS AUREUS
Rezistenta la Beta Lactamice

- Amoxicilin+ - -
MRSA(Oxacilin) Acid clavulanic Amoxacilin Ampicilin
ini+ ini+ ini+
11 tulpini 20 Ful_plnl 24 'Ful_pml 20 'Ful_pml
2 tulpini MRSA 2 tulpini MRSA 2 tulpini MRSA
32,3% 64,7% 76,4% 64,7%

Analiza si corelarea rezultatelor obtinute Tn urma testarii sensibilitatii (tabelul 6.4)
cu procesul patologic din care au fost recoltate probele, a aratat ca tulpinile cu rezistenta la
toate cele 4 betalactamice au provenit din dermatite (7)si otite (4); tulpinile rezistente la 3
betalactamice au fost recoltate din dermatite (7)si otite (2). Tn cazul tulpinilor rezistente la
2 betalactamice, raportul Intre dermatite — otite, este aproximativ echilibrat 2/3; iar singura
tulpina rezistenta doar la un singur betalactam, a provenit dintr-o dermatita. S-a constatat
ca cele mai rezistente tulpini au provenit din dermatite superficiale si/sau profunde, o
posibila explicatie fiind aceea ca prezentarea pentru examenul microbiologic, a fost facuta
dupa instituirea tratamentelor de prima intentie (uneori n cure repetate) Tn 60% din cazuri
cu amoxicilina+acid clavulanic si/sau ampicilind/amoxicilina. Tn cazul otitelor, desi
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tulpinile par mai sensibile la betalactamice, pacientilor le-au fost recoltate probele dupa
tratamente topice de prima intentie (40%) cu produsele din cele existente pe piata (cel
putin in zona luata in studiu) ce contin Tn marea lor majoritate antibiotice din clasa
aminoglicozidelor (neomicina, gentamicina) si polipeptidice (polimixin B).

Un alt aspect remarcat este acela ca, in cazul a 10 din cele 11 tulpini MRSA,
pacientii au fost tratati cu amoxicilina+ acid clavulanic, fapt ce poate crea o presiune in
selectarea tulpinilor meticilino-rezistente (Worthington s.a.,, 2013).

La ora actuala in lume, din cauza fenomenului de meticilino-rezistenta,
antibioticele mentionate mai sus nu reprezinta 0 optiune de tratament de prima intentie.
Prima generatie de cefalosporine (cefazolin, cephalothin si cephalexin), clindamicina,
lincomicina si eritromcina sunt recomandate pentru infectiile cutanate cu MRSA (Rayner
s.a.,2005).
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Rezultatele testarii tulpinilor de Staphylococcus spp. la cele 11 clase de antibiotice
sunt prezentate n tabelul 6.5.

Tabelul.6.5./Table 6.5.
Profilul de rezistenta a tulpinilor de Staphylococcus spp. la
antibioticele testate
The resistance profile of Staphylococcus spp. to the antibiotics tested

J % REZISTENTA/
0,
CLASA ANTIBIOTIC % REZISTENTA CLASA
Gentamicina 47
Kanamicina 31,76
AMINOGLICOZIDE 27,93
Neomicina 51,76
Streptomicina 23,52
Norfloxacin 4,7
QUINOLONE Enrofloxacin 1,17 5,09
Marbofloxacin 9,4
Ampicilina 65,88
Amoxicilina 57,64
PENICILINE Amoxicilind+ 51,76
. . 60
Acid clavulanic
Oxacilina 23,52
Vancomicind 5,88
POLIPEPTIDICE Bacitracina 82,35 48,62
Polimixind B 57,64
RIFAMICINE Rifampicina 1,17 1,17
DIAMINOPIRIDIMINA Trimetroprim+ 94 94
+SULFONAMIDA Sulfodiazina ' '
Eritromicina 43,52
MACROLIDE 32,93
Clindamicina 22,35
Tetraciclina 45,88
TETRACICLINE Doxiciclina 40 38,03
Linezolid 28,23
CLORAMFENICOLI Cloramfenicol 58 58
CEFALOSPORINE Cefoxitin 34,11 34,11
P - Acid Fusidic 11,76 882
SIS Fosfomicind 5,88 '
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S-a constatat ca, primele trei clase de antibiotice la care tulpinile testate au
prezentat cele mai mari procente de rezistenta au fost penicilinele, urmate de polipeptidice
si tetracicline. Rezultatele sunt in corelatie cu cele mai utilizate antibiotice ce se regasesc
in produsele cu utilizare topica dar §i cu antibioticele de prima intentie utilizate in zona
din care au provenit cazurile. Clasele de antibiotice la care, tulpinile testate au avut un
procent mare de sensibilitate s-au dovedit a fi: rifamicinele, quinolonele si cloramfenicolii.
Un aspect interesant consideram ca este rezistenta la acid fusidic (11,76%) — depistata
fenotipic si confirmatd genotipic (13,1%), in conditiile In care din anamneza efectuatd a
reiesit faptul ca nici unul dintre pacienti nu a fost tratat cu acest antibiotic. Acest aspect
poate fi 0 confirmare a circulatiei tulpinilor in natura sau poate fi vorba despre o eventuala
rezistenta incrucisatd (O’Neill s.a., 2002).

O alta forma de rezistenta identificata in studiul nostru a fost rezistenta inductibila
la clindamicina la 13 tulpini testate (15,29%). Astfel de tulpini sunt raportate ca rezistente
la toate lincosamidele si macrolidele, fiind tulpini posesoare a genei de rezistenta erm
(Andrews s.a., 2011; Lewis s.a., 2005) (fig.6.2.).

Clindamicina

Fig.6.2. “forma D” intre microcomprimatele de eritromicina
si clindamicina
Fig.6.2. ,,.D form” between erythromycin and clindamycin discs

Relevant pentru datele prezentate Tn tabelul 6.5. sunt informatiile obtinute prin
anamnezad privind tratamentele de primd intentie sau cele facute chiar In urma unui
diagnostic microbiologic, anterior intrarii in studiul nostru. S-a constatat ca in peste 70%
din cazurile tratate anterior, terapia a constat fie in asocieri de 2 antibiotice, fie Tn cure
repetate de 2, 3 antibiotice. Antibioticul cel mai administrat a fost AMC (56,36%).
Prezentam in tabelul 6.6. procentele pentru fiecare antibiotic administrat in piodermite si
otite.
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Tabelul 6.6./Table 6.6.

Antibiotice utilizate Tn terapia piodermitelor si otitelor la céini si pisici
Antibiotics used in pyodermaand otitis therapy, in dogs and cats

Antibiotic Amc AX Fox
Nr.cazuri 31 14 9 7 6 6 5 5 4 3 2 1 1 1
% 56,3 25,4 16,3 12,7 109 10,9 9,0 90 72 54 36 18 18 1,8

Compararea rezultatelor obtinute in prezentul studiu cu date din literatura de
specialitate este dificild, intrucét nu au fost gasite studii recente referitoare strict la profilul
de sensibilitate la AMC, AMX si AML a tulpinilor de S.aureus izolate din piodermite cu
localizare cutanata si otite.

Solcan (Solcan, 1998) a prezentat rezultate cu privire la profilul de sensibilitate la
13 antibiotice, a tulpinilor de Staphylococcus spp.izolate din piodermite la carnivore de
companie. Luand ca punct de referinta rezultatele obtinute Tn 1998, prezentam comparativ
rezistenta relevatd de studiul nostru (tabelul 6.7.). Dinamica evolutiei antibiorezistentei
este prezentatd n fig.6.3.

Tabelul 6.7./Table 6.7.
Antibiorezistenta la Staphylococcus spp.izolat din piodermite la carnivore de

companie
Antibiotic resistance of Staphylococcus spp.isolated from pyoderma to pet carnivores
REZISTENTA %
(ﬁélgifi??gz;) Perioada luata in studiu
2013-2017
0 57,64
0 60
20 65,88
20 8235
0 58
133 252
133 3176
0 51,76
[ Owaim | 0 23,52
0 57.64
4 23,52
67 45,88
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Fig.6.3. Dinamica antibiorezistentei izolatelor de Staphylococcus spp. din piodermite in perioada 1998-2017
Fig.6.3. Dynamics of antibioresistance in a bacterial isolates of Staphylococcus spp. pyoderma
during 1998-2017

6.2.2. incadrarea MDR, XDR si PDR a tulpinilor de S. aureus si S.
pseudintermedius

Testarea profilului de sensibilitate/rezistenta la cele 11 clase de antibiotice a
demonstrat faptul ca, din cele 85 tulpini de Staphylococcus spp. provenite din piodermite
la animale de companie (ciini si pisici), 22 de tulpini au prezentat sensibilitate la toate
clasele testate (cu rezistenta la cel mult un antibiotic din cel mult 2 clase) (tabelul 6.8.).
Conform definitiilor prezentate in subcapitolul 6.1., 61 tulpini pot fi incadrate MDR,
prezentand rezistentd la cel putin un agent antimicrobian din cel putin trei clase de
antibiotic; iar 2 tulpini au prezentat rezistenta la cel putin un antibiotic din toate clasele
(mai putin doua), Tncadréndu-se XDR. Nu a fost detectata nici o tulpina PDR (Fig.6.4.)

Incadrarea MDR, XDR, PDR a tulpinilor de Staphylococccus
spp. izolate din piodermite

_»’/'

22 (25,88%)

" SENSIBILE

®XDR
61 (71,76%7‘\\\' 2(2,35%) " MDR

Fig. 6.4. Tncadrarea MDR, XDR, PDR a tulpinilor de Staphylococcus spp. izolate din
piodermite si otite externe
Fig.6.4. MDR, XDR, PDR framing of Staphylococcus spp. isolates from pyodermas and external otitis

Un studiu realizat pe tulpini de stafilococi izolate din diferite zone de portaj la
cdine, a aratat ca prevalenta tulpinilor MDR este mai mare la céinii bolnavi (54,01%),
comparativ cu cei sanatosi (35,7%) (Garbacz, 2013).
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Tabelul 6.8./Table 6.8.
Profilul de sensibilitate a tulpinilor de Staphylococcus spp., la 11 clase de antibiotice si
incadrarea MDR, XDR, PDR
Strains sensitivity profile of Staphylococcus spp. in 11 classes of antibiotics, and framing
MDR, XDR, PDR.

Clasa antibiotic

Nr.proba

A

[oe]

D

E

F

G

| J K

1. MDR

*%

2. MDR

**

3. MDR

*

4

*%

MDR

**

**

MDR

**%

MDR

**

MDR

*%

©l @ N9

. MDR

**

SOk k| k| K| X[ X[ *| *

**

**

10. MDR

**%

11. MDR

**

**

**

12. XDR

k| k| | *

*%

**%

**%

13. MDR

14. MDR

| %[ *| *

**%

**%

15.

16.

17.

18.

19. MDR

20.

21.

22. MDR

**

**

23.MDR

*%

*%

24. MDR

**

*| | k| k| #| #

**

25.

26. MDR

**

**

27. MDR

**

*%

28. MDR

**

**

29. MDR

30. MDR

31. MDR

*%

32. MDR

SOk k| k| k| ¥| ¥

[k k| k| k| ¥| ¥

33. MDR

*
*

34. MDR

**

*
*

**

35. MDR

**

**%

36. MDR

37. MDR

**

38. MDR

**

**

39.

40.

41.

42.

43.

$[ook| k| k| K| K| X[ k| *
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Continuare tabel 6.8./Continue of table 6.8.

Clasa antibiotic A B c D E E G H | J K
Nr.proba
44. MDR * * * * *
45. MDR *x * * RO R | * *
46. MDR * * ** **
47. MDR *ok e * ** ** *
48. MDR *x * il el * >
49. MDR ** * ** *
50. MDR *x * il el >
51. MDR o * > * *
52. MDR * * *
53. MDR * * > *
54 * **
55. MDR *k * * * x> *
56. MDR * * * *
57. MDR *k * * * * *
58. MDR * * *
59. *
60. *
61. *
62.MDR o * * * * *
63.MDR *k * * * * *
64.MDR *x | * *
65.MDR * * > *
66.MDR * * ** * e
67.
68.
69.MDR * * x> *
70. *
71.MDR * * * x> *
72.MDR * * ** * **
73.XDR o * e * * * *
74.MDR * * * *x *
75.MDR * * *
76.MDR * * *
77.MDR * *
78.MDR * *
79.MDR * * *
80.MDR * * *
81 * *
82.MDR * * * *x **
83.MDR * * * i el *
84. * *
85.MDR * * *

*izolate resistente la unele din antibiotice, dar nu la toate;

**jzolate rezistente la toate antibioticele din clasa

A=Peniciline, B=Polipeptidice, C=Tetracicline, D=Cefalosporine, E=Macrolide, F=Aminoglicozide,
G=Diaminopiridimina+Sulfonamida, H=Alte structuri,I=Cloramfenicoli, J=Quinolone, Rifamicine.
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6.2.3. Testarea in vitro a efectului antibacterian al apei incircate cu plasma
rece (PAW), posibilitati terapeutice

Utilizarea PAW 1in dermatologie reprezintd o solutie viabila vis a vis de
mecanismele de rezistentd la antiseptice si dezinfectanti. Mecanismele adaptive si
rezistenta bacteriilor la antiseptice si dezinfectanti sunt cunoscute, rezistenta fiind o
proprietate naturald (intrinsecd) sau o proprietate dobanditd datoritd mutatiei sau achizitiei
de plasmide (ADN auto-replicare si extracromozomal) sau transpozonilor (transpozoni
cromozomi sau plasmide de integrare ) (McDonnel s.a., 1999; Grundmann s.a., 2006). In
lupta globala cu infectiile cutanate stafilococice, un caz special este reprezentat de
stafilococul rezistent la meticilina considerat o amenintare globald. (Grundmann s.a.,
2006); dezvoltarea unor tratamente topice alternative fiind salutara.

Acest studiu a analizat eficacitatea actiunii antimicrobiene a PAW asupra
izolatelor clinice de Staphylococcus spp. coagulazo-pozitive.

Apa care este activata cu plasma rece, capata un pH acid (2.78 + 0.12) si contine,
printre alte grupari: peroxid de hidrogen (H,0,), nitrat (NO3) si nitrit (NO,), O, anioni
responsabili de degradarea peretelui bacterian, prin intermediul unui efect oxidativ asupra
proteinelor , lipidelor si ADNului (Oehmigen s.a., 2010; Brisset s.a., 2012).

Eficacitatea inactivarii prin utilizarea acestei metode depinde de factori abiotici
(temperatura, duritatea apei, cantitatea de substante organice si nutrienti pentru bacterie) si
factori biotici (structura peretelui celular, prezenta sau absenta capsulelor, capacitatea de a
sporula) (Naitali s.a., 2010; Kamgang-Youbi s.a., 2008).

Studiile anterioare aratd ca actiunea antimicrobiand a PAW creste in urmatoarea
ordine: levuri, bacterii Gram-pozitive si Gram-negative (Kamgang Youbi s.a., 2009;
Ursache s.a., 2014). Factorii care pot afecta actiunea asupra bacteriilor depind de:
grosimea peretelui celular bacterian (la Gram + = 20-80nm, la Gram - = 10-15nm)
(Kamgang-Youbi s.a., 2008); rigiditatea (in Gram +, peretele este rigid, in comparatie cu
Gram - in cazul caruia peretele este elastic) si / sau structura chimica a peretelui (GLP —
structura polipeptidica glucidica si lipidicd in Gram- si structura glucidica si polipeptidica
in Gram +); existenta unor tulpini capsulate (Carp Carare C., 2014; Guguianu, 2002).
Reducerea incarcaturii bacteriene a fost calculata la 3, respectiv 10 minute, rezultatele
fiind ilustrate grafic in figura 6.5.

La tratamentul de 3 minute al tulpinilor cu PAW, valorile reductiei au variat de la
0 la 7,38 cu o medie de 5 log; iar la 10 minute, reducerea minima si maxima a fost de
4,99; respectiv 9,; cu 0 medie de 7 log. Actiunea PAW asupra stafilococilor coagulazo-
pozitivi s-a dovedit a avea un caracter eterogen. Comportamentul eterogen este mai
pronuntat la 3 minute de tratament, comparativ cu 10 minute de tratament. Pentru timpul
de tratament de 3 minute, 26 tulpini de Staphylococcus spp. au fost plasate in intervalul
mediu de reducere de 5 £ 1 log, iar pentru timpul de tratament de 10 minute, in intervalul
mediu de reducere de 7 + 1 log. Acest lucru demonstreaza ca actiunea bactericida este
proportionald cu timpul de tratament.
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La patru din cele 39 de tulpini, desi in decurs de 10 minute reducerea a fost
completa, a existat o reducere de 0 observata la 3 minute de la tratamentul cu PAW. Tn
cazul a 23 din numarul total de tulpini testate, efectul "cid" a fost complet in 10 minute de
la tratamentul cu PAW. La aceste tulpini, s-a observat ca inactivarea totala a fost
independenta de CFU-ul inoculului initial, inainte de tratamentul cu PAW, acestea variind
ntre 4,78x10° si 8,3x10".

Avand Tn vedere ca incarcaturile bacteriene mai mari de 10°CFU/ tesut corespund
infectiei, iar pentru bacterii precum streptococi beta hemolitici, S. aureus si P. aeruginosa
sunt suficiente incarcaturi mult mai mici (Heinlin s.a., 2011), consideram ca rezultatele
reductiei obtinute in vitro sunt concludente pentru utilizarea PAW ca agent antimicrobian.

Studii in vivo a efectului antiseptic a doua tipuri de plasma (plasma rece si cea cu
bariera dielectricd) asupra degetelor (la om) contaminate artificial cu S. epidermidis si
M.luteus, au confirmat un factor de reductie cuprins intre 0,8 si 1,4. Rezultatele au
demonstrat potentialul antiseptic al PAW asupra epidermului (Daeschlein s.a., 2012)

6.3. Concluzii partiale

1. Antibioticele cele mai utilizate in terapia de primd intentie a piodemitelor si
otitelor externe la cdini si pisici, cel putin in arealul geografic luat in studiu, au fost
Amoxicilina potentatd cu Acid Clavulanic, Neomicina si Gentamicina.

2. Coroborarea datelor obtinute privind rezistenta la AMC, AX si AML cu
meticilino-rezistenta, duce la concluzia ca terapia etiotropa de prima intentie cu antibiotice
betalactamice este riscantd, in 7 din 10 cazuri putand duce la esec terapeutic.

3. In lotul studiat, detectarea rezistentei inductibile la clindamicini (15,29%)
limiteaza si mai mult obtiunile antibioterapiei.

4. Antibioticele cu cele mai mari procentaje de sensibilitate au fost: rifampicina,
cloramfenicolul, gentamicina.

5. Prevalenta tulpinilor MDR si XDR a fost de 71,76%, respectiv 2,35%, nefiind
identificata nici o tulpina PDR, iar peste 50% din tulpinile MDR au fost rezistente la 6
clase din cele 11 testate. Aceste rezultate demonstreaza ca practica terapiei de prima
intentie a devenit riscanta, lipsa unor programe de supraveghere.

6. Analizand evolutia in dinamica a rezistentei la antibiotice a Staphylococcus spp.
izolate din piodermite, in intervalul 1998- 2017, s-a observat cresterea considerabila a
antibiorezistentei cu predilectie la antibioticele utilizate Tn terapia piodermitelor.

7. Recomandam evitarea administrarii AML, AMX si AMC ca antibioterapie de
prima intentie Tn piodermite la cdini si pisici, cel putin Tn zona geografica inclusa in
studiu, si efectuarea in mod obligatoriu a examenelor bacteriologice si antibiogramei.

8. Rezultatele studiului in vitro privind actiunea antibacteriana a PAW asupra
tulpinilor de Staphylococcus spp., recomanda aceastd metodda ca o varianta de
decontaminare

9. In ceea ce priveste utilizarea PAW in dermatologie, studiile clinice viitoare vor
dovedi impactul asupra organismului caruia i se aplica acest tratament.
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CAPITOLUL 7. CONCLUZII FINALE SI RECOMANDARI

1. Cercetarile au fost realizate Tn perioada 2013- 2017 pe un lot de 163 cazuri,
(98 caini si 65 pisici); prevalenta dermatitelor bacteriene fiind de 74,23%.

2. Complicatiile cu piodermite au fost constatate Tntr-un procentaj de 60 la
dermatitele micotice si 30 la dermatitele parazitare.

3. Din punct de vedere clinic, din totalul piodermatitelor, 40% s-au Tncadrat Tn
dermatite superficiale, 30,5% in dermatite profunde si au fost 29,4% cazuri de otite.

4. Bolile primare diagnosticate au fost: atopia, hipotiroidism si demodecie.

5. Agentul etiologic cel mai implicat in piodermite este Staphylococcus
spp.(70,24%), urmat de Pseudomonas spp.(14,04%) si Streptococcus spp.(12,39%).

6. In lotul studiat, specia de stafilococi cu cel mai mare prevalenta in piodermita
si otita externd la cdini si pisici a fost S. aureus (42,35%), urmata de S. pseudintermedius
(24,7%).

7. Testarile fenotipice au demonstrat prezenta tulpinilor MRSA (58,33%).

8. Studiile de biologice moleculara au demonstrat ca prevalenta S. aureus a fost
de 43,58%; S. pseudintemedius 23,07%; iar 33,33% s-au incadrat n alte specii de
Staphylococcus coagulazo-pozitive.

9. Distributia tulpinilor de Staphylococcus spp.identificate genetic, pe specii a
fost: 31,66% S. pseudintemedius si 25% S. aureus la céini; respectiv 91,30% S. aureus si
0% S. pseudintemedius la pisici.

10. Corelarea rezultatelor obtinute, pe categorii de dermatite luate Tn studiu a
evidentiat faptul principalul agent etiologic ca fiind S. aureus in urmatoarele procente:
76,92% 1n otite; 36,36% in dermatite superficiale si 37,83% in dermatitele profunde.

11. In cazul dermatitelor superficiale a fost identificatd implicarea etiopatologica
in egala masura a S. aureus cu alte specii de Staphylococcus (36,36%).

12. Studiile de biologie moleculard au confirmat prezenta S. pseudintermedius.
ca principal agent etiologic in dermatite bacteriene cutanate la cdine (p<0,01).

13. Cercetarile au confirmat, prezenta genei mecA si/sau mecC ce codifica
meticilino-rezistenta in proportie de 60%, raportat la numarul total de gene testate, ce
codifica rezistenta la antibioticele.

14. Genele ce codifica rezistenta la mupirocin si acid fusidic au fost identificate
intr-un procentaj relativ mic, corelat cu utilizarea in practica veterinara a acestor
antibiotice, fapt ce le recomanda in tratamentul bacteriozelor cutanate la caine si pisica.

15. Interpretarea statistica a relevat prezenta concomitenta la aceleasi izolate a
cate 3 sau 4 determinanti ai factorilor de virulenta (p<0,01), indicand tulpini cu un inalt
potential patogen, in ambele manifestari clinice luate in studiu.

16. Genele ce codificd rezistenta la sdruri cuaternare de amoniu au fost
identificate la tulpini din grupul alti stafilococci..
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17. La izolatele stafilococice din otite, s-au depistat gene care codifica
producerea de biofilm (p<0,01), ceea ce poate fi pus in legaturd, la unele dintre cazurile
luate Tn studiu, cu caracterul cronic al acestora.

18. Antibioticele cele mai utilizate in terapia de prima intentie a piodemitelor si
otitelor externe la cdini si pisici, cel putin in arealul geografic luat in studiu, sunt
Amoxicilina potentatd cu Acid Clavulanic, Neomicina si Gentamicina.

19. Prin coroborarea datelor obtinute privind rezistenta la AMC, AX si AML cu
meticilino-rezistenta, concluzionam ca terapia etiotropa de prima intentie cu antibiotice
betalactamice este riscantd, in 7 din 10 cazuri putand duce la esec terapeutic.

20. In lotul testat fenotipic, detectarea rezistentei inductibile la clindamicina
(15,29%) limiteaza si mai mult optiunile antibioterapiei.

21. Antibioticele cu cele mai mari procentaje de sensibilitate au fost:
rifampicina, cloramfenicolul, gentamicina.

22. Prevalenta tulpinilor MDR si XDR a fost de 71,76%, respectiv 2,35%,
nefiind identificata nici o tulpina PDR. Peste 50% din tulpinile MDR au fost rezistente la
6 clase din cele 11 testate. Aceste rezultate demonstreaza cd practica terapiei de prima
intentie a devenit riscanta, cel putin in lipsa unor programe de supraveghere a evolutiei
profilurilor de sensibilitate pe un palier cat mai larg de antibiotice.

23. Comparand datele privind rezistenta la antibiotice a Staphylococcus spp.
izolate din piodermite, Tn 1998 si 2017, s-a observat cresterea considerabila a
antibiorezistentei cu predilectie la antibioticele utilizate frecvent in terapia piodermitelor.

24. Recomandam evitarea administrarii AML, AMX si AMC ca antibioterapie
de prima intentie Tn stafilococii la céini si pisici, cel putin in zona geografica inclusain
studiu, si efectuarea in mod obligatoriu a examenelor bacteriologice si antibiogramei.

25. Rezultatele studiului in vitro privind actiunea antibacteriana a apei activate cu
plasma rece asupra tulpinilor de Staphylococcus spp., recomanda aceastd metoda ca o
varianta de antisepsie.

26. In ceea ce priveste utilizarea PAW in dermatologie, studiile clinice viitoare
vor dovedi impactul asupra organismului caruia i se aplicé acest tratament.

Elemente de originalitate:

Consideram un element de originalitate modul de abordare a temei propuse, din
perspectiva etiologica, testarile fiind facute pe tulpini izolate din cazuistica provenita din
regiunea de nord-est a Romaniei si aprofundate pana la nivel genetic. Staphylococcus spp.
a fost identificat genetic si apoi apoi caracterizat genotipic in ceea ce priveste rezistenta la
anumite antibiotice, antiseptice, producerea de biofilm, precum si identificarea unor gene
le ce confera patogenitatea.

Un alt element de originalitate a constat n testarile efectuate pe apa activata cu
plasma rece, privind efectul antimicrobian, in vederea utilizarii in dermatologia veterinara.

Toate etapele cercetarii au fost sustinute de o bogata iconografie, originala.

111



Abalasei (Lipovan) Irina Elena
CHAPTER 7. FINAL CONCLUSIONS AND RECOMMENDATIONS

1. The research carried out in the period 2013-2017 started from an initial batch of
163 cases coming from 98 dogs and 65 cats; in the studied batch, the prevalence of
bacterial dermatitis was 74.23%.

2. The complications with pyodermas were noticed in a percentage of 60% in
mycotic dermatitis and 30% in parasitic dermatitis.

3. From a clinical point of view, of the total cases of pyodermas taken into study,
40% were classified as superficial dermatitis, 30.5% as deep dermatitis, and there were
29.4% cases of otitis.

4. The primary diseases diagnosed on the studied batch were: atopic dermatitis,
hypothyroidism and demodicosis.

5. The etiological agent most involved in pyodermas is Staphylococcus
spp.(70.24%), followed by Pseudomonas spp. (14.04%), and Streptococcus spp. (12.39%).

6. In the studied batch, the staphylococcus species with the highest prevalence in
pyoderma and otitis externa in dogs and cats was S. aureus (42.35%), followed by S.
pseudintermedius (24.7%).

7. The studies proved a percentage of 58.33% of MRSA strains.

8. In the case of pyodermas and otitis, the prevalence of S. aureus was 43.58%,S.
pseudintermedius of 23.07%, and 33.33% were classified in other species of
Staphylococcus coagulase positive.

9. The strains from 60 dogs and 23 cats were identified in the following
proportions: 31.66% S. pseudintermedius and 25% S. aureus in dogs, and 91.30% S.
aureus and 0% S. pseudintermedius in cats, respectively.

10. The correlation of the partially obtained results, by categories of dermatitis
taken into study, revealed that the main etiological agent is S. aureus in the following
percentages: 76.92% in otitis, 36.36% in superficial dermatitis, and 37.83% in deep
dermatitis.

11. In the case of superficial dermatitis, the etiopathological involvement of S.
aureus with other species of Staphylococcus (36.36%) has been identified to an equal
extent.

12. The molecular biology studies confirmed the presence of S. pseudintermedius
as main etiological agent in bacterial skin dermatitis in dogs (p<0.01).

13. The research confirmed, the presence of the mecA and/or mecC genes, which
codifies the methicillin resistance in a percentage of 19.7%.

14. The genes that codify the resistance to mupirocin and fusidic acid have been
identified in a relatively low percentage, correlated with the use of these antibiotics in
veterinary practice, which recommends them in the treatment of skin bacterioses in dogs
and cats.

15. The statistical interpretation revealed the concomitant presence in the same
isolated strains of 3, 4 determinants of virulence factors (p<0.01), indicating strains with a
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high pathogenic potential, in both clinical manifestations taken into study.

16. The genes that codify the resistance to quaternary ammonium salts have been
identified in strains from the group of other staphylococci.

17. In the staphylococcal strains isolated from otitis, genes that codify the
production biofilm (p<0.01) have been detected, which can be related, in the cases taken
into study, to their chronic characteristic.

18. The most used antibiotics in the first-line therapy of pyodermas and otitis
externa in dogs and cats, at least in the geographical area taken into study, are Clavulanic
acid-potentiated Amoxicillin, Neomycin and Gentamicin.

19. The corroboration of the obtained data regarding the resistance to AMC, AX
and AML with methicillin resistance leads to the conclusion that first-line etiotropic
therapy with beta-lactam antibiotics is risky, as in 7 out of 10 cases it might result in
therapeutic failure.

20. In the studied batch, the detection of inducible resistance to clindamycin
(15.29%) limits the options of antibiotic therapy even further.

21. The antibiotics with the highest percentages of sensitivity were: rifampicin,
chloramphenicol, and gentamicin.

22. The prevalence of MDR and XDR strains was 71.76% and 2.35%
respectively, while no PDR strain has been identified. More than 50% of the MDR strains
were resistant to 6 classes of the 11 classes that we tested. These results prove that the
practice of first-line therapy became risky, at least in the absence of programs that monitor
the evolution of the sensitivity profiles on a range of antibiotics as wider as possible.

23. By analysing the dynamical evolution of resistance to antibiotics of strains of
Staphylococcus spp. isolated from pyodermas in the interval 1998-2017, a considerable
increase of antibiotic resistance has been noticed mainly in the antibiotics commonly used
in the therapy of pyodermas.

24. We recommend to avoid giving AML, AMX and AMC as first-line antibiotic
therapy in pyodermas in dogs and cats, at least in the geographical area included in the
study, and bacteriological examinations and an antibiogram must be carried out.

25. The results of the in vitro study regarding the antibacterial action of PAW on
the strains of Staphylococcus spp. recommend this method as an option of disinfection and
antisepsis.

26. In regard to the use of PAW in dermatology, future in vivo clinical trials in
histochemistry, histopathology, toxicity etc. will prove the impact on the system to which
this treatment is applied.

Original elements:

We consider that an originality element of this Doctoral Thesis is the approacing
manner of the proposed theme from the etiological point of view, the tests being made on
isolated strains from cases originated from North-Eastern of Romania. Also, we must add
that our reserearches have been deepened to a genetic level. Staphylococcus spp. was
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genetically identified and then genotypically characterized in terms of resistance to certain
antibiotics, antiseptics, biofilm production, as well as genes identification which confer
their pathogenicity.

Another originality element consisted in tests perormed on cold plasma activated
water, regarding the antimicrobial effect, for use in veterinary dermatology.

All stages of this research were supported by an original and rich iconography.
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ANNEX 1. ABREVIATIONS LIST

Mg- microgram
ADN- acid dezoxiribonucleic
AMC- amoxicillin+ acid clavulanic
AML- ampicilin
ARN- acid ribonucleic
ASLO- antistreptolizina
AX-amoxicillin
BA- bacitracin
BET- bromura de etidiu
BHI- infuzie creier cord (bulion)
BPOC- bronho pneumonie cronica obstructiva
BSAC- British Society for Antimicrobial Chemotherapy
C- cloramfenicol
CD1, CD14, CD35- cluster of differentiation
CFU- initati formatoare de colonii
CLSI- Clinical and Laboratory Standards Institute
CMI- concentratie minima inhibitorie
CN- gentamicin
DA- clindamicin
DO- doxiciclin
E- eritromicin
EF-G- elongation factor G
ENR- enrofloxacin
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EUCAST- European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
FD- acid fusidic

F.D. — frotiu direct

FOS- fosfomicin

FOX- cefoxitin

IgA- imunoglobulina A

K- kanamicin

LNZ- linezolid

Log- logaritm

MAR- marbofloxacin

MDR- multi drog resistance

ml- mililitru

MRSA- meticilino rezistent S.aureus
MRSE- meticilino rezistent S.epidermidis
MRSP- meticilino rezistent S.pseudintermedius
N- neomycin

NOR- norfloxacin

OX- oxacilin

PAW- apa activata cu plasma

pb- perechi de baze

PB- polimixin B

PBPs- penicillin binding protein 2A
PCR- Polimerase Chain Reaction
PDR- pan drog resistance

Ph- potential de hidrogen

PO- per os

PVL- Panton Valentine leukocidin
R- rifampicin

rpm- rotatii pe minut

S- streptomycin

T- tetraciclin

TAE- tampon Tris-Acetat-EDTA
TLR- receptori toll-like

TXS- trimetroprim+ sulfodiazin
VA- vancomicin

XDR- extended drog resistance

ul- microlitru
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