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Resumo

Objetivou-se avaliar a contaminacdo por Staphylococcus spp. resistentes a meticilina no campo operatério de
cadelas submetidas a ovariohisterectomia. Foram coletadas 40 amostras de swabs de pele (um por animal).
Posteriormente, essas amostras foram submetidas a analise microbiologica e molecular. Staphylococcus spp.
foram identificados em 16/40 (40%) das amostras, sendo todos Staphylococcus coagulase-positivos. Na prova
fenotipica de resisténcia aos antimicrobianos, 7/16 (43,75%) dos isolados foram resistentes a penicilina G,
8/16 (50%) a oxacilina, 2/16 (12,5%) a cefoxitina, 6/16 (37,5%) a cefalexina e 2/16 (12,5%) a amoxicilina
com acido clavulanico. Na avaliagdo de perfil genotipico, detectou-se o gene mecA em dois isolados e esses
foram identificados através do MALDI-TOF como Staphylococcus pseudintermedius. Os dados obtidos
revelaram o primeiro isolamento e identificacdo de Staphylococcus spp. resistentes a meticilina isolados em
caes no estado de Pernambuco, Brasil. O estudo corrobora a necessidade de monitorar o perfil de resisténcia a
antimicrobianos utilizados na medicina veterinaria e alerta para o risco que patdogenos multirresistentes podem
causar a saude humana e animal.
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Abstract

The objective was to evaluate the contamination by Staphylococcus spp. resistant to methicillin in the operative
field of female dogs submitted to ovariohysterectomy. Forty skin swab samples were collected (one per
animal). Subsequently, these samples were submitted to microbiological and molecular analysis.
Staphylococcus spp. were identified in 16/40 (40%) of the samples, all of which were coagulase-positive
Staphylococcus. In the antimicrobial resistance phenotypic test, 7/16 (43.75%) of the isolates were resistant to
penicillin G, 8/16 (50%) to oxacillin, to cefoxitin 2/16 (12.5%), to cephalexin 6 /16 (37.5%) and amoxicillin
with clavulanic acid 2/16 (12.5%). In the genotypic profile evaluation, the mec4 gene was detected in two
isolates and these were identified through MALDI-TOF as Staphylococcus pseudintermedius. The data
obtained revealed the first isolation and identification of Staphylococcus spp. methicillin-resistant strains
isolated from dogs in the state of Pernambuco, Brazil. The study supports the need to monitor the resistance
profile of antimicrobials used in veterinary medicine and alerts to the risk that multidrug-resistant pathogens
can cause to human and animal health.
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Introducao método na prevencdo de Infeccdo do Sitio
O uso de antimicrobianos como medida Cirtrgico (ISC), no entanto o uso indiscriminado
profilatica na medicina veterinaria ¢ um importante esta diretamente relacionado a selecdo de bactérias
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resistentes, razdo pela qual deve ser utilizada de
forma racional e justificada em cada situagdo
(Ferraz et al., 2001).

Sabe-se que a pele do animal ¢é a fonte mais
comum de infec¢do, sendo as bactérias do género
Staphylococcus as de maior importancia na clinica
médica e cirargica de animais de companhia
(Cemal et al., 2022). Dessa forma, o conhecimento
das espécies de microrganismos presentes no
campo operatorio assim como a sensibilidade
desses agentes frente a antimicrobianos ¢ uma
importante medida preventiva de ISC (Fernando et
al., 2015).

Apesar de culturas positivas para bactérias
no campo operatorio ndo indicarem quadros de
infeccdo (Singh e Weese, 2017), na medicina
humana, sdo descritos diferentes estudos
associando a ISC com os microrganismos presentes
no campo operatorio (Alexiou et al., 2017; Birhanu
e Endalamaw, 2020)

Entretanto, na Medicina Veteriniria ha
poucos dados correlacionando esses fatores
(Fernando et al., 2015). Ainda que a taxa de ISC
nos animais seja semelhante a encontrada em
humanos, variando entre 0,8% quando se trata de
qualquer tipo de procedimento cirargico, 3,6% a
15,8% para cirurgias de implante ortopédico e
18,1% para cirurgias consideradas contaminadas
(Singh e Weese, 2017).

Na  medicina  humana  existe o
monitoramento intensificado, o incentivo a
prevengdo e uso racional de antimicrobianos, no
entanto, na Medicina Veterinaria ndo ha comissoes
de controle de infecgdo hospitalar (Benedict et al.,
2008; Santos et al., 2012). Esse fato, faz com que
na Medicina Veterinaria, o wuso da terapia
antimicrobiana ainda seja controverso (Quessada et
al., 2013), sendo necessario maior monitoramento
no uso dos antimicrobianos para que haja controle
efetivo da ISC e da resisténcia microbiana (Ferraz
et al., 2001; Gagliardi et al., 2009).

Com isso, este estudo objetivou avaliar a
contaminagdo por Staphylococcus spp. resistentes
a meticilina no campo operatorio de cadelas
submetidas a ovariohisterectomia.

Material e Métodos

Amostragem

A amostragem deste estudo foi do tipo nao
probabilistica por conveniéncia (Sampaio, 1998).
O experimento foi realizado no setor de cirurgia do
Hospital Veterinario da Universidade Federal

Rural de Pernambuco (HV/UFRPE) e no
Laboratorio de Doengas Infectocontagiosas
(LDIC) do Departamento de Medicina Veterinaria
(DMV) da mesma instituigo.

Coleta de amostras e avaliacdo clinica dos animais

As coletas foram realizadas em 40 cadelas
higidas submetidas ao procedimento de
ovariosalpingohisterectomia (OSH) eletiva, sem
predilegd@o por raga. Os animais tinham idade entre
um e seis anos e peso corporeo entre sete e 13
quilos e foram submetidos a avalia¢@o clinica para
descartar doengas de pele, infecgdes e o risco
cirargico.  Foram  realizados  hemograma;
bioquimico com dosagem sérica das enzimas
alanina  aminotransferase =~ (ALT), asparato
transaminase (AST), fosfatase alcalina (FA), ureia
e creatinina; eletrocardiograma e ultrassonografia
abdominal. Os responsaveis pelas cadelas foram
orientados a banhar os animais com até 24 horas
antes do procedimento cirargico.

No dia da cirurgia, foi realizada a tricotomia
e remocgdo dos pelos livres com chumago de gaze
estéril, posteriormente, foi friccionado um swab
estéril embebido em solucao de caldo Miieller-
Hinton (Merck, Germany) no campo operatorio.
Foram coletados um total de 40 swabs de campo
operatorio, sendo um por animal.

Todas as coletas foram realizadas por uma
unica pessoa devidamente paramentada. A sala
cirargica foi mantida com a porta fechada para
impedir a entrada de pessoas que ndo faziam parte
da equipe e assim, minimizar a contaminag¢do do
ambiente e o risco de infec¢do para o paciente e
equipe cirargica.

Ap6s as coletas, os swabs foram colocados
em tubos estéreis contendo 2 mL de caldo Miieller-
Hinton (Merck, Germany) devidamente
identificados e enviados imediatamente para o
LDIC, para realizagdo da analise microbiologica.

Analise microbiologica

Os swabs foram semeados em Agar Base
acrescido de sangue ovino a 7%, por meio da
técnica de  esgotamento em  estrias e,
posteriormente, incubadas a 35 - 37 °C por 24 a 48
horas para o isolamento de Staphylococcus spp.
Decorrido esse periodo, foi realizada a técnica de
coloracdo de Gram para determinar a morfologia
dos agentes bacterianos (Stinghen et al., 2002).

Ap0s a avaliagdo morfotintorial, os isolados
de Staphylococcus spp. foram inoculados em tubos
contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI), a 35—
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37°C durante 24 horas. Decorrido esse periodo,
foram realizadas as provas bioquimicas de
coagulase e catalase (Silva et al., 2017).

Avaliagdo do perfil de resisténcia aos
antimicrobianos in vitro

Para a avaliagdo do perfil de resisténcia aos
antimicrobianos in vitro, foi realizada a técnica de
difusdo em disco em agar Mueller-Hinton (Merck,
Germany) dos isolados (Bauer et al., 1996). Para
realizacdo do teste, foram usados os discos
impregnados com amoxicilina + 4cido clavulanico
(20/10 pg), oxacilina (1 pg), penicilina G (10 pg),
cefalexina (30 pg) e cefoxitina (30 pg). A zona de
inibicdo foi interpretada apos 24 horas de
incuba¢do de acordo com o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015).

Pesquisa de gene de resisténcia e sequenciamento

Apos a avaliacdo do perfil de resisténcia
fenotipico in vitro, os isolados de Staphylococcus
spp. foram submetidos a pesquisa do gene mecA
pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os
isolados foram plaqueados novamente em Agar
Base acrescido de 7% de sangue ovino e incubadas
em estufa bacterioldgica a 37°C por 24 horas. Apos
esse periodo, foi empregada a técnica de extracdo
térmica para obtengdo do DNA de acordo com a
metodologia descrita por Malik et al. (2007), em
seguida foi quantificado e analisado quanto ao grau
de pureza em um espectrofotometro com realizagdo
das leituras em absorbancia de 230 nm, 260 nm e
280 nm.

Para pesquisa do gene mecA foram
utilizados os oligonucleotideos 2W (5'- TGG-
TAT-GTG-GAA-GTT-AGA-TTG-GGA-T-3') e
2X  (5'-CTA-ATC-TCA-TAT-GTG-TTC-CTG-
TAT-TGG-C-3") de acordo com a metodologia
proposta por Nakagawa et al. (2005). Os produtos
amplificados por PCR foram purificados usando o
Qiaquick Purification Kit (Qiagen®), seguindo as
recomendagoes do fabricante, e encaminhados para
sequenciamento no Center of Biological Sciences
(CCB) da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE).

Foi entio realizado um sequenciamento
bidirecional por protocolos padrio usando o
BigDye Terminator v3.1 Kit de sequenciamento de
ciclo (Applied Biosystems®), seguindo as
recomendacdes do fabricante, usando uma placa de
96 pogos e ciclado em um termociclador Veriti
(Applied Biosystems®) por 40 ciclos de 15s a
96°C, 15s a 56°C e 4min a 60°C em um

sequenciador ABI-PRISM 3130 automatizado
(Applied Biosystems®). Posteriormente, as
sequéncias foram analisadas com auxilio do
software Staden® (Hall, 1999) para comparacdo
com o banco de dados encontrado no Centro
Nacional de Informacdo Biotecnoldgica (NCBI)
usando a ferramenta basica de pesquisa de
alinhamento local (BLAST).
MALDI-TOF

Os isolados portadores do gene mecA foram
encaminhados para o Centro de Tecnologias
Estratégicas do Nordeste (CETENE) e submetidos
a técnica de Matrix Associated Laser Desorption-
lonization - Time of Flight (MALDI-TOF) para
identificacdo da espécie, para isso foi utilizada a
metodologia descrita por Wolters et al. (2011).

Estatistica
Todos os resultados obtidos foram expressos
em frequéncias absolutas e relativas (Field, 2009).

Resultados

Foram isoladas e identificadas espécies do
género Staphylococcus em 16/40 (40%) dos swabs
coletados, todas classificadas como
Staphylococcus coagulase-positivos (SCP). A
avaliagdo do perfil de resisténcia aos
antimicrobianos demonstrou um maior percentual
de sensibilidade para todos os antimicrobianos,
com excecao da cefalexina (Tabela 1).

Tabela 1. Perfil geral de resisténcia fenotipica aos

antimicrobianos de Staphylococcus spp. isolados em

sitio cirirgico
Principio ativo

Interpretacdo das zonas

Sen Int Res
Amoxicilina + 11/16 3/16 2/16
acido clavulanico
Cefalexina 0/16 10/16 6/16
Cefoxitina 12/16 2/16 2/16
Oxacilina 7/16 1/16 8/16
Penicilina G 9/16 0/16 7/16

*Sen= sensivel; Int= intermediaria; Res= resistente.

Dos isolados de SCP, 8/16 (50%)
apresentaram  resisténcia a oxacilina, seis
apresentaram resisténcia a no minimo trés dos
principios ativos testados. Entre os isolados
resistentes a oxacilina, sete também apresentaram
resisténcia a penicilina G, seis a cefalexina, dois a
CFO e¢ a AMC. Ainda, um deles apresentou
resisténcia a todos os antimicrobianos testados e o
outro foi sensivel apenas a cefoxitina. Oxacilina,
penicilina G e cefalexina foram os antimicrobianos
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que apresentaram maior taxa de resisténcia aos
isolados SCP, respectivamente, 50%, 43,7% e
37,5% (Tabela 2).

Dos 16 isolados de SCP, 2/16 (12,5%) foram
portadores do gene mecA. Esses tiveram o produto
amplificado  por PCR  submetido ao

sequenciamento que demonstrou 97% de
similaridade com cepas portadoras do gene mecA.
Os dois isolados portadores do gene mecA
foram identificados como  Staphylococcus
pseudintermedius pelo MALDI-TOF.

Tabela 2. Perfil de resisténcia fenotipica dos isolados de Staphylococcus coagulase-positivos.

Isolado PENG OXA CFO CFE AMC
(Gram +) (43,75%)* (50%)* (12,5%)* (37,5%)* (12,5%)*
SCP 1 S S S S S
SCP 2 S S S S S
SCP 3 S S S S S
SCP 4 R R I R S
SCP 5 S R S S S
SCP 6 S I S S S
SCP 7 S S S S S
SCP 8 R R S R I
SCP 9 R R R R R
SCP 10 R R S R R
SCP 11 S S S S S
SCP 12 S S S S S
SCP 13 S S S S S
SCP 14 R R I R I

SCP 15 R R R R I

SCP 16 R R S S S

*(%) porcentagem de resisténc;; S = Sensivel; I = Intermedidrio; R = Resistente; R = Sem formacao de halo; PENG = penicilina G;
OXA = Oxacilina; CFO = Cefoxitina; CFE = Cefalexina; AMC = Amoxicilina + acido clavulanico.

Discussao

Dentre os patégenos mais isolados em cées,
destacam-se as bactérias do género Staphylococcus
(Bourguignon et al, 2016). Na Medicina
Veterinaria de pequenos animais, esses
microrganismos estdo frequentemente associados
as infeccdes supurativas. Fernando et al. (2015)
relataram que a maioria dos casos de ISC
encontrada no centro cirirgico de pequenos
animais do Hospital Veterinario da Universidade
Estadual de Maringda foi causada por
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.

Em pesquisa realizada por Murta et al.
(2015), isolados de Staphylococcus spp. obtidos de
cdes com ISC exibiram resisténcia aos
antimicrobianos: ampicilina, cefalexicina,
cefalotina,  ciprofloxacina,  gentamicina e
tetraciclina. Devido a importancia clinica, o teste
de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizado
em todos os isolados Staphylococcus coagulase-
positivo deste estudo.

E importante mencionar que os animais
avaliados (40 cadelas) ndo fizeram uso de
antimicrobianos até 30 dias antes das coletas e, de
acordo com o relato dos tutores, a maioria sem
antibioticoterapia prolongada at¢é o momento da
cirurgia. Para realizagdo da OSH eletiva nas

cadelas do grupo experimental dessa pesquisa, nao
foram prescritos antimicrobianos no periodo pré-
operatorio, uma vez que de acordo com Brown et
al. (1997) e Whittem et al. (1999), a
antibioticoprofilaxia ndo ¢é recomendada para
procedimentos cirirgicos classificados como
limpos, por apresentar baixo risco de contaminagao
(menos que 5%), exceto se a cirurgia tiver duracéo
acima de 90 minutos, o que ndo ocorreu no presente
estudo.

Os resultados demonstraram que ocorreu
uma alta taxa de resisténcia nos isolados SPC,
principalmente a penicilina G e a cefalexina. E,
provavelmente, que diversos mecanismos de
resisténcia aos P-lactamicos sejam responsaveis
(Zhang et al., 2001).

A hiperproducdo de penicilinases pode
acarretar resisténcia a antimicrobianos mais
estaveis, como a meticilina (Brown, 2001), isso
pode explicar a alta frequéncia de SPC resistentes
a oxacilina. Dois isolados (SCP 9 e SCP 15)
apresentaram resisténcia a oxacilina e a cefoxitina
e, de acordo com Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2015), Staphylococcus
spp. que apresentem resisténcia a  esses
antimicrobianos sdo considerados resistentes a
outros B-lactdmicos de uso clinico (CLSI, 2015).
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Além de exibirem resisténcia fenotipica a
oxacilina e a cefoxitina, os dois isolados sdo
portadores do gene mecA, determinante genético
responsavel pela resisténcia aosp-lactaimicos, com
excecdo das cefalosporinas anti-MRS (MRS -
Staphylococcus resistentes a meticilina) como a
ceftarolina e ceftobiprole, ambas pertencentes a 5*
geracdo de cefalosporinas (Bond e Loeftler, 2012;
File et al., 2012).

O mecA é responsavel pela codificagdo das
proteinas de membrana denominadas PBP2’ou
PBP2a. Essas se ligam aos B-lactamicos e sofrem
alteragdo conformacional, ndo sofrendo mais a
acdo do farmaco, uma vez que sdo refratarias e
ainda que ligadas ao farmaco, desempenham sua
funcdo (Guignard et al., 2005). Dessa forma, as
cepas de Staphylococcus resistentes a meticilina
sdo consideradas, em todo o globo, um problema
de saude publica (Balakuntla et al., 2014).

A desativagdo enzimatica de B-lactamicos ¢
um dos varios mecanismos de resisténcia utilizados
pelos  Staphylococcus spp. Como estratégia
terapéutica para potencializar o efeito dos f-
lactamicos e inativar as possiveis penicilinases, €
realizada a associa¢do de P-lactamicos e acido
clavulanico (Drawz e Bonomo, 2010). Essa
potencializagdo ¢ exibida nos resultados do
antibiograma da amoxicilina associada ao acido
clavulanico, que foi um dos antimicrobianos mais
eficientes neste estudo.

Esse ¢ o primeiro relato de ocorréncia de
Staphylococcus spp. resistente a meticilina
(fenotipicamente e geneticamente) isolados de caes
em Pernambuco. Investigagdes sugerem que seres
humanos portadores assintomaticos de cepas
Staphylococcus spp. resistentes a meticilina
possam ser os principais responsaveis pela
contaminagdo de ambientes, vestimentas, além de
diversos equipamentos como bombas de infusao,
computadores, ar-condicionado, bem como
infectando pacientes humanos e animais apenas
pelo contato fisico (Weese et al., 2006; Hogan et
al., 2019).

Além disso, os animais domésticos tendem a
ser infectados por cepas de MRS que colonizam
portadores assintomaticos humanos, desse modo,
constituindo  reservatorios  dessas  bactérias
(Loeffler et al., 2005; Weese et al., 2006). Outros
estudos indicaram que o0s animais sejam
reservatorios de Staphylococcus spp. portadores do
gene mecA (Schnellmann et al., 2006; Laura et al.,
2021).

Os dois isolados portadores do gene mecA
foram identificados como da espécie S.
pseudintermedius. Ha relatos de que outras
espécies de Staphylococcus também podem
adquirir resisténcia a meticilina, como S.
intermedius e S. schleiferi (Hanselman et al.,
2009). Dentre as espécies, S. pseudintermedius é a
mais frequente isolada em caes (Devriese et al.,
2009), além disso, em pesquisa realizada no Brasil,
S. pseudintermedius foi responsavel por casos de
pioderma e foram identificados isolados portadores
do gene mecA (Bourguignon et al., 2016).

Apesar de S. pseudintermedius resistentes a
meticilina ~ serem  importantes  patdogenos
causadores de infecgdes em caes (Miedzobrodzki
et al., 2010; Freitas et al., 2013), ndo houve casos
de ISC nos animais avaliados nesse estudo. Mesmo
sem causar infecgdes, a deteccio de S
pseudintermedius resistentes a meticilina em
animais sadios, revela um importante dado
epidemiologico, pois Staphylococcus spp. sdo
reconhecidos mundialmente pela capacidade
evolutiva de adquirir genes interespécies
(Chambers e Deleo, 2009), especialmente, devido
as 13 regides do cassete cromossomal de
Staphylococcus (SCCmec), que possibilita portar
e/ou trocar genes responsaveis pela resisténcia aos
antimicrobianos (Baig et al., 2018).

Os mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos  pelos microrganismos tém
limitado o nimero disponivel de drogas eficazes,
reduzindo as interven¢des bem-sucedidas nos
tratamentos das infec¢des bacterianas (Douafer et
al., 2019). A escolha dos antimicrobianos muitas
vezes € realizada pelo espectro de aco, experiéncia
profissional, apelo comercial ou custo (Ribeiro et
al., 2006).

O uso inadequado dos antimicrobianos na
medicina humana e veterinaria colabora de forma
significativa para a selecdo de bactérias com genes
de resisténcia a antimicrobianos (Watkins e
Bonomo, 2020), o que torna a realizacdo do
antibiograma essencial para determinar uma
abordagem terapéutica mais adequada para na
clinica do paciente e eficaz como medida para
evitar a selecdo de bactérias resistentes (Duque-
Estrada et al., 2003; Pedersen et al., 2007). O
monitoramento molecular de genes de resisténcia é
uma importante ferramenta epidemiologica para
determinar os patégenos em animais de
companhia, pois dimensiona cepas que possam
causar riscos a satde humana e animal como
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Staphylococcus resistente a meticilina (Bruce et al.,
2022).

Conclusio

Os resultados demonstram a ocorréncia de
Staphylococcus pseudintermedius resistente a
meticilina em cadelas sadias submetidas a
ovariohisterectomia. Além disso, destaca-se a
necessidade de monitoramento do perfil de
resisténcia aos principios ativos, visto que muitos
microrganismos antes susceptiveis aos
antimicrobianos usualmente utilizados na medicina
veterinaria se tornaram resistentes aos mesmos
principios ativos. O acompanhamento clinico de
animais de companhia ¢ fundamental para prevenir
e controlar infecdes por patogenos
multirresistentes zoonoticos que representam um
grave risco para saude humana e animal.
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