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RESUMO

Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP) e Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) sdo bactérias comuns em animais e humanos causando
infeccBes de dificil tratamento. Por possuir o gene mecA, possuem resisténcia a todos 0s
antibioticos B-lactdmicos. O objetivo deste estudo foi conhecer a resisténcia antimicrobiana de
Staphylococcus spp. isolados de cdes e gatos da Serra Galcha, considerando que as infec¢des por
estas bactérias quando multirresistentes sdo um problema de salde publica. Para isso, suabes
foram coletadas de diferentes regides do corpo de 90 animais. Destas amostras foi possivel isolar
através de cultura bacteriolégica e identificar como Staphylococcus spp. o total de 94 bactérias.
Os Staphylococcus spp. isolados foram submetidos ao método de disco-difusdo de oxacilina para
avaliar a resisténcia a meticilina e mais outros dez antibidticos mais usados na medicina
veterinaria. Das 94 amostras isoladas, 22,4% (21/94) tinham resisténcia a meticilina. Quando
considerando o total de animais coletados (90) tivemos uma média de 18,8% (17/90) de animais
positivos para Staphylococcus resistentes a meticilina (MRS). Grande parte dos animais tem
contato direto com seus tutores como o convivio dentro de casa e dormir na mesma cama, 0 que
alerta ao risco de transmissdo de genes de resisténcia entre bactérias de humanos e animais.

Conclui-se que a resisténcia a meticilina esta presente nos animais da Serra Gaulcha.

Palavras-chave: resisténcia, Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus aureus,

meticilina.



ABSTRACT

Methicillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius (MRSP) and Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) are common bacteria in animals and humans causing infections
that are difficult to treat. Because they have the mecA gene, they are resistant to all R3-lact....
antibiotics. The aim of this study was to understand the antimicrobial resistance of
Staphylococcus spp. isolated from dogs and cats of Serra Galcha, considering that infections by
these bacteria when multi-resistant are a public health problem. For this, Swabians were
collected from different regions of the body of 90 animals. From these samples it was possible to
isolate through bacteriological culture and identify as Staphylococcus spp. the total of 94
bacteria. Staphylococcus spp. isolates were subjected to the oxacillin disk-diffusion method to
assess methicillin resistance and ten other antibiotics most used in veterinary medicine. Of the 94
isolated samples, 22.4% (21/94) had methicillin resistance. When considering the total of
animals collected (90), we had an average of 18.8% (17/90) of animals positive for methicillin-
resistant Staphylococcus (MRS). Most animals have direct contact with their tutors, such as
living together and sleeping in the same bed, which warns of the risk of transmitting resistance
genes between bacteria in humans and animals. It is concluded that methicillin resistance is

present in animals from Serra Gaucha.

Keywords: resistant, Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus aureus, methicillin.



1 INTRODUCAO

Antibidticos desempenham um papel critico na salde e bem-estar dos seres humanos e
animais. O advento e a subsequente ampla disponibilidade de agentes antibidticos foram
transformadores para a medicina moderna. Sem antibiéticos eficazes no tratamento e profilaxia
de microrganismos, grandes avancos medicos e cirurgicos teriam sido impossiveis, e as doencas

infecciosas representariam uma ameaca ainda maior a saude.

Em todo o mundo, h& uma crescente preocupa¢do com o aumento da prevaléncia de
resisténcia a antibiéticos. E aceito que o principal fator de risco para este aumento na resisténcia
em bactérias patogénicas é o aumento do uso de antibidticos. Isso tem levado, inevitavelmente,
ao surgimento e disseminacdo de bactérias resistentes e genes de resisténcia (Fedesa, 2000).
Atualmente, a resisténcia a antibioticos é considerada uma grande ameaca a saide humana em

todo o mundo (World Health Organization, 2019).

Em animais de companhia, os antibidticos sdo usados na prevencdo e tratamento de
doencas infecciosas, principalmente as infec¢bes de pele, otite externa, infeccdes respiratorias,
infeccdes do trato urinario, do trato gastrintestinal (Guardabassi et al., 2004), feridas traumaticas
(Pereira & Bahr Arias, 2002) e na profilaxia cirargica (Aiello et al., 2007; Umber & Bender,
2009). As classes de antibidticos usados em animais de companhia, em geral, incluem
cefalosporinas, penicilinas, lincosamidas, macrolideos, tetraciclinas, sulfas potencializadas,
aminoglicosideos e fluogquinolonas (Pereira & Bahr Arias, 2002; Guardabassi et al., 2004; Bahr

Avrias et al., 2008).

Nos ultimos anos, a resisténcia a meticilina surgiu como um problema consideravel em

bactérias do género Staphylococcus. A resisténcia a meticilina nos estafilococos é conferida pelo



gene mecA que codifica a proteina 2a de ligacdo a penicilina (PBP2a), que tem uma afinidade
reduzida para todos os antibioticos 3-lactamicos (Weese, 2010). Dentre as bactérias deste género,
se destaca o S. aureus resistente a meticilina (MRSA), que é um patdgeno importante na
medicina humana e é uma preocupac¢do na medicina veterinaria (Weese, 2010; Chambers, 2009).
Os relatos crescentes de S. pseudintermedius resistentes a antibioticos, especialmente o
surgimento e disseminacgdo rapida de S. pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP) séo,
portanto, preocupantes, pois limitam as opgdes de tratamento (Kadlec et. al., 2010; Perreten et.al.

2010).

Um aumento no ndmero de animais de companhia e sua maior aproximagdo com
humanos, juntamente com o aumento do uso de antibidticos sdo fatores que contribuem para o
crescimento de resisténcia bacteriana aos antibidticos. Com isso, ocorre também a disseminacao
de genes de resisténcia e transferéncia destes entre espécies. Tendo em vista que a evolucdo dos
mecanismos de resisténcia das bactérias aos antibioticos é um problema de emergéncia em salide
publica e que os estafilococos resistentes a meticilina sdo uma grande preocupacdo para a
medicina humana e a medicina veterindria, investigacdes sobre a incidéncia de Staphyloccocus

resistentes em cées e gatos e seus riscos a salde publica vem ganhando importancia.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
- Determinar a resisténcia antimicrobiana em Staphylococcus spp. isolados de cées e gatos da

Regido da Serra Gaucha.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar e identificar Staphylococcus spp. coletados na pele, pavilhdo auricular, conjuntiva

nasal, conjuntiva ocular e reto de cées e gatos da Regido da Serra Gaucha.

- Determinar a resisténcia dos isolados de Staphylococcus spp. a onze antimicrobianos,

através do metodo de disco-difusdo em &gar.

- Conhecer o perfil epidemiolégico dos animais que apresentaram Staphylococcus spp.

resistentes a antibiéticos, por meio de aplicacdo de um questionario epidemiolégico.

- Avaliar o risco de transmissdo de resisténcia bacteriana entre humanos e animais de

companhia.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 OS ESTAFILOCOCOS

Os estafilococos sdo cocos facultativamente anaerobios e Gram-positivos. Sdo um grupo
de bactérias que habitam a pele, as glandulas da pele e as membranas mucosas de humanos e
outros mamiferos (Otto, 2010). Dois grupos principais distinguem-se pela sua capacidade de
coagular o sangue: estafilococos coagulase-positivo, sendo as espécies mais importantes
Staphylococcus aureus e Staphylococcus intermedius, e estafilococos coagulase-negativos, que

compreendem a maioria das espécies, incluindo Staphylococcus epidermidis (Kloos, 1983).

Estafilococos coagulase-positivos (CoPS) na medicina veterinaria, sdo 0s maiores
causadores das infec¢bes cutaneas e de tecidos moles. Historicamente, S. intermedius foi o
primeiro CoPS reconhecido como distinto de S. aureus em meados da década de 1970. Desde
1976, o grupo S. intermedius (SIG) compreende trés espécies geneticamente demonstraveis: S.
intermedius, S. pseudintermedius e S. delphini, cada qual ocupando nichos ecolégicos distintos
(Hajet, 1976). A importancia da diferenciacdo dos membros do SIG ocorre devido a maior
patogenicidade de S. pseudintermedius em comparacdo com S. intermedius. Analises
comparando o genoma todo de membros do SIG identificaram variacbes no conteddo de
elementos genéticos mdveis, proteinas associadas a parede celular e transportadores de ferro e
acucar. S. pseudintermedius também continham mais elementos genéticos transponiveis
(transposons) envolvidos na resisténcia a maltiplos farmacos do que outros membros do grupo

SIG (Ben Zakour et al., 2012).
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Staphylococcus pseudintermedius é um importante patdgeno oportunista em gatos e cées,
causando infeccBes da pele e dos tecidos moles, otite externa e infeccGes de ferida apo6s a
cirurgia (Van Duijkeren et al., 2011). Este pode ser encontrado em grande nimero na pele canina
e pode ocasionalmente ser transferido para a pele de contactantes humanos, e entdo pode ser
diagnosticado como S. aureus, pois compartilham caracteristicas bioquimicas importantes como
a capacidade de produzir coagulase. O diagnostico errbneo pode acabar subestimando a
ocorréncia de infecgdes por S. pseudintermedius em humanos (Kloos et al., 1976; Borjesson et

al., 2015).

Dentro dos Staphylococcus coagulase-positiva esta o S. aureus, um patégeno oportunista
significativo de humanos e animais. As infec¢bes mais relatadas por S. aureus séo infecgoes de
feridas, sitios cirurgicos, piodermites, otites e infec¢bes do trato urinario, mas podem ocorrer
infeccBes oportunistas, em varios outros locais do corpo (Baptiste et al., 2005; Griffeth et al.,
2008; Leonard et al., 2006; Morris et al., 2006; Tomlin et al., 1999; Vitale et al., 2006; Weese et

al., 2006).

A prevaléncia de S. aureus em caninos e felinos tende a ser mais comum quando estes
animais de estimacdo vivem com uma pessoa que foi recentemente diagnosticada com infeccao
por S. aureus resistente a meticilina (MRSA). Um aumento na frequéncia de infeccBes humanas
causadas por MRSA provavelmente levaram a disseminacdo dessas bactérias para espécies

veterinarias (Cohn, 2010).

Como exemplo, Faires et al. (2009) avaliaram a taxa de transmissdo de MRSA de
animais infectados para humanos e vice-versa. Na identificagdo de animais infectados com

MRSA, pelo menos um individuo do domicilio colonizado por MRSA foi identificado em mais

12



de 25% (6/22, 27,3%) dos casos. Em contraste, apenas um em cada oito (12,5%) humanos

infectados com MRSA tinham um animal de estimacéao colonizado por MRSA.

3.2 USO DE ANTIMICROBIANOS EM ANIMAIS DE COMPANHIA

A utilizacdo de antimicrobianos nos animais comecou ha mais de 50 anos, quando o
residuo excedente da fermentacdo da clortetraciclina provou melhorar o crescimento e a saude
animal. Desde entdo, mudancas substanciais tém sido feitas na alimentacdo de animais de

producdo e na medicina de animais de companhia (Guardabassi et al., 2010).

Ao longo do tempo, o nimero de animais de companhia tem aumentado substancialmente
na sociedade moderna, sendo estes tratados como membros das familias, o que resulta em
aumento nas despesas com cuidados veterinarios e terapia antimicrobiana. A utilizacdo de
antimicrobianos tornou-se disseminada tanto para os animais de producdo como para os de
companhia. Atualmente, estima-se que mais da metade de todos os antimicrobianos produzidos

mundialmente é utilizada nos animais (Gardabassi et al., 2010).

Em medicina veterindria os antibiéticos podem ser utilizados de quatro maneiras,

conforme descreve Schwarz (2001) abaixo:

e UsO terapéutico - quando o seu uso tem como objetivo controlar uma infeccéo;

e uso profilatico - quando o seu objetivo é evitar o possivel surgimento de uma infeccéo;

e uso metafilatico - quando o seu uso tem objetivos terapéuticos e profilaticos;

e USO como promotor de crescimento e desenvolvimento animal.

13



Em animais de companhia, os principais antimicrobianos séo utilizados com intuito de
tratar e prevenir doencas infecciosas, principalmente otites, doengas de pele, infeccgdes
respiratorias, infeccGes do trato urinario, do trato gastrointestinal, trato reprodutivo e feridas
traumaticas (Guardabassi et al., 2004; Pereira & Bahr Arias, 2002; Aiello et al., 2007; Umber &
Bender, 2009). Para tais fins, as classes de antibiéticos mais utilizados sdo: cefalosporinas,
penicilinas, lincosamidas, macrolideos, tetraciclinas, sulfas potencializadas, aminoglicosideos e

fluoroquinolonas (Pereira & Bahr Arias, 2002; Guardabassi et al., 2004; Bahr Arias et al., 2008).

Os antimicrobianos mais utilizados para tratamento de doencas infecciosas em animais de
companhia sdo: amoxicilina associada ao acido clavulanico, seguido de cefalosporinas (sendo

estes dois primeiros pertencentes a classe dos R-lactamicos) e fluoroquinolonas. A Tabela 1

resume 0s principais antimicrobianos utilizados na clinica veterinéria.

Tabela 1 - Opcdes de antimicrobianos de primeira escolha e de escolha alternativa para
tratamento de infec¢Oes nos animais de companhia.

Antimicrobianos de primeira

escolha

Antimicrobianos

alternativos

Pele

Amoxicilina e Acido clavulanico

Cefalosporinas

Sulfonamidas e Trimetropin
Fluoroquinolonas

Clindamicina e Cloranfenicol

Trato Urinério

Cefalosporinas
Amoxicilina ou Ampicilinas

Amoxicilina e Acido clavulanico

Trimetropim e Sulfonamidas
Fluoroquinolonas

Tetraciclinas

Septicemias

Amoxicilina e Acido clavulanico
Fluoroquinolonas

Cefalosporinas

Aminoglicosideos
Cefalosporinas (2° ou 3°

geracao)

14



Ossos e
Articulacgdes

Cefalosporinas

Amoxicilina e Acido clavulanico

Sulfonamidas e Trimetropim
Clindamicina
Cefalosporinas (2° ou 3°
geracao)

Fluoroquinolonas

Trato Respiratorio

Amoxicilina e Acido clavulanico
Fluoroquinolonas

Cefalosporinas

Macrolideos
Aminoglicosideos
Clindamicina

Cefalosporinas (2° ou 3°

geracao)
Patologias Doxiciclina Azitromicina
intracelulares Fluoroquinolonas Clindamicina

Fonte: Louis (2010).

Buckland et al. (2017) realizaram um estudo no Reino Unido durante dois anos para

avaliar a frequéncia e a quantidade de antimicrobianos utilizados em cées e gatos. Para ambas as

espécies, os principais agentes administrados eram do tipo penicilina e cefalosporinas (Figura 1).

Amoxicilina+clavulanato foi o agente potencializado mais comumente utilizado para ambas as

espécies.
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Figura 1 — Antimicrobianos (AM) mais utilizados em cées (preto) e gatos (cinza) em uma

pesquisa a um banco de dados envolvendo 963.463 cdes e 594.812 gatos no Reino Unido entre

2012 e 2014. Fonte:

Buckland et al. (2017).
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Diante deste estudo podemos ter uma visdo dos antibidticos mais utilizados nos animais
de companhia, no entanto, h4 marcada diferenca em relagdo a regulagdo, disponibilidade de
mercado, distribuicdo e utilizacdo de produtos antimicrobianos entre os paises. Em muitos
paises, drogas apenas licenciadas para uso humano sdo administradas para animais, e produtos
veterinarios sdo utilizados em espécies animais em que o farmaco pode ser inapropriado (off-

label use) (Guardabassi et al., 2010).

3.3 RESISTENCIA BACTERIANA NA MEDICINA HUMANA E VETERINARIAE O

RISCO PARA SAUDE PUBLICA

Um aumento constante da atencdo dedicada ao bem-estar animal, resultando em maiores
cuidados veterinarios, prevencdo e tratamento de doengas infecciosas, traz consequéncias, pois
0s agentes antimicrobianos sdo frequentemente utilizados em animais de companhia,
particularmente em medicina canina, incluindo antibioticos licenciados para uso humano e
compostos de importancia primaria no tratamento de infecgdes humanas (Watson & Rosin,
2000). A situacdo do uso indiscriminado de antibidticos no tratamento e prevencdo de doencas €
um problema de salde publica e animal uma vez que elevadas taxas de resisténcia a
antimicrobianos séo relatadas em todo mundo. Esta preocupacéo levou a Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) a considerar a resisténcia bacteriana como uma das dez principais ameagas a
salde mundial em 2019 (World Health Organization, 2019).

Bactérias humanas transmitidas a animais de estimacdo podem adquirir genes de
resisténcia atraveés da flora comensal dos animais de estimacdo e pode ser selecionado por
tratamento antimicrobiano nestes animais. Além disso, mesmo no caso de transmissdo de

bactérias ja resistentes de humanos para animais, estes contribuem para a disseminacdo destas
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bactérias adquiridas através das fezes, aumentando, portanto, sua disseminagdo na populacéo
humana e o ambiente (Guardabassi, 2004).

O contato proximo entre animais domésticos e humanos oferece condi¢Bes favoraveis
para a transmissdo de bactérias, seja pelo contato entre esses (acariciar, lamber, ferimentos
fisicos, etc.) ou pelo contato com o ambiente doméstico (contaminacdo de alimentos, moveis,
etc.). As criangas podem correr maior risco que os adultos por causa do contato fisico com gatos
e cédes, bem como um maior contato com ambientes contaminados por animais de estimacao
(pisos, tapetes, areas de recreacdo, etc.).

Outro fator que contribui para a 0 aumento de resisténcia aos antibidticos é a caréncia de
recursos de diagndstico laboratorial ou a ndo utilizacdo destes quando disponiveis. Além do
mais, muitas vezes os profissionais da area cometem equivocos de conduta e prescrevem
antibioticos sem sua devida necessidade. Esse fato associado a sub-dosagens ou suspensao do
tratamento quando da melhora clinica do animal, sem observar o tempo correto e indicado da
antibioticoterapia, contribuem para o aparecimento da resisténcia bacteriana (Mota et al., 2005).

O uso empirico de antimicrobianos deve ser evitado, eles devem ser prescritos de
preferéncia com base em diagnostico laboratorial e teste de suscetibilidade antimicrobiana. Seu
uso deve ser sempre baseado na analise do caso clinico, no diagnéstico de uma infecgdo
bacteriana e na selecdo de um agente antimicrobiano clinicamente eficaz. Os antimicrobianos
devem ser utilizados apenas quando a infeccdo é bacteriana, uma vez que 0s virus ndao sao
sensiveis a essa terapia. No entanto, em certas situagdes, como quando o0 animal esta gravemente
doente ou se h4d um surto com alta mortalidade ou rapida disseminagéo, a terapia pode ser

iniciada com base no diagnostico clinico (tratamento empirico) (Guardabassi, 2010).
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3.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA

Qualquer uso de antimicrobianos, seja considerado terapéutico ou ndo, exple bactérias
patogénicas e a microbiota comensal para concentragbes varidaveis de medicamentos
antimicrobianos. 1Isso cria uma pressdo de selecdo que pode resultar em emergéncia de
resisténcia ou, se uma subpopulacdo resistente estd presente, a um aumento de bactérias
resistentes (Weese et al., 2015). Uma bactéria é definida como clinicamente resistente a um
agente antimicrobiano quando o mesmo, apds a administracdo da dose recomendada, € incapaz
de inibir efetivamente o crescimento bacteriano ou causar a morte. Esta definicdo tem em
consideracdo os parametros farmacologicos relevantes para a terapia sistémica com determinado
agente antibiotico e a concentracéo inibitéria minima (CIM) da bactéria presente (Schwarz et al.,

2017).

Dados sugerem que 0 uso terapéutico de antimicrobianos em Vvéarias espécies animais
contribui para a resisténcia antimicrobiana. No entanto, ainda h4 poucos estudos sobre bactérias
resistentes isoladas de animais; por exemplo, sobre contra quais drogas especificas e classes de
drogas as bactérias apresentam maior resisténcia. Neste cenario, os Staphylococcus resistentes a
meticilina (MRS) seja S. aureus (MRSA) ou S. pseudintermedius (MRSP) sdo as bactérias

resistentes mais conhecidas e emergentes (Beck et al., 2012; Weese et al., 2012).

Os mecanismos de resisténcia antimicrobiana podem ser classificados em quatro
categorias principais, em que o agente antimicrobiano pode: (1) ser impedido de atingir seu alvo
reduzindo sua penetracdo na célula bacteriana; (2) ser expelido para fora da célula por bombas de
efluxo gerais ou especificas; (3) ser inativado por modificacdo ou degradacédo, antes ou depois de

penetrar na célula; ou (4) ser modificado ou protegido por outra molécula impedindo o acesso do

18



antibiotico ao seu alvo, de forma que o antimicrobiano ndo possa mais atuar nele.
Alternativamente, o alvo do agente antimicrobiano pode ser dispensado pela aquisi¢cdo ou

ativacdo de uma via alternativa pelo microrganismo (Giguere et al., 2013).

No contexto da resisténcia antimicrobiana, as bactérias apresentam trés fenotipos
fundamentais: suscetibilidade, resisténcia intrinseca ou resisténcia adquirida. A resisténcia
intrinseca é natural a todos os membros de um grupo taxondmico bacteriano especifico, como
um género, espécie ou subespécie bacteriana. Este tipo de resisténcia € mais frequentemente
visto através de caracteristicas estruturais ou bioguimicas inerentes ao microrganismo nativo. Por
exemplo, muitas bactérias Gram-negativas sdo naturalmente resistentes a atividade de
macrolideos, uma vez que essas substancias quimicas sdo muito grandes para atravessar a parede
celular e obter acesso ao seu alvo citoplasmético. Resisténcia adquirida decorre de alteracoes
genéticas no genoma bacteriano, as quais podem ser uma consequéncia de mutagdes ao acaso em
genes proprios ou aquisicao horizontal de genes exdgenos. As bactérias podem adquirir genes de
resisténcia pela captura de DNA (transformacdo), via bacteriéfagos (transducdo) ou pela
transferéncia de célula para célula (conjugacdo). A conjugacdo é o mais importante mecanismo
para a transferéncia de genes de resisténcia, devido ao seu vasto espectro de hospedeiros e a
localizacdo frequente de genes de resisténcia em elementos conjugativos como plasmideos e
transposons. Em alguns casos, a resisténcia pode também resultar da combinacdo de eventos de
mutacéo e de transferéncia de genes (por exemplo, resisténcia a cefalosporina devido a extensao

do espectro da B-lactamase) (Giguere et al., 2013; Guardabassi et al., 2010).

A resisténcia bacteriana aos antibiéticos pode resultar da mutacdo de genes envolvidos
em processos fisioldgicos normais e estruturas celulares, da aquisicdo de genes de resisténcia de

outras bactérias ou de uma combinacdo desses mecanismos. As mutacGes ocorrem
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continuamente, mas com frequéncia relativamente baixa nas bactérias, levando ao surgimento
aleatorio ocasional de mutantes resistentes. No entanto, sob condigdes de estresse (incluindo
aquelas encontradas por patdgenos quando enfrentam defesas do hospedeiro ou na presenca de
antimicrobianos), populacGes bacterianas com frequéncias de mutacdo aumentadas podem ser

encontradas (Couce & Blazquez, 2009).

3.5 RESISTENCIA A METICILINA

Antes do advento dos antimicrobianos, pacientes com bacteremia por S. aureus tinham
uma taxa de mortalidade de até 80% (Skinner & Keefer, 1941). Apds a introducdo da penicilina
G no inicio da década de 1940, o tratamento de infec¢bes bacterianas melhorou drasticamente,
mas cepas resistentes foram identificadas j& em 1942 (Rammelkamp & Maxon, 1942). A
resisténcia a penicilina ocorre devido a uma enzima penicilinase/p-lactamase que hidrolisa o anel
B-lactdmico e inativa o farmaco (Bondi & Dietz, 1945; Kirby, 1944). Esta enzima é codificada
por blaZ, que normalmente reside em um grande transposons plasmideal. Atualmente, a taxa de
resisténcia a penicilina é maior que 90% em S. aureus isolados de humanos, tornando o uso de
penicilina essencialmente indtil para tratar essas infeccbes. Em resposta ao surgimento e
disseminacdo da resisténcia a penicilina foi desenvolvido entdo um p-lactdmico resistente a
penicilinase semissintética chamada meticilina, esta (comercializada como celbenina), foi
introduzida na clinica médica em 1959. Logo apds, em 1961, ocorreu a primeira descri¢do de
uma cepa de S. aureus resistente a meticilina (“methicillin-resistant S. aureus”, MRSA) em

hospitais no Reino Unido (Barber, 1961; Jevons, 1961). No campo da medicina veterinaria, o
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primeiro isolamento de uma cepa MRSA foi em 1972 a partir de leite de vacas mastiticas
(Devriese, Van Damme & Famaree, 1972).

Em varios lugares do mundo, a MRSA surgiu na década de 1960, incluindo em paises
onde a meticilina ainda ndo estava disponivel, e agora bactérias MRSA consideradas séo
ubiquitérias (Ayliffe, 1997; Chambers, 2009; Grundmann, et al. 2006; Moellering, 2012).
Historicamente, os estafilococos que apresentam essa resisténcia a drogas R-lactamicas sdo
denominados como “resistentes & meticilina”, pois a meticilina era o antibidtico de escolha para
ser utilizada em antibiogramas. Desde 2003, se usa a oxacilina em testes de susceptibilidade in
vitro, visto que a oxacilina € a mais sensivel a resisténcia do que a meticilina, entretanto, o termo

“meticilina resistente” ¢ ainda usado (NCCLS, 2003).

A resisténcia a meticilina foi gerada pela aquisi¢do de mecA, um gene que codifica uma
proteina de ligacdo especifica a penicilina (PBP2a) com baixa afinidade a todos os B-lactdmicos
(penicilinas, cefalosporinas e carbapenemos) (Berger & Rohrer, 2002), frequentemente a
primeira linha em medicina veterinaria (Weese & van Duijkeren, 2010; Kadlec & Schwarz,

2012; Shore & Coleman, 2013; Becker et al., 2014).

A transcricdo do gene mecA é controlada pelos elementos reguladores mecl e mecR1.
Acredita-se que MecR1 seja uma proteina de transducdo de sinal com dominio extracelular de
ligacdo a penicilina que detecta a presenca de R-lactamicos e ativa seu dominio citoplasmatico

(Zhang et al., 2005).

O gene mecA e seu sistema regulatorio sao encontrados em um elemento genético maével
chamado cromossomo Staphylococcal Cassette Mec (SCCmec) que se integra no cromossomo

bacteriano (Ito et al., 2001). Um cassete SCCmec, possui dois componentes genéticos essenciais,
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contém um complexo genético recombinase (ccr) e um complexo gene mec, que contém o gene
mecA (Zhang et al, 2005; Ito et al., 2009). O complexo génico ccr € responsavel pela insercao e
excisdo do SCCmec ao cromossomo hospedeiro, ou seja, promove sua motilidade. O complexo
mec é composto pelos genes 1S431 mec, mecA e genes regulatorios intactos ou truncados,
chamados de mecR1 e mecl (Zhang et al, 2005). Genes adicionais com uma variedade de
funcdes também podem estar presentes, tais como transposons, elementos IS, sistemas de

modificagdo de restrigdo e genes de resisténcia contra metais (Ito et al., 2009).

Em 2011, foi descrito um gene homologo ao gene mecA, denominado gene mecC,
encontrado em isolados MRSA de humanos e bovinos (Garcia-Alvarez et al., 2011; Shore et al.,
2011; Ito et al.,, 2012). Este gene esta bastante disseminado entre animais de producdo,
domeésticos e selvagens (Becker et al., 2014), mas a prevaléncia em isolados MRSA de humanos
é baixa (Shore & Coleman, 2013). Isso podera ser devido a dificuldades na deteccdo deste gene,
pois alguns isolados MRSA com mecC apresentam baixas concentracdes inibitérias minimas
para a oxacilina e cefoxitina (podendo mesmo alguns serem suscetiveis) (Paterson et al., 2012;
Shore & Coleman, 2013; Becker et al., 2014). Além disto, as reacdes de PCR para deteccdo de
mecA ndo detectam mecC, sendo necessario um PCR especifica para este gene (Becker et al.,

2014).

Desde a década de 80, tem sido também descrito na medicina veterinaria o S.
pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP). Esta resisténcia também é conferida pelo gene
mecA, assim como no S. aureus. Estes microrganismos apresentam grande relevancia na clinica
médica de pequenos animais por se tratarem de bactérias residentes da pele de cées e
responsaveis por infecgbes oportunistas. Infeccbes por MRSP tém sido associadas a surtos em

clinicas veterinarias e as cepas de MRSP sdo frequentemente resistentes contra maltiplas classes
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de antimicrobianos, o que tornar-se um desafio o tratamento dessas infecgOes (Weese & van

Duijkeren, 2010; Loeffler, 2007; Beck et al., 2012; Miller et al., 2013).

O sequenciamento do gene mecA de S. pseudintermedius revelou um alto grau de
homologia (95-100%) com o gene mecA de S. aureus, sugerindo transferéncia horizontal do
gene ou aquisicdo de uma fonte comum (por exemplo, Staphylococcus sp.). Anélises
filogenéticas de isolados MRSP sugerem que o gene mecA foi introduzido por esta espécie

estafilococica em maltiplas ocasides e em varios continentes diferentes (Berg & Wendell, 1984).

3.6 MRSA E MRSP RESISTENTES A OUTRAS CLASSES DE ANTIMICROBIANOS

Os MRS frequentemente carregam corresisténcia a muitos outros medicamentos ndo p-
lactamicos, incluindo clindamicina, fluoroquinolonas, macrolideos, tetraciclinas, trimetoprim e
sulfonamidas. No estudo de Bemis et al. (2009), mais de 90% dos isolados de MRSP também
foram resistentes a mais de quatro outras drogas. A causa do aumento da frequéncia da
resisténcia ndo foi identificada, mas o uso de fluroquinolonas e cefalosporinas tem sido

associado ao surgimento de resisténcia a MRS (Dancer, 2008; Harbarth & Samore, 2008).

Entre as resisténcias a outras classes de antibioticos os estafilococos poder apresentar
resisténcia as tetraciclinas que pode ser mediada por genes de plasmideos (tetK ou tetL) que
codificam para efluxo de antimicrobianos, ou pelo cromossomo ou genes tetM ou tetO situados
no transposons, que codificam para alteragdo do ribossomo local alvo antimicrobiano (Trzcinski

et al., 2000). Em isolados de MRSP, 0s genes tetK e tetM parecem ser importantes mediadores
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de resisténcia (Perreten et al., 2010), entretanto, faltam estudos para saber sua abrangéncia em

animais.

Ja a resisténcia estafilocdcica as fluoroquinolonas pode ser mediada por mutagdes
cromossémicas nos genes que codificam a DNA girase e TP- IV. Ambas as enzimas contém duas
subunidades: a DNA girase € composta por GyrA e GyrB (codificado pelos genes gyrA e gyrB,
respectivamente) e o TP-1V é composto por GrlA e GrIB (codificado pelos genes grlA e grlB,
respectivamente). Em S. aureus, mutacGes que codificam para aminoacidos, substituicdes em
GyrA e GrlA, e subsequente resisténcia a fluoroquinolona, ocorrem com mais frequéncia nas
regibes determinantes da resisténcia a quinolona bem conservada dos genes gyrA e grlA (Lin,
2007; Entorre, 2007). Em isolados veterinarios de MRSA e MRSP resistentes as
fluoroquinolonas foram demostradas mutagdes nos genes que codificam a DNA girase e a

topoisomerase 1V (Onuma, 2011; Descloux, 2008; Lin, 2007; Intorre, 2007).

Por sua vez, a resisténcia aos macrolideos e antimicrobianos relacionados a lincosamidas,
incluindo a clindamicina, pode ser transmitida pelo gene estafilococico msrA, que codifica para
o efluxo de antimicrobianos, ou os genes erm, que codificam para alteracbes no local alvo
antimicrobiano ribossémico. Para tratar infeccbes por MRSA e MRSP em cdes e gatos, a
clindamicina pode ser selecionada devido a sua ampla e eficaz atividade antimicrobiana. No
entanto, uma forma induzivel de resisténcia a clindamicina pode estar presente em alguns
estafilococos. Essas cepas estafilococicas parecem suscetiveis nos testes de rotina de
sensibilidade antimicrobiana, mas a resisténcia pode ser induzida durante o tratamento,
possivelmente resultando em falha do tratamento (Swenson et al., 2007; Yilmaz et al., 2007). A
resisténcia a clindamicina codificada pelos genes erm pode ser constitutiva, na qual € conferida

resisténcia a todos os medicamentos nessas classes relacionadas (isto €, eritromicina e
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clindamicina), ou induzivel, na qual a presenca de um agente indutor (por exemplo, eritromicina)
promove a expressdao de um fenotipo resistente (Rich, 2005; Faires, 2009). A resisténcia
induzivel a clindamicina foi documentada em isolados de MRSA de humanos e animais e foi

relatada em alguns isolados de MRSP (Perreten, 2010; Rich, 2005; Faires, 2009; Rubin, 2011).

3.7 IDENTIFICACAO DOS MRSA E MRSP

A diferenciacdo dos S. aureus dos S. pseudintermedius € dificultada na rotina
microbiologica, pois as duas espécies compartilham de caracteristicas bioguimicas idénticas,
como a capacidade de produzir coagulase (Kloos et al., 1976; Bdorjesson et al., 2015). Como
pode-se observar no Quadro 1, uma diferenca entre as duas espécies que podemos observar € que
S. aureus € resistente a polimixina enquanto S. pseudintermedius € sensivel, o que pode ser um

teste pratico para uma triagem na diferenciacdo entre eles.

Os métodos de identificacdo tradicionais baseados nas caracteristicas fenotipicas, como:
caracteristicas das col6nias, reacdes bioquimicas e teste de suscetibilidade a antibidticos, tém
sido utilizados ha bastante tempo (Sabat et al., 2013). Contudo, os métodos moleculares, por
permitirem uma melhor discriminacdo entre isolados quando comparados aos testes fenotipicos
sdo cada vez mais utilizados (Faria et al., 2008). Os métodos moleculares mais utilizados em
Staphylococcus spp. resistentes a meticilina sdo a eletroforese em gel de campo pulsado,
sequenciamento de maultiplos loci, tipagem spa e tipagem SCCmec, entretanto estes métodos se

tornam mais onerosos na rotina clinica.
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Quadro 1. Caracteristicas que diferenciam S. pseudintermedius de outras espécies de
Staphylococcus coagulase-positivas e relacionadas.

Caracteristicas 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Aerobiose + - + + + + + n +
Catalase + + - + + + + + +
Diametro da + + - + + - + + +
colénia > 5mm

Pigmento - + - - - - - - -
Coagulase + + + + D- - + + +
Clumping factor - + - D - + - - -
DNase + + + + + + + - +
Hemolise + + + + - + + + +
R-hemolise + D + + - + ND ND +
Teste de Voges— + + - w - + + - -
Proskauer

Pirrolidonil arilamidase + - - + - + D ND ND
Producéo 4cida:

Maltose + + + -lw - - D + +
Sacarose + + + + + - - + ND
D-trealose + + - + D+ D - - +
D-xylose - - - - - - - - +
Sensibilidade a:

Acriflavina + - ND + (+) + ¢
Polimixina + - ND + (+) OGO

As classes sdo representadas pela seguinte numeracdo, 1: S. pseudintermedius sp. nov.; 2:
S. aureus subsp. aureus; 3: S. aureus subsp. anaerdbio; 4: S. intermedius; 5: S. hyicus; 6: S.
schleiferi subsp. schleiferi; 7: S. schleiferi subsp. coagulanos; 8: S. Delphini; 9: S. lutrae. As
caracteristicas sdo pontuadas da seguinte forma: D, dependente de tensdo; D +, geralmente
positivo; D-, geralmente negativo; ND, ndo determinado; W, fraco; os resultados mostrados entre
parénteses foram testados com a cepa do tipo no presente estudo. Fonte: Luc et al. (2005).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta dissertacdo estdo apresentados na forma de artigo cientifico intitulado:

“Resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus spp. isolados de cées e gatos da Regido da

Serra Gaucha, Rio Grande do Sul, Brasil”.
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“Resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus spp. isolados de cées e gatos da Regido da

Serra Gaucha, Rio Grande do Sul, Brasil”.

RESUMO

A resisténcia antimicrobiana é considerada uma das principais ameacas globais a salude
mundial. Entre as bactérias que frequentemente apresentam resisténcia estdo as Staphylococcus
resistente a meticilina (MRS), sejam elas S. aureus (MRSA) ou S. pseudintermedius (MRSP).
Elas sdo bactérias comuns resistentes a multiplas drogas (multirresistentes), podendo estar
presentes em animais € humanos causando infec¢bes de dificil tratamento. Além do mais ha
possibilidade de transmissdo entre humanos e animais, devido ao contato proximo entre 0s
mesmos. Portanto, o objetivo deste estudo foi conhecer a resisténcia antimicrobiana de
Staphylococcus spp. isolado de cées e gatos da Regido da Serra Gaucha, Rio Grande do Sul,
Brasil. Para isto, suabes de diferentes regides do corpo de 90 animais (cdes e gatos) foram
coletados e analisados. A partir de isolamento bacteriano, foi possivel identificar 94 isolados de
Staphylococcus sp., sendo que 38,2% destes isolados eram bactérias multirresistentes, 22,4%
eram resistentes a meticilina (MRS) e 24,4% eram multirresistentes sem a presenca de resisténcia
a meticilina. Conclui-se que bactérias MRS e multirresistentes estdo presentes em cées e gatos da

Serra Gaucha em uma frequéncia preocupante.

Palavras-chave: resisténcia, Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus aureus,

meticilina.

28



ABSTRACT

Antimicrobial resistance is considered one of the main global threats to global health.
Among the bacteria that often show resistance are methicillin-resistant Staphylococcus (MRS),
whether they are S. aureus (MRSA) or S. pseudintermedius (MRSP). They are common bacteria
resistant to multiple drugs (multi-resistant), and can be present in animals and humans causing
infections that are difficult to treat. Furthermore, there is a possibility of transmission between
humans and animals, due to close contact between them. Therefore, the aim of this study was to
understand the antimicrobial resistance of Staphylococcus spp. isolated from dogs and cats in the
Serra Gaucha Region, Rio Grande do Sul, Brazil. For this, Swabians from different regions of
the body of 90 animals (dogs and cats) were collected and analyzed. From bacterial isolation, 94
Staphylococcus sp. methicillin resistance. It is concluded that MRS and multiresistant bacteria

are present in dogs and cats of Serra Galcha in a worrying frequency.

Keywords: resistant, Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus aureus,

methicillin.
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Introducgéo

A resisténcia antimicrobiana é considerada uma das dez principais ameagas globais a
salde mundial, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2019). A principal causa do
aumento na resisténcia em bactérias patogénicas € o aumento do uso de antibioticos tanto em
animais como em humanos (Fedesa, 2000). A transferéncia horizontal de genes de resisténcia
pode ocorrer entre bactérias transmitidas de humanos a animais ou de animais a humanos

(Guardabassi, 2004).

Staphylococcus aureus e Staphylococcus pseudintermedius estdo recebendo atencdo na
medicina humana e veterinaria devido ao aumento de relatos de resisténcia a meticilina. Os
animais de estimacdo vém sendo considerados reservatorios de S. aureus resistente a meticilina
(MRSA) em casos de infeccGes humanas refratarias ou recorrentes (Loeffler & Lloyd, 2010).
Além disso, também ha relatos de seres humanos colonizados por S. pseudintermedius resistente

a meticilina (MRSP) (Guardabassi et al., 2004; Frank & Loeffler, 2012).

Os Staphylococcus resistentes a meticilina (MRS) possuem o gene mecA, que codifica
uma proteina de ligacdo especifica a penicilina (PBP2a) com baixa afinidade a todos os R3-
lactamicos (penicilinas, cefalosporinas e carbapenemos) (Berger, 2002). Importantemente, esta
classe de antimicrobianos é opcdo de primeira escolha no tratamento de varias doencas

infecciosas em medicina veterinaria (Louis et al., 2010).

O gene mecA e seu sistema regulatério sdo encontrados em um elemento genético mével
chamado cromossomo Staphylococcal Cassette Mec (SCCmec) que se integra no cromossomo
(Ito et al., 2001). SCCmec pode conter outros importantes genes de resisténcia (IWG-SCC,

2013), surgindo assim uma corresisténcia a outras classes de antibioticos comumente utilizadas.
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Ha varios estudos que mostraram uma maior frequéncia de cepas MRSP resistentes a
muito mais classes de antibioticos que as cepas MRSA (Paul et al., 2011; Couto et al., 2011),
tornando o tratamento das infe¢des provocadas por MRSP um importante desafio terapéutico. A
transferéncia de genes de resisténcia pode envolver espécies patogénicas, bem como membros da
microbiota normal originarios dos dois hospedeiros (Guardabassi, 2004).

Diante disso nos preocupamos com transmissdo dos genes de resisténcia entre bactérias
de humanos e animais de companhia, visto que atualmente existe uma grande proximidade
interespécies. Para obtermos mais conhecimento sobre a presenca de bactérias resistentes em
nossa regido, este estudo avaliou a resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus spp. isolados
de cdes e gatos da Regido da Serra Gaucha, Rio Grande do Sul, Brasil. Além de tracar o perfil
epidemiolégico de animais colonizados por Staphylococcus spp. resistentes e fatores de risco

para a transmissao entre animais e humanos de genes de resisténcia.

Material e métodos
Animais

Amostras foram coletadas de 90 animais (66 caninos e 24 felinos) no periodo de
novembro de 2018 a abril de 2019 na regido da Serra Galucha (Rio Grande do Sul, Brasil). Os
animais eram provenientes de um projeto de esterilizacdo realizado pela Universidade de Caxias
do Sul, portanto, eram todos, aparentemente, saudaveis. Animais atendidos em clinicas
veterinarias também foram amostrados. As amostras foram coletadas apds o consentimento e
assinatura do termo de autorizagdo pelos tutores dos animais. O estudo foi aprovado pelo

Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade de Caxias do Sul, de acordo com os
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preceitos da Lei n. 11.794 de 08 de outubro de 2008 e do Decreto n. 6.899 de 15 de julho de
20009.

Foram coletados suabes de cinco pontos diferentes de cada animal, sendo eles: pele,
ouvido, perianal, axila, nasal; totalizando 450 suabes. No procedimento, 0s suabes estéreis foram
gentilmente passados em cada regido e imediatamente armazenados em meio de conservagéo e
transporte Stuart, devidamente identificados para cada animal. Apos a coleta, as amostras foram
mantidas sob refrigeracdo por um periodo maximo de 48 horas, até sua chegada ao laboratorio
para processamento.

A fim de obter-se maiores informacdes epidemioldgicas um questionario foi aplicado aos
tutores, com perguntas referentes ao convivio dos animais com seus tutores, uso de
medicamentos, doencas anteriores, nimero de individuos residentes na casa, entre outras, que

estdo descritas na Tabela 2.

Isolamento e identificacdo bacteriana

Os suabes foram semeados em placas contendo agar sangue e incubados por 24 horas a
temperatura de 37°C. As coldnias com morfologia compativel com Staphylococcus foram
repicadas em agar manitol para isolamento por mais 24 horas de cultivo a 37°C. Apo6s
crescimento em agar manitol, os isolados foram corados pela técnica de Gram para analise

morfoldgica.

Os testes de coagulase foram realizados com plasma de coelho liofilizado (Newprov®),
onde uma coldnia de bactéria foi suspendida em meio BHI liquido e adicionada 10 pl da
suspensdo a um microtubo contendo 100 ul de plasma de coelho. Apos 4 horas de incubacdo em

estufa a 37°C foi realizada a primeira analise de coagulagdo e a ultima anélise foi realizada em
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24 horas de incubagédo. O teste de catalase foi realizado a partir da reagédo de uma colonia de
bactéria com uma gota de peroxido de hidrogénio (10%) sob uma lamina, as amostras que

formavam borbulhamento foram consideradas catalase positivas.

Para diferenciar S. aureus de S. pseudintermedius, os isolados foram submetidos a teste
de susceptibilidade a polimixina pelo método de difusdo de discos (conforme descrito abaixo).
Staphylococcus resistentes foram classificados como S. aureus e 0s sensiveis como S.

pseudintermedius.

Testes de susceptibilidade a antibidticos

Os testes de susceptibilidade aos antibioticos foram realizados pelo método de difuséo de
discos em &gar Muller-Hinton de acordo com o Clinical and Laboratory Standard Institute
(CLSI, 2019). Apos o isolamento, as amostras foram inoculadas em solucéo salina até obtengéo
de grau de turbidez de 0,5 na Escala de McFarland. Assim, por meio de haste de algodao estéril o
material foi estriado em toda a extensdo da placa de agar Mueller-Hinton para a realizagdo do
antibiograma. Apds foram distribuidos os discos de antimicrobianos, onde foi testado além da
resisténcia a meticilina, suscetibilidade a mais cinco classes de antibidticos sendo elas:
sulfonamidas, aminoglicosideos, tetraciclinas, quinolonas, macrolideos, para isso foram
utilizados os seguintes discos de antibidticos: polimixina (300Ul), oxacilina (1pg), eritromicina
(15ug), penicilina G (10UI), azitromicina (15ug), amoxicilina + &c. clavulanico (20/10ug),
enrofloxacina (5ug), sulfadiazina+timetropin (1,25ug/23,75ug), ceftriaxona (30ug), neomicina
(30mcg), tetraciclina (30ug) e gentamicina (10ug). Apds incubacdo por 24 horas em estufa a

37°C, foi realizada a leitura em milimetros do didmetro dos halos de inibicdo formados. A
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classificacdo das bactérias em resistentes ou suscetiveis foi realizada conforme sugerido pela

CLSI (2019).

Anélise estatistica
Os dados foram analisados usando a correlagéo de Pearson para avaliar diferengas entre
animais e tutores com distintos historicos, hébitos e comportamentos. Todas as analises foram

realizadas no pacote estatistico IBM SPSS Verséo 20.

RESULTADOS

Um total de 94 isolados (60 em cées e 34 em gatos) de Staphylococcus spp. foram
identificados de 57,8% dos animais (52/90), sendo 38 de cdes e 14 de gatos. Cerca de 86,2%
(81/94) dos isolados consistiam em Staphylococcus pseudintermedius e 13,8% (13/94) em

Staphylococcus spp. coagulase-negativas.

A regido do corpo dos cées e gatos (Figura 1) que apresentou o maior nimero de isolados
bacterianos foi a conjuntiva nasal 17,8% e o pavilhdo auricular 14,2%, respectivamente.
Entretanto, em cédes o pavilhdo auricular foi a regido que apresentou a menor frequéncia de
isolados (8,33%). Em gatos, as regides com a menores frequéncias de isolados foram a regido

perianal e conjuntiva ocular, ambas com apenas 3,75%.
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Figura 1. Frequéncia de isolamento de Staphylococcus spp. por regido do corpo em cées e
gatos coletados.

Dos 94 isolados de Staphylococcus sp. da populagdo geral entre caninos e felinos, 38,2%
foram classificados como multirresistentes e 22,4% como resistentes a meticilina. Ao observar o
perfil de resisténcia por espécie bacteriana, pode-se classificar 14,9% de isolados como
Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP), 7,5% Staphylococcus sp.
coagulase-negativa resistentes a meticilina (MRS) (Tabela 1). Das amostras resistentes a
meticilina, 57,1% foram multirresistentes, resistente a duas classes ou mais de antibioticos,
enquanto os Staphylococcus spp. sensiveis a todos antimicrobianos compreenderam 52,2% dos

isolados.

Tanto os Staphylococcus spp. que foram resistentes a meticilina (n=20), quantos aqueles
que foram multirresistentes (n=33), foram isolados principalmente da conjuntiva ocular (28,3%,
15/53) e conjuntiva nasal (26,4%, 14/20) de cdes e gatos. A frequéncia da espécie de

estafilococos e de tipo de resisténcia foram similares entre ambas espécies estudadas.
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Tabela 1. Bactérias isoladas em cées e gatos e classificacdo conforme espécie bacteriana e
resisténcia aos antibidticos.

Espécie bacteriana, resisténcia

e numero de isolados Total (n=94) Cées (n=60) Gatos (n=34)
S.pseudintermedius 86,20% 88,30% 82,30%
Sensivel 47,90 48,30 47,10
MRSP 6,4 6,70 5,90
MRSP/multirresistente 8,50 8,30 8,80
Multirresistente 23,40 25,0 20,50

Staphylococcus sp. coagulase-

negativa 13,80% 11,70% 17,70%
Sensivel 4,30 3,30 5,90
MRS 3,20 1,80 5,90
MRS/multirresistentes 4,30 3,30 5,90
Multirresistente 2,00 3,30 0
Total 100,00% 100,00% 100,00%

Legenda: MRSP (S. pseudintermedius resistente a metilicina), MRS (Staphylococcus sp.
resistente a metilicina) Multirresistentes (Resistentes a duas ou mais classes de antibi6ticos).

As classes de antibioticos testadas foram avaliadas conforme resisténcia demonstrada na
Figura 2. Pode se observar que as maiores frequéncias de resisténcia foram contra os R-

lactdmicos em 61,7% (58/94) dos isolados, seguido dos macrolideos em 44,6% (42/94).
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Figura 2. Resisténcia bacteriana conforme as classes de antibidticos

Classes de antimicrobianos: p-lactdmicos (penicilina, ceftriaxona, oxacilina),
aminoglicosideo  (gentamicina, neomicina), macrolideos (azitromicina, eritromicina),
tetraciclinas (tetraciclina), quinolonas (ciprofloxacina), sulfonamidas (sulfametoxazol +
trimetoprima) e fluoquinolonas (enrofloxacina).

Quando avaliado a resisténcia a cada antibidtico, observou-se que resisténcia a seis
antibidticos estava presente em pelo menos 18% dos isolados (Figura 3). Resisténcia a penicilina
foi a mais frequente nos isolados (55,3%), seguido de resisténcia a eritromicina (23,4%) e a
oxacilina (22,3%). No entanto, apenas o antibidtico amoxicilina + &c. clavulanico nao apresentou
nenhuma isolado resistente, contudo este antibiético é um R-lactdmico que pode conferir

resisténcia as amostras resistentes a oxacilina.
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Figura 3. Resisténcia bacteriana aos diferentes antibidticos testados no
antibiograma das amostras isoladas.

Dados epidemiol6gicos

Com o questionario aplicado aos tutores (Tabela 2) foi possivel observar que grande parte

dos animais vivia dentro de casa, eram vacinados e vermifugados.

A maioria dos animais que tiveram isolados de Staphylococcus spp. resistentes a
meticilina ou multirresistentes nunca foram tratados com antibi6ticos e conviviam com outros
animais na casa. Dos animais que ja tinham sido tratados com antibi6tico, em apenas um foi

escolhido o antibi6tico com base em diagnostico laboratorial.
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Tabela 2. Questionério para inquérito epidemiolédgico considerando o convivio dos animais

com seus tutores e a presenca de Staphylococcus spp. e resisténcia.

Sensiveis/sem

MRS Multirresistentes crescimento Total
Vive no patio 8 1 24 43
Vive dentro de casa 9 16 33 58
Vive na rua 2 1 12 15
NR/outro 3 1 4 8
Dorme com tutores?
Ndo 8 11 39 o8
Sim 2 13 21
As vezes 6 20
NR 1 3
Vacinado?
Nao 9 12 22 43
NR/outro 1 2 10 13
Vermifugado?
Nao 6 8 10 24
sim 9 14 45 68
NR/outro 2 1 7 10
Tratamento com antibioticos?
Nao 12 15 45 12
Sim 4 7 14 25
NR/outro 1 1 3 5
Ja selecionou o melhor antibidtico?
Néo 14 19 55 5
Sim 1 1 3
NR/outro 2 3 4
Perda de algum animal na residéncia no
ultimo ano?
Nao 13 16 43 2
Sim 3 7 17 27
NR/outro 1 0 2 3
Ha recém-nascidos residéncia? (até 1
més de idade)
Nao 16 22 60 98
Sim 0 0
NR/outro 1 1 1 3

Ha bebés na residéncia? (1 a 17 meses de
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idade)
N&o
Sim
NR/outro

Ha criancas na residéncia? (18 meses a

17 anos de idade)
Nao
Sim
NR/outro
Ha idosos na residéncia? (60 ou mais
anos de idade)
N&o
Sim
NR/outro
Ha outros animais na residéncia?
Nao
Sim
NR/outro
Houve casos de infec¢éo

respiratéria/conjuntivite/gastroenterite/e

tc. no Ultimo ano em individuos na
residéncia?

Nao

Sim

NR/outro
Houve hospitalizacéo prolongada de

individuos nos ultimos trés meses (mais

de 7 dias)
Nao
Sim
NR/outro

Foram realizados procedimentos
cirdrgicos nos altimos trés meses? (no
tutor)

N&o

Sim

NR/outro
Houve terapia com ATM nos Gltimos
trés meses (no tutor)

N&o

Sim

NR/outro
Evidenciou presenca de alguma leséo

dermatoldgica nos altimos trés meses?
(no tutor)

15

12

12

16

16

16

15

21

18

17

13

22

22

22

17

60

42
19

49
12

16
45

49
12

59

61

16
45

96

72
25

78
20

33
66

87
12

97

99

48
51
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N0 16 2/2 57 95

Sim 0 0 4 4
NR/outro 1 1

Hé na familia parente com doenca

imunossupressora?
Néao 16 21 61 98
Sim 0 1 0
NR/outro 1 1 1 :

MRS: Resistentes a meticilina; Multirresisténcia: duas classes ou mais de antibiéticos. NR/outro:
ndo responderam, ou resposta ndo esta nas alternativas. Nenhum dos dados foi estatisticamente
significante (p < 0,005).

DISCUSSAO

Das 94 amostras isoladas de Staphylococcus spp. 22,4% tinham resisténcia a meticilina,
considerando o total de animais coletados tivemos uma média de 18,8% de animais positivos
para Staphylococcus resistentes a meticilina (17/90). Tivemos 7,5% das amostras isoladas
Staphylococcus coagulase-negativa resistentes a meticilina. Os Staphylococcus coagulase-
negativa (CoNS) apesar de possuirem menos fatores de viruléncia comparativamente aos
Staphylococcus coagulase-positiva (CoPS), possuem mais variantes genéticas resistentes a
meticilina, principalmente S. epidermidis e S. haemolyticus (Becker et al., 2014). Pouco tempo
apos a introducdo da meticilina, cerca de 10% dos isolados de S. epidermidis apresentava
resisténcia a mesma. Atualmente, a grande maioria das amostras clinicas de CoNS isolados
possui SCCmec, tendo os CoNS um importante papel como reservatorios destes elementos

genéticos para espécies de Staphylococcus clinicamente importantes (Becker et al., 2014).

Embora varios estudos tenham examinado a prevaléncia de MRSA e MRSP entre os animais
de companhia, estes estudos sdo em sua maioria realizados através de isolados de lesdes de pele

e outras infec¢des causadas por Staphylococcus spp. Ja estudos focados na colonizagdo de apenas
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animais saudaveis (sem sinais clinicos) que mantém contato proximo diario com seus donos
ainda sdo escassos. Gingrich et. al. (2011), em um estudo em animais de abrigo no Colorado,
EUA verificaram uma prevaléncia de 3% de MRSP e 0,5% de MRSA em cées. Na Eslovénia,
Vengust et.al. (2006) observaram que 1,5% dos cées saudaveis estavam colonizados por MRSP e
nenhum por MRSA foi encontrado. Estes estudos coincidem com o presente trabalho, onde néo
encontramos MRSA na populacdo canina saudavel, ainda que tenha sido identificado uma média

de MRSP mais elevada.

Das amostras resistentes a meticilina 57,1% foram multirresistentes, ou seja, resistentes a
pelo menos duas classes de antibidticos, concordando com estudos anteriores, que relatam que
SCCmec pode conter outros importantes genes de resisténcia (IWG-SCC, 2013), surgindo assim
uma corresisténcia a outras classes de antibidticos comumente utilizadas. Curiosamente, isolados
mecA-positivos devem ser resistentes a todas as penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e
cefalosporinas, independentemente dos resultados dos testes de suscetibilidade in vitro obtidos
com esses agentes (CLSI, 2013). Neste, todas as amostras apresentaram sensibilidade in vitro ao
antimicrobiano R-lactdmico amoxicilina + acido clavulanico, até mesmo os Staphylococcus
resistentes a meticilina. Acredita-se que isso pode ter ocorrido devido a uma fraca expressdo de

mecA na presenca de [3-lactamases distintas (oxacilina e cefoxitina).

O contato proximo entre animais domeésticos e humanos oferece condicdes favoraveis
para a transmissao de bactérias por contato direto ou através do ambiente doméstico (Mota et al,
2005). Embora ndo tenha apresentado uma significancia estatistica, em nosso estudo
evidenciamos que grande parte dos animais portadores de multirresisténcia vivem dentro das
residéncias e possuem contato proximo com seus tutores. Apesar de ndo evidenciar confianca

estatistica, € preocupante o nimero de animais que foram positivos para Staphylococcus spp.
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resistentes a meticilina que dormiam com seus tutores, na maioria destes casos também héa outros
animais na residéncia, o que pode ocasionar o transporte de genes de resisténcia de um animal
para outro e entre humanos e animais (Guardabassi et al., 2004). A transferéncia de genes de
resisténcia pode envolver espécies patogénicas, bem como membros do microbiota dos dois
hospedeiros.

Destaca-se que entre os 33 animais que ja tiveram tratamento com antimicrobianos,
apenas quatro realizaram exames para selecionar o melhor farmaco, evidenciando, assim, que o
tratamento empirico vem sendo realizado na prética veterindria. Preocupantemente, esta
prescricdo baseada empiricamente em sinais e sintomas sem fundamentacdo em testes de
suscetibilidade é um dos principais desencadeadores de patdgenos resistentes em ambientes

hospitalares (Menezes et al. 2017).

Por sua vez, as bactérias Staphylococcus aureus sdo colonizadoras conhecidas de felinos
saudaveis, entretanto, sua incidéncia pode sofrer grandes variages conforme estudos. Abraham
et al. tiveram em um estudo a colonizacdo de S. aureus confirmada em 34% dos gatos
clinicamente saudaveis, dados bastante diferentes de Bierowiec et al. (2016) em que a
prevaléncia de MRSA foi de 7% dos gatos saudaveis. trabalho ndo obtivemos nenhuma amostra
de MRSA. Entretanto uma conformacdo por métodos moleculares necessita ser realizada para

ofertar maior especificidade.

Em conclusdo, neste estudo foi identificado uma elevada incidéncia de cdes e gatos
saudaveis colonizados por MRSP e apresentando multirresisténcia na Regido da Serra Galcha, o
que pode ser decorrente do uso de antimicrobianos em animais domésticos. Destaca-se também

que animais com contato mais proximo com tutores apresentam maior propensao a aquisicdo de
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multirresisténcia. Assim, o contato proximo entre 0s animais de companhia e seus tutores pode

desencadear a transmissao de genes de resisténcia entre humanos e animais.
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5 CONCLUSOES FINAIS

Neste estudo observou-se uma elevada colonizagdo por Staphylococcus resistentes a
meticilina e multirresistentes em animais saudaveis na Regido Serra Galcha. Aparentemente, a
transmissdo de genes de resisténcia entre animais e humanos e multirresisténcia esta sendo
favorecida pelo contato proximo entre 0s animais e 0s seus tutores. Os resultados presentes neste
estudo indicam a presenca de MRS em animais clinicamente saudaveis, e alertam para 0 uso
prudente de antimicrobianos e a necessidade de programar medidas de prevencgéo para evitar a
disseminacéo de genes de resisténcia.

Como perspectivas, pretende-se realizar a identificagdo molecular das espécies
estafilococicas e confirmacdo do gene de resisténcia mecA através de métodos moleculares.
Destaca-se que a bacterioteca obtida neste estudo servira de base para elaboragdo de testes de

diagndstico e prospeccdo de farmacos com atividade antimicrobiana.
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