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Resumo

Staphylococcus spp. causam varias enfermidades em humanos e animais. O crescente
desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos convencionais dificulta
o0 tratamento das infeccBes por esses micro-organismos, e € considerado problema de
salde humana e animal. Foi investigada a frequéncia e distribuicdo de clones de
Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (MRS) em equinos hospitalizados e
profissionais da area (médicos veterinarios e funcionarios), bem como avaliar possivel
transmissdo interespécies. Foram colhidas 131 amostras de suabe nasal de equinos e 35
de humanos, cultivados em &gar de ovo-telurite-glicina-piruvato (BD Baird-Parker
Agar®). Os micro-organismos foram submetidos & coloracdo de Gram, identificagdo por
provas bioquimicas e métodos genotipicos (PCR) e ITS-PCR para caracterizacdo das
espécies. A sensibilidade aos antimicrobianos foi determinada pelo método de
concentracdo inibitoria minima (MIC). O perfil clonal e identificacdo da estirpe dos
Staphylococcus spp. foi caracterizado por Eletroforese em Gel de Campo Pulsado
(PFGE) e pelo Multilocus sequence Typing (MLST). O género Staphylococcus foi
isolado em 17,5% (23/131) dos equinos, dos quais, 8,4% (11/131) foram identificados
como S. hyicus, 3,8% (5/131) S. aureus, 3,8% (5/131) S. pseudintermedius e 1,5%
(2/131) S. schleiferi. Foi detectado o gene mecA em um isolado de S. pseudintermedius.
Nos 35 humanos amostrados, foram identificados 40% (14/35) de S. aureus. A tipagem
molecular por PFGE possibilitou identificar similaridade clonal (C1) dos isolados de S.
aureus, obtido de duas pessoas da area Clinica Cirargica de Grandes Animais (CCGA)
e uma da area de Reproducdo de Grandes Animais (RGA). Foi possivel observar
similaridade entre os dois isolados de humanos da CCGA (C2), bem como entre as duas
estirpes de departamentos distintos (CCGA e RGA — C5). Entre os isolados de S. aureus
obtidas de equinos, obteve-se similaridade clonal entre os estafilococos provindos da
RGA e Clinica de Grandes Animais (CGA) (C3), e de pacientes da CCGA (C4). Em
quatro isolados foi identificado ST398, com similaridade clonal de 98,1% entre um
estafilococo de equino e o de humano. Foi observado maior frequéncia de isolados de S.
hyicus em equinos e S. aureus em humanos. O gene mecA foi detectado exclusivamente
em S. pseudintermedius origem equina. A similaridade clonal foi atribuida entre
isolados de S. aureus e S. hyicus de equinos, S. aureus de humanos, bem como entre as
duas espécies estudadas, tendo como principais fatores de risco, o tempo de internacéo e

0 contato direto entre as espécies.



Abstract

Staphylococcus spp. is a primary agent of a wide variety of infections in humans and
animals. The increasing of bacterial resistance of this microorganism to conventional
antimicrobial difficults the treatment of infections and is considered a problem in
human and animal health problem. The aim of this research was to investigate the
prevalence and distribution of Staphylococcus spp. resistant (MRS) and clones of
staphylococci in hospitalized horses and professionals with some contact of animals
(veterinarians and medical staff), and evaluate the possibility of interspecies
transmission. One hundred thirty-one samples were taken from nasal swabs of horses
and 35 humans, subjected to agar egg-glycine-tellurite-pyruvate (BD Baird-Parker
Agar®). The isolates were submitted to Gram staining and conventional biochemical
tests (catalase, coagulase, maltose, trehalose and mannitol) to phenotypic
characterization of the species. The antimicrobial susceptibility was determined by
minimum inhibitory concentration (MIC) method. The profile of clonal and strain
characterization of Staphylococcus spp. was realized by Pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) and Multilocus sequence Typing (MLST). Staphylococcus genus was isolated
in 17.5% (23/131) of horses, of which 8.4% (11/131) were S. hyicus, 3.8% (5/131) S.
aureus, 3,8% (5/131) S. pseudintermedius and 1,5% (2/131) of the S. schleiferi. mecA
gene was detected in one isolate of S. pseudintermedius (resistant to oxacillin). For the
35 humans sample was identified S. aureus in 40% (14/35). Molecular typing by PFGE
identified a cluster (C1) of the S. aureus, obtained from strains of Large Animal Surgery
Service (CCGA) and a Large Animal Breeding Service (RGA). It was observed
similarity between two human isolates from CCGA (C2), and between two strains of
different services (CCGA and RGA - C5). Among the samples of S. aureus obtained
from horses, it was similarity between clonal isolates from the RGA and Large Animal
Internal Medicine (CGA) (C3), and patients from CCGA (C4). Four strains was
identified as ST398, among them, clonal similarity of 98.1% between equine and human
strais. Higher frequency of S. hyicus was observed among horses and S. aureus from
humans. The mecA gene was identified exclusively in S. pseudintermedius (horses). The
clonal similarity was attributed between all samples and species studied, had the same

risk factors, the length of stay and direct contact between the species.



Introducéo

Staphylococcus aureus Meticilina Resistente (MRSA) é um patdgeno de pouca
especificidade, capaz de causar doenca em humanos e diversas espécies de animais.
Equinos hospitalizados podem carrear e disseminar o0 micro-organismo, tornando-se um
risco de infec¢do nosocomial tanto para humanos quanto para outras espécies animais
(Weese et al., 2005b; Van den Eede et al., 2012b; 2013).

A importancia no diagnostico nos animais e humanos acometidos nao se
restringe apenas ao isolamento do micro-organismo, mas também a detec¢do do gene
mecA (responsavel por conferir resisténcia do micro-organismo a meticilina) e varios
fatores de viruléncia que conferem ao S. aureus a capacidade de se multiplicar no
hospedeiro e dificultar a acdo de anticorpos e antimicrobianos. Staphylococcus aureus
apresenta populacdes clonais com linhagens disseminadas globalmente, refletindo na
tipificacdo molecular (CLSI, 2014). A Multilocus Sequence Typing (MLST) é o método
de escolha para determinar a genética da populacdo do patdgeno estudado, capaz de
reconhecer pequenas evolucBes de linhagens por sequenciamento de sete genes
conservados (housekeeping genes) para identificar o sequenciamento génico (ST) dos
isolados (Enright et al., 2000).

A ocorréncia de surtos de MRSA em hospitais humanos e veterinarios €
atribuida a diferentes fatores, como a exposi¢cdo prévia aos antimicrobianos e a
colonizagdo dos susceptiveis, agravados pelo estado de debilidade dos pacientes,
principalmente no p6s operatério, resultando em septicemias e Obitos (Weese, 2010).
Outra possibilidade é de que S. aureus sensivel a meticilina seja amplamente
disseminado entre os humanos e, posteriormente, transferido para cavalos, onde podem
adquirir um elemento SCCmec que é diferente daqueles verificados em humanos
(MRSA - ST254) (Cuny et al., 2006).

Com a crescente resisténcia bacteriana aos antimicrobianos convencionais, cComo
B-lactdmicos, penicilinas e a meticilina, tem se observado baixa eficacia dos tratamentos
relacionados ao MRSA, de modo que atualmente o protocolo terapéutico baseia-se no
uso da vancomicina, embora, ja sejam relatadas cepas resistentes a esse farmaco
(Hiramatsu, et al., 1997; Weigel, et al., 2003).

A deteccdo do MRSA ¢ rotineira em paises da América do Norte (Seguin et al.,
1999;Weese e Lefebvre, 2007) e Europa (Weese et al., 2006b; Witte et al., 2007;
Bergstrom et al., 2012), enquanto no Brasil poucos estudos (Lange et al., 1999; Maluta,



et al., 2010; Aquino et al., 2012) tém se preocupado em investigar o impacto de
estafilococos, coagulase positiva e negativa, meticilina resistentes em animais

domeésticos.
1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Etiologia

S. aureus € uma bactéria Gram positiva da familia Staphylococcaceae,
identificados microscopicamente como cocos agrupados (0,5 a 1,5 um de diametro),
pertencentes a microbiota da pele, conjuntivas e mucosas de humanos e animais. Possuli
grande numero de fatores de viruléncia, possibilitando ao patégeno causar infeccao,
ocasionalmente oportunistas, em vérias espécies animais (Gotz et al., 2006; Morgan,
2006; Weese, 2010; Van den Eede et al., 2012b).

1.2 Genoma

O genoma consiste em um cromossoma circular, com pouco mais de 2,8 milhdes
de bases (Mb), contendo profagos, plasmidios e transposons, carreando 2.800 genes
(Gill et al., 2005; Lindsay e Holden, 2006; Lindsay, 2010). O MRSA contém fatores de
viruléncia codificados por genes, os quais produzem enterotoxinas, leucocidinas (lesam
leucdcitos), hemolisinas (lesam eritrdcitos), adesinas (funcdo de fixacdo),
estafilocoagulase e formacdo de biofilme, responsaveis pela disseminagdo da bactéria
(Martino et al., 2010; Costa et al., 2011; Lin et al., 2011; Jamrozy et al., 2012). O gene
mecA esta presente no MRSA e é responsavel por codificar a Proteina Ligadora de
Penicilina modificada (PBP2a ou PBP2'), que apresenta baixa afinidade aos
antimicrobianos beta-lactamicos (Engemann et al., 2003; Melzer, et al., 2003).

1.3 Biologia celular (Viruléncia)

A parede celular estafilocdcica possui sua massa constituida de 50% por
peptidioglicanos, que sdo formados por subunidades polissacarideas de N-
acetilglucosamina e acido N-acetilmurédmico, com ligagdes f-1,4 (Gotz et al., 2006). O
peptidioglicano pode estimular a liberacdo de citocinas pelos macrofagos, ativacdo do
sistema complemento e a agregacdo de plaquetas. Diferencas na estrutura dos
peptidioglicanos entre os isolados podem contribuir para a viruléncia, com capacidade
de causar coagulagéo intravascular disseminada (Majcherczyk et al., 2003; Gotz et al.,
2006).



A maioria dos Staphylococcus spp. produz microcapsulas. Dos 11 sorotipos de
S. aureus microcapsulares polissacarideos existentes, os tipos 1 e 2 raramente afetam
humanos. Os tipos 5 e 8 séo responsaveis por 75% das infec¢bes humanas, os quais sao
produzidos pela maioria dos MRSA (Shinefield et al., 2002; Gotz et al., 2006).

S. aureus produzem inimeras toxinas que sdo agrupadas de acordo com seu
mecanismo de acdo. Citotoxinas, tais como proteina alfa (toxina de 33-kD), provocam a
formacédo de poros em membranas celulares e induzem reacbes pro-inflamatérias nas
células de mamiferos (Bhakdi e Tranum-Jensen, 1991). Os superantigenos pirogénicos
de toxinas estdo estruturalmente relacionados, compartilhando varios graus de
homologia da sequéncia de aminoacidos. Servem como superantigenos, ligando-se ao
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de proteinas classe Il, causando
extensa proliferacdo de células T e liberacdo de citocinas (Marrack e Kappler, 1990).
Diferentes dominios de moléculas de enterotoxinas sdo responsaveis por duas doengas
causadas por estas proteinas: a sindrome do choque toxico e a intoxicagdo alimentar
(Harris et al., 1993). O gene para a sindrome do choque toxico (TSST-1) é encontrado
em 20% dos S. aureus isolados. Apesar da pequena homologia da sequéncia de
aminoacidos, a toxina 1 da sindrome do choque toxico (toxina 1) € estruturalmente
similar as enterotoxinas B e C (Marrack e Kappler, 1990).

A toxina Panton-Valentine Leucocidina tem sido epidemiologicamente
associada a infeccBes cutaneas graves em humanos, causando necrose tecidual e
destruicdo de leucdcitos, resultando em poros na membrana celular (Lin et al., 2011).

As infeccBes estafilococdcicas apresentam indmeros painéis determinantes de
viruléncia, como nos estagios iniciais da infec¢do, quando a expressdo de proteinas de
superficie que se ligam as moléculas de proteinas da matriz extracelular favorece a
colonizacdo ao tecido do hospedeiro, enquanto que a sintese de exoproteinas favorece a
propagacdo para os tecidos adjacentes (Cheung et al., 1994; Novic, 2003). A
estafilocoagulase é uma proteina que reage com a protrombina formando
estafilotrombina, capaz de coagular o sangue ao converter fibrinogénio em fibrina
(Costa et al., 2011). O operon agr € responsavel por induzir a expressao de exoproteinas
(proteinas extracelulares), enquanto suprime a expressdo da proteina de superficie,
através da deteccdo da densidade populacional (bacteriana) (Novic, 2003; Ji et al.,
1995).



1.4 Epidemiologia

Na década de 60 surgiram os primeiros relatos de internaces de humanos
acometidos por MRSA. No entanto, somente no inicio dos anos 1980 a situacdo tornou-
se critica, com alta mortalidade dos pacientes infectados. Dados de estudo realizado ha
mais de 20 anos pela Auditoria Oficial Nacional do Estado (Reino Unido) mostraram
que infecgdes por MRSA eram a causa de morte de aproximadamente 5.000 pessoas por
ano (Bourn, 2000). Em equinos, os primeiros relatos de MRSA datam de 1989, com
infeccbes esporadicas atribuidas a transmissdo direta por humanos (Ubukata et al.,
1989; Weese, 2010), acometendo éguas (endometrite), e animais com feridas
traumaticas e poés-cirurgicas (Bergstrom et al., 2012). Em equinos hospitalizados, as
infeccbes por MRSA ja foram constatadas em diversos 6rgdos e tecidos, como nas
articulacbes, pele e em feridas cirdrgicas, bem como, pneumonia, metrites,
onfaloflebites, sinusites e septicemias, com diferentes graus de severidade (Weese,
2010).

S. aureus resistente a meticilina € um dos principais causadores de infec¢bes
hospitalares e tem mostrado aumento crescente de resisténcia a inumeras classes de
antimicrobianos (Enright et al., 2002). Estudos realizados por Melzer et al. (2003) em
hospital humano na Inglaterra, comprovaram que a proporcdo de pacientes em
bacteremia causadas por MRSA, e que evoluiram para 6bito foi de 11,8% (45/382),
enguanto em pacientes infectados por S. aureus sensivel a meticilina (MSSA) foi de
5,1% (22/382). Weese e Lefebvre (2007) investigaram a prevaléncia do agente apds
realizacdo do suabe nasal em todos os cavalos atendidos em Ontario Veterinary College
—Veterinary Teaching Hospital, concluindo que 2% dos animais eram infectados nas
primeiras 24 horas apds hospitalizacdo. Na Suécia, Bergstrém et al. (2012) apds coletas
de suabe nasal e de feridas de equinos, demonstraram que havia resisténcia dos isolados
de estafilococos aos beta-lactdmicos, ciprofloxacino, gentamicina, canamicina,
tetraciclina e trimetroprim, com sensibilidade dos isolados apenas para eritromicina,
clindomicina e &cido fusidico; e confirmaram o diagnostico de MRSA (gene mecA)
nessas amostras apos realizagdo de PCR.

Na Alemanha, Witte et al. (2007) coletaram suabe nasal de funcionarios e de feridas
infeccionadas de animais admitidos em um hospital veterindrio, comprovando a
transmissdo entre espécies com base nos resultados do MLST, a qual demonstrou

predominio da linhagem ST398, que apresentava as mesmas caracteristicas fenotipicas



em todos os hospedeiros. Weese et al. (2006b) colheram suabe nasal de 2283 cavalos
entre outubro de 2002 e junho de 2004, dos quais 61 apresentaram MRSA no momento
da admissdo. Destes, 53 adquiriram ao longo da hospitalizacdo (ndo foi possivel
determinar 0 momento de infeccdo), totalizando 120 animais positivos (2,7%).
Curiosamente, estes achados se assemelham aos encontrados em hospitais humanos.
Apesar da deteccdo de MRSA em equinos e humanos contactantes em outros paises
(Ubukata et al., 1989; Weese, 2010; Martino et al., 2010; Bergstrom et al., 2012), ndo
foi encontrado nenhum estudo sistematizado de prevaléncia no Brasil com intuito de
associar o isolamento de estafilococos mecA positivos em equinos e humanos que

manipulam estes animais, bem como o potencial de transmisséo interespécie.

1.4.1 Colonizacéo e infeccéo
Os estafilococos estédo difundidos globalmente (Harrison et al., 2014, Lin et al.,

2011). Observa-se, entretanto, maior incidéncia de MRSA em animais criados para
producdo de carne, onde a densidade populacional é superior em compara¢do com as
criacbes de equinos. Equinos com alto valor econébmico é a espécie animal mais
propensa a desenvolver a infeccdo, usualmente por presentarem contato mais estreito
com médicos veterinarios e tratadores. A contaminacdo por MRSA pode ocorrer em
cavalos higidos, os quais podem ou nao desenvolver os sinais clinicos da doenca.
Contudo, tornam-se fontes de infeccdo para humanos (Weese, 2010; Martino et al.,
2010).

A ocorréncia de isolados MRSA tornou-se probema também para os hospitais
veterinarios, bem como para as fazendas de criacdo de equinos, afetando principalmente
potros (Weese et al., 2005b). Pessoas colonizadas por S. aureus tem maior risco de
infeccdes. Altas taxas de colonizacdo sdo relatadas em pacientes com diabetes melitus
tipo 1, usuéarios de drogas intravenosas, pacientes submetidos a hemodidlise, cirdrgicos
e com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Pacientes com déficit
quantitativo ou qualitativo da funcdo leucocitaria possuem grande predisposicdo a
infeccbes por S. aureus (Casewell, 1986; Sanford et al., 1994). Em hospitais
veterinarios, 9,3% das pessoas que trabalham diretamente com equinos, ou em unidades
de tratamento intensivo com potros, podem estar colonizadas quando se possui ao
menos um paciente humano positivo para a enfermidade (Weese, 2006a). Ja em equinos
hospitalizados, a infeccdo nosocomial pode oscilar entre 10 e 40% de MRSA do total de
S. aureus isolados (Cuny et al., 2006). A analise génica realizada em isolados obtidos



em hospitais veterinarios confirmam a possibilidade de transmissdo entre humanos e

equinos (Moodley et al., 2006).

1.4.2 Transmissdo
A difusdo do patdégeno no ambiente hospitalar é rapida, principalmente nos casos

de pacientes imunologicamente comprometidos e/ou com lesdes cutaneas que facilitam
a colonizacdo da bactéria. Médicos veterinarios e funcionarios que trabalham
diretamente com animais de producéo, podem carrear 0 micro-organismo e representam
fonte de infeccdo (Morgan, 2008; Van den Eede et al., 2012b). A narina € o local onde
S. aureus € comumente isolado, seguido do sistema urinario e feridas nao cicatrizadas, o
que possibilita a bactéria distribuir-se facilmente para os tecidos adjacentes e a corrente
sanguinea. A formacédo de biofilme em catéter venoso e dispositivos intravasculares ou
cutaneos € muito frequente, o que possibilita facil acesso da bactéria a corrente
sanguinea, capaz de causar septicemia (Moodley et al., 2006).

Pessoas colonizadas por S. aureus tém maiores chances de se tornarem
infectadas. A maioria dos casos de infeccdo nosocomial ocorre por exposi¢cdo das maos
das pessoas que cuidam de pacientes ap0s terem sido previamente colonizados ou por
contato com pacientes infectados (Weese et al., 2006a).

Existem varios fatores de risco associados a infeccdo estafilococica, embora o
contato direto entre humanos e equinos seja descrita como primordial. Weese et al.
(2005a) em Ontério (Canada) e Nova lorque (EUA), relataram que em fazendas de
criacdo de equinos colonizados por MRSA, existia a0 menos um humano colonizado
por algum subtipo indistinguivel, tendo como fator de risco o contato regular com mais
de 20 animais. J& para equinos, o Unico fator de risco encontrado era o fato de haver

mais de 20 animais residentes no mesmo haras.

1.5 Fisiopatologia

S. aureus possui grande numero de fatores de viruléncia (FV) associada a
patogénese da infeccdo. Estes FV podem atuar em conjunto ou isoladamente. S. aureus
é capaz de colonizar as narinas, axilas, faringe, conjuntivas, glandula mamaria ou a
superficie da pele lesionada. As infeccBes ocorrem quando ha lesdes de pele ou quebra
da barreira natural da mucosa, possibilitando o acesso da bactéria a corrente sanguinea
ou tecidos adjacentes (Noble et al., 1967; Casewell e Hill, 1986b). As narinas séo o
principal reservatério para S. aureus. Aparentemente a mucina € a principal superficie

para a colonizacao inicial do hospedeiro por um processo que envolve interacfes entre a



proteina do estafilococos e o carboidrato de mucina. A fungdo de IgA secretoria ou
adesinas de estafilococos ainda s&o pouco conhecidas na fisiopatogenia (Shuter et al.,
1996).

1.6 InfecgOes invasivas

Bacteremias causadas por S. aureus podem evoluir para graves complicagoes,
como endocardite, infeccdo metastatica, ou a sindrome séptica. A célula endotelial é o
principal alvo do patdgeno. Os estafilococcos aderem as células endoteliais e se ligam
mediante interacbes receptor-adesina (Tompkins et al., 1990). Estudos in vitro
demonstram que, apds a adesdo, os estafilococos sdo fagocitados pelas células
endoteliais. O ambiente intracelular protege a bactéria do mecanismo de defesa do
hospedeiro, bem como dos efeitos bactericidas dos antimicrobianos (Ogawa et al., 1985,
Hamill et al., 1986).

A aderéncia de S. aureus ao trombo formado pela juncdo de plaquetas e fibrinas
que se formam na superficie vascular lesada resulta na aderéncia de proteinas expondo a
matriz molecular. A capacidade de invadir o tecido endovascular também favorece a
disseminacédo para outros tecidos. O tropismo de S. aureus por tecido nédo é justificado
exclusivamente com base nos padrdes de fluxo sanguineo. A principal funcdo da
aderéncia de proteinas de S. aureus é a ligacdo ao colageno, que facilita a infeccdo de
0ss0s e articulagbes nos animais (Patti et al., 1994).

Os eventos celulares que determinam o choque séptico sdao semelhantes em
infeccOes por S. aureus e bactérias gram-negativas. Em ambos, mondécitos e macrofagos
desempenham funcdo fundamental, embora os leucécitos polimorfonucleares, células
endoteliais e plaquetas também desempenhem acdo semelhante. Os mondcitos
produzem o fator de necrose tumoral e interleucina-1, 6 e 8, ap6s contato com S. aureus,
embora peptidioglicanos e acido lipoteicdico também estejam envolvidos na patogénese
(Timmerman et al., 1993). Em contraste, a expressdo de interleucina 1 e 6 pelas células
endoteliais requer a fagocitose da bactéria (Yao et al., 1995). Como resultado a
liberagdo de citocinas e ativacdo celular, o sistema complemento, a cascata de
coagulagdo e o &cido aracddnico sdo ativados, e o fator de ativacdo plaquetéria é
liberado. Estes eventos causam febre, hipotensdo, aumento de permeabilidade capilar,
coagulacao intravascular disseminada, depressdo da funcdo do miocardio e disfuncdes
em mudltiplos 6rgdos. Varios componentes tém capacidade de desencadear a sindrome

séptica, como a combinacdo de peptidioglicanos e acido lipoteicdico, que estimulam
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inimeras respostas fisioldgicas, como observado em modelos experimentais de sepse
(Spika et al., 1982, De Kimpe et al., 1995). As alfa toxinas sdo capazes de produzir
muitos dos sinais e sintomas da sepse, incluindo hipotensdo, trombocitopenia e

oxigenacdo reduzida em modelos animais (Bhakdi et al., 1991).

1.6.1 Doencas mediadas por toxinas
Toxinas pirogénicas superantigénicas causam doenga com risco de morte, em

animais e humanos caracterizado pelo inicio abrupto de febre, choque, aumento da
permeabilidade capilar e disfuncdo de multiplos 6rgdos. Na sindrome do choque toxico
(toxina 1), ocorre a ligacdo de todas as regibes variaveis das células T f2 positivas,
causando expansdo de células T clonais (5 a 20% de células T restantes, comparadas a
0,01% de células T de antigenos processados. Essa expansdo na liberagdo macica de
citocinas por macréfagos e células T, medeiam a sindrome do choque toxico, cuja
patofisiologia € semelhante ao choque por endotoxinas. Em ambas sindromes, 0s
produtos bacterianos induzem a liberacdo de quantidades excessivas de citocinas que

causam danos teciduais (Marrack e Kappler, 1990, Yao et al., 1995).

1.7 Doengcas causadas por Staphylococcus aureus
As infeccBes por S. aureus sdo as principais responsaveis por doencas de pele,
tecidos moles, sistema respiratorio, 0sseo, articular e endovasculares. A maioria destas

infeccBes ocorrem com pessoas com multiplos fatores de riscos (Musher et al., 1994).

1.7.1 Endocardite

Acomete preferencialmente usuario de drogas de abuso injetaveis, pessoas
idosas, portadores de préteses valvares e pacientes hospitalizados. Em todos 0s grupos,
a apresentacdo inicial pode ser limitada a febre e mal estar, dificultando o diagndstico.
Ao contrario da endocardite causada por patégenos menos virulentos, a endocardite
causada por S. aureus é caracterizada por inicio rdpido com hipertermia, envolvimento
de valvas cardiacas normais e auséncia de sinais clinicos da doenga na apresentacédo
inicial (Chambers et al., 1983).

Em casos de endocardites relacionado ao uso intravenoso de drogas de abuso, a
doenca afeta frequentemente pacientes jovens, representado por mortalidade. O
prognostico é reservado para usuarios de drogas intravenosas, que apresentam avanco
da doenca associado com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), se comparados

aqueles ndo infectados (Pulvirenti et al., 1996).
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S. aureus é um dos mais comuns patdégenos nosocomiais, principalmente nos
casos de endocardite estafilocdcica de proteses valvares e cateteres intravasculares, 0s
quais constituem a fonte mais frequente de transmissdo da bactéria. A mortalidade por
endocardite oscila de 40 a 56%, embora seja ainda maior quando acometido por S.
aureus (Ferndndez-Guerrero et al., 1995). Na endocardite, em sua maioria fulminante,
as proteses valvares sdo as regiGes mais afetadas, especialmente no periodo pos
operatorio, caracterizado pela formacdo de abscessos do miocardio e insuficiéncia

valvar (Fang et al., 1993).

1.7.2 Sindrome do choque toxico
A sindrome do choque toxico foi relatada pela primeira vez em 1980-1981, onde

varios casos foram associados com a introducdo de tampdes absorventes para 0 uso
durante a menstruacdo. A doenca é caracterizada por inicio fulminante, muitas vezes em
pessoas saudaveis. Os sinais clinicos incluem hipertermia, exantema eritematoso com
subsequente descamacdo, hipotensdo e danos em mudltiplos 6rgdos. Diagnosticos
diferenciais incluem febre maculosa e febre escarlatina estreptococécica. A sindrome do
choque toxico muitas vezes se desenvolve em um local de colonizacdo e ndo de
infeccdo prévia (Chesney, 1981).

Em humanos a toxina 1 da sindrome do choque téxico (toxina I) é responsavel
por mais de 90% das sindromes tdxicas associadas a menstruacdo, enquanto outras
enterotoxinas estafilococicas representam 50% dos casos ndo relacionados a
menstruacdo. Estes casos representam infeccbes localizadas, cirurgias ou picadas de
insetos. Pacientes com sindrome do choque toxico ndo menstrual apresentam maior taxa
de mortalidade quando comparados aos que apresentam a sindrome do choque téxico
menstrual (Wergeland et al., 1989).

1.8 Mecanismo de resisténcia aos agentes antimicrobianos

O primeiro antimicrobiano utilizado no tratamento do MRSA foi a penicilina,
resultando em desenvolvimento de resisténcia ao farmaco pela producéo de R-lactamase
e posteriormente, uma alteracdo na proteina de ligacdo a penicilina (PBP2a), capaz de
ser mobilizada até mesmo por plasmideos, conferindo resisténcia aos estafilococos
(Hiramatsu et al., 1990). MRSA ¢ resistente a todos os antimicrobianos R-lactamicos
(Engemann et al., 2003; Melzer, et al., 2003). O tratamento com meticilina aumenta a
pressdo de selecdo para linhagens com maior resisténcia ao farmaco, o que resultou no

surgimento de Staphylococcus aureus meticilina-resistente (MRSA). De acordo com o
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Istituto de Padronizacdo de Laboratdrios Clinicos (CLSI), em meados da década de
1990, ja havia a informacéo que as estirpes de MRSA eram consideradas resistentes a
outros betalactamicos, como ampicilina-sulbactam, amoxicilina/acido clavulanico,
piperacilina-tazobactam e os carbapenemos (NCCLS, 1997). A resisténcia a meticilina
ocorre devido a expressdo do gene mecA, responsavel por codificar a proteina ligadora
de penicilina 2a (PBP2a), a qual possui baixa afinidade pelos antibidticos -lactdmicos.
No momento que o MRSA entra em contato com algum antibiético, as PBP (proteinas
ligadoras de penicilina) habituais ndo se expressam e a PBP2a realiza toda a
transpeptidagédo, proporcionando a formacdo do peptideoglicano e a sobrevivéncia da
bactéria (De Jonge et al., 1993).

O gene mecA esta presente em diferentes espécies de Staphylococcus, embora
inimeras cepas meticilina resistentes sdo descendentes de um ndmero limitado de
clones, muitos de origem multiclonal, sugerindo a transmisséo horizontal do gene
(Archer et al., 1994; Kreiswirth, et al., 1993). Outros genes estafilocdcicos, incluindo
bla (para p-lactamase) e fem (para fatores essenciais para resisténcia a meticilina),

influenciam a expressado de resisténcia (Chambers et al., 1983).

1.9 Tratamento de infecc¢des por Staphylococcus aureus meticilina resistente

A penicilina é o antimicrobiano de escolha quando o isolado € sensivel ao
farmaco. A penicilina semi-sintética (nafcillina ou oxacillina) é indicada para cepas
produtoras de S-lactamase. Nos casos em que pacientes apresentam historico de alergia
a penicilina do tipo tardia, a cefalosporina (cefazolina ou cefalotina) é uma alternativa
no tratamento (Karchmer, 1991).

O tratamento das doencas desencadeadas pelo MRSA deve ser instituido
utilizando protocolos terapéuticos adequados as condicdes do paciente, com objetivo de
minimizar ou cessar os sinais clinicos da doenca (Luna et al., 2010).

Na ultima década o tratamento preconizado para MRSA ¢ baseado no uso de
vancomicina via intravenosa (Luna et al., 2010), classificada como glicopeptidio, a
vancomicina é eficaz contra o MRSA, apesar de atualmente ja existirem relatos de
isolados com sensibilidade reduzida ao farmaco por conta de uma mutacdo no DNA,
que determinou o0 espessamento da parede bacteriana, resultando na necessidade de
maiores concentracdes do antibidtico para inibir as enzimas bacterianas (Hiramatsu,
2001). Pesquisas realizadas com casos clinicos indicam como principais fatores de

risco, 0 uso de vancomicina e infeccGes por MRSA (prévias) em pacientes que foram
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novamente infectados, com consequente surgimento da resisténcia e diminuigdo da
sensibilidade a vancomicina (Fridkin, et al., 2003). No Brasil, o isolamento e
identificacdo de S. aureus resistente a vancomicina (VRSA) identificou 3,6% (5/140)
dos isolados obtidos de pacientes com queimaduras (n = 4) e osteomielites (n = 1) de
um hospital de Sdo Paulo, SP (Oliveira, et al., 2001).

Outra medida terapéutica é a imunizacdo passiva, que consiste na administracéo
de anticorpos neutralizantes que blogueiam proteinas essenciais da bactéria, eficazes em
pacientes imunodeprimidos, incapazes de responder a uma forma de imunizacao ativa
como a vacinagdo. Para pacientes cujo sistema imunoldgico esta apto a reagir a doenga,
vacinas de DNA contendo um fragmento do gene mecA se mostraram seguras e
eficazes, além de exigirem baixo custo de producéo (Chippaux, 1998).

Alternativamente, a clindamicina tem apresentado grande eficiéncia,
principalmente quando S. aureus expressa 0 gene de resisténcia mecA. Contudo,
existem relatos clinicos de falha no tratamento quando este antimicrobiano € utilizado
para o tratamento de cepas resistentes, devido a mudanca do alvo ribossomal codificado
pelo gene erm (Rao, 2000; Dinkovic et al., 2001; Siberry et al., 2003).

A vancomicina é o farmaco de escolha para os isolados resistentes a meticilina.
Os pacientes incapazes de tolerar a vancomicina podem ser tratados com
fluoroquinolonas, sulfametoxazol associado a trimetoprim, a clindamicina ou
minociclina. As fluorquinolonas possuem maior atividade antiestafilococica. No
entanto, seu uso também pode ser limitado pelo desenvolvimento de resisténcia durante
a terapia (Chambers et al., 1983; Michel e Gutmann, 1997). Estudos tem investigado
medicamentos potencialmente ativos contra estafilococos, incluindo quinupristina-
dalfopristina (carbapenemo), e uma nova familia de medicamentos antimicrobianos, as
oxazolidinonas (Michel e Gutmann, 1997).

A rifampicina possui acdo antiestafilocdcica, porém se observa resisténcia
quando ndo associada a outro farmaco. Embora a eficacia da rifampicina como farmaco
alternativo em pacientes com infeccbes graves permanece controversa, recomenda-se
ainda associagdo com gentamicina e vancomicina ou nafcilina para o tratamento de
endocardite em proétese valvar (Wilson et al., 1995).

O tratamento instituido na sindrome do choque tdxico é direcionado contra as
consequéncias da toxina, visando a reposicdo hidroeletrolitica, monitoracdo cuidadosa e

antibioticoterapia para eliminar a colonizacdo ou infeccdo estafilocdcica e remogéo do
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material infectado. Estudos in vitro tém demonstrado que a utilizacdo de
imunoglobulinas por via intravenosa, com titulos elevados de anticorpos
antienterotoxina, impede a estimulacéo de células T por enterotoxinas, 0 que sugere que
a imunoglobulina assume importante papel no tratamento da sindrome do choque toxico
(Takei et al., 1993).

1.10 Prevencéao

O uso de agentes topicos demonstrou diminuir infeccdes subsequentes nos
pacientes de risco, como imunodeficientes ou submetidos a cirurgias (Yu et al., 1986).

O mupirocin, um agente antiestafilocdcico de uso topico, inibe a sintese de RNA
e proteinas, elimina a colonizacdo nasal em portadores e pode reduzir a incidéncia de
infeccdes em feridas (Wenzel e Perl, 1995).

O uso de vacinas de polissacarideo capsular conjugado contra a proteina
estafilococica possui melhor fagocitose in vitro, promovendo maior protecdo a modelos
experimentais, incluindo endocardite (Fatton et al., 1996; Lee et al., 1997).

1.11 Diagnostico

A pele e as cavidades nasais de equinos sdo 0s principais locais de amostragem
para a identificacdo dos estafilococos (Weese et al., 2005a,b). Em humanos, a cavidade
nasal ¢ o local ideal para o isolamento, mais especificamente o vestibulo nasal
(Williams, 1963; Kluytmans et al., 1997; Loeffler, et al., 2005).

O diagndstico ¢ firmado com a identificacdo do micro-organismo. As amostras
sdo colhidas preferencialmente por suabe nasal ou de feridas abertas (Loeffler, et al.,
2005; Van den Eede et al., 2013). A amostra obtida pode ser cultivada em diversos
meios de culturas convencionais ou seletivos como: agar sangue bovino, ou MRSA
especificos, podendo ser enriquecidos previamente com colistina, acido nalidixico e/ou
BHI (infusdo de cérebro-coracdo). O agente € diagnosticado fenotipicamente por testes
bioquimicos como catalase, coagulase e maltose, cujos resultados devem ser positivos
para confirmar a espécie de S. aureus (Bergstrom et al., 2012a; Van den Eede et al.,
2012a; Van den Eede et al., 2013).

A andlise do DNA cromossémico utilizando a restricdo endonuclease Smal e
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) tem sido amplamente adotada como o
"padrao ouro" para a “impressdo digital” (fingerprinting) do DNA de MRSA, o que

proporciona informagcfes sobre a propagacdo de clones epidémicos da bactéria
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(Murchan et al., 2003). Além disso, a eletroforese em gel de campo pulsado, e a técnica
de spa typing tém por objetivo identificar fragmentos (banda especifica do clone) e
genes especificos (tipagem génica) que determinam fatores de viruléncia (proteina A),
respectivamente, o que possibilita avaliar a similaridade genética entre cepas humanas e
de animais domésticos (Harrison et al., 2014).

A técnica de Multi Locus Sequence Typing (MLST) posssibilita avaliar a
filogenia ancestral da populacdo estafilocdcica e sequenciar sete genes conservados
(housekeeping genes), visando submeter a sequéncia génica obtida para uma base de

dados e comparar com a sequencia de outros isolados (Enright et al., 2002).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Determinar a prevaléncia e distribuicdo dos clones de Staphylococcus spp.
resistentes a meticilina (MRS) em equinos em ambiente hospitalar e profissionais
contactantes (médicos veterinarios e funcionarios), bem como avaliar a existéncia da
transmissdo interespécies, provenientes do Hospital Veterinrio [Clinica de Grandes
Animais (CGA), Clinica Cirurgica de Grandes Animais (CCGA) e Reproducdo de
Grandes Animais (RGA)] da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (Unesp — Campus de
Botucatu), Sdo Paulo.

2.2 Objetivos especificos

« Isolar e identificar espécies coagulase positivas de Staphylococcus da cavidade nasal
de equinos e humanos.

* Detectar o gene mecA nos isolados de origem humana e equina.

» Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos isolados, a oxacilina,
clindamicina, amicacina, eritromicina, linezolida, quinupristina/dalfopristina e
vancomicina, nas amostras mecA positivas.

* Determinar 0 perfil clonal dos isolados de Staphylococcus spp. pela técnica de
eletroforese em campo pulsado (PFGE).

 Avaliar a filogenia ancestral da populacdo estafilocdcica pela técnica de MLST.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Equinos, humanos contactantes e local de estudo

Foram colhidas 131 amostras de suabe nasal de equinos (machos e fémeas,
independente da raca ou idade) e de 35 humanos (tratadores, enfermeiros, residentes,
estagiarios, medicos veterinarios, de ambos o0s sexos) que trabalham diretamente com
estes animais. O nUmero de animais amostrados foi calculado utilizando o site
OpenEpi, com intervalo de confianca de 95% e erro padréo de 2% (Dean et al., 2015).

O estudo foi conduzido com a permisséo do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA), concedido ao projeto intitulado “Estudo da frequéncia de deteccdo de
Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) em equinos hospitalizados”,
protocolo numero 74/2015. A colheita de amostras humanas teve consentimento e
aprovacdo do CAAE: 56025716.8.0000.5411, comprovante numero 042532/2016.

3.2 Colheita das amostras

As amostras foram colhidas durante o internamento de equinos, e de humanos
em contato direto com esta espécie, realizado com suabe estéril, friccionando-o na
mucosa nasal com no minimo dez movimentos de rotacdo, na regido de vestibulo nasal
segundo Van den Eede et al., 2013). A técnica de coleta nasal em humanos consiste na
introducdo do suabe em ambas as narinas, realizando movimento de rotagdo da haste
pressionando a extremidade contra a mucosa.

Apbs a colheita, as amostras foram mantidas em meio Stuart (4 °C) até o cultivo
nos Laboratérios de Microbiologia da FMVZ e Instituto de Biociéncias (IB) da
Unesp/Botucatu-SP.

3.3 Cultivo e isolamento de Staphylococcus spp.

Todas as amostras de suabe nasal foram semeadas no meio de agar de ovo-
telurite-glicina-piruvato (BD Baird-Parker Agar®) acrescido de gema de ovo com
telurito de potassio (Difco™ EY Tellurite Enrichment), mantidas em condicdes de
aerobiose a 37° C, por 48 horas, avaliadas a cada 24 horas, com vistas ao isolamento de

Staphylococcus spp.

3.4 Identificacdo de S. aureus
Os micro-organismos isolados foram submetidos a coloracdo de Gram, com o
objetivo de observar a morfologia e coloragdo especifica dos isolados. Apos a

visualizacdo de cocos Gram positivos agrupados em formato de cachos, foram
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realizadas as provas de identificagdo da catalase e coagulase, e provas bioquimicas
como maltose, trealose e manitol para diferenciacdo de S. aureus de outras espécies de

estafilococos coagulase positiva (CoPS) (Koneman et al., 1997).

3.5 Determinacgéo da concentracdo inibitéria minima (CIM)

A sensibilidade microbiana “in vitro” dos isolados de Staphylococcus spp.
portadores do gene mecA foi determinada pela técnica de CIM para oxacilina,
clindamicina, eritromicina, amicacina, linezolida, quinupristina/dalfopristina e
vancomicina. A escolha dos antimicrobianos supracitados é justificada pelo uso em
pacientes humanos e equinos, cujo tratamento € instituido principalmente em ambiente
hospitalar.

A CIM dos isolados foi avaliada por um kit comercial (E-test™). Este
procedimento é um meétodo quantitativo, que utiliza fitas de plastico inertes e
transparente, medindo 60 mm de comprimento por 55 mm de largura, o qual é
incorporado a um gradiente decrescente de concentracdo estabilizado do
antimicrobiano, disposto em &gar Mueller-Hinton contendo o isolado. As placas
contendo as fitas foram incubadas a 37°C em condi¢6es de aerobiose, por 24h. A leitura
foi realizada pela verificagdo na escala da parte anterior da fita, do valor correspondente
a intersec¢do da zona de elipse de inibicdo do crescimento bacteriano. O isolado foi
classificado como sensivel ou resistente a cada antimicrobiano de acordo com as

especifica¢bes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016).

3.6 Extragdo do &cido nucléico (DNA) bacteriano

O é&cido nucleico foi extraido a partir de linhagens de Staphylococcus spp.,
cultivadas em agar sangue, inoculadas individualmente em caldo Infusdo de Cérebro e
Coragdo (BHI) e incubadas a 37°C por 24 h. A extracdo foi realizada com o Kit lllustra®
(GE Healthcare®) que consiste na digestdo inicial das células de estafilococos com
lisozima (10 mg/mL) e proteinase K (20 mg/mL). A seguir, 500ul da solucdo de
extracdo foi adicionada a mistura e centrifugada a 5.000 x g por 1 min. Em seguida, o
sobrenadante foi transferido para a coluna GFX e centrifugado a 5.000 x g por 1 minuto.
O liquido coletado foi descartado e 500uL de solucdo de extragdo foram adicionadas
novamente a coluna. Apds a centrifugacdo e descarte do liquido coletado, 500uL da
solucéo de lavagem foi adicionada a coluna que foi submetida a centrifugacdo a 14.000

X rpm por 3 min. A coluna foi adicionada para a eluicdo. As amostras foram
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centrifugadas novamente a 5000 x g por 1 minuto, e a coluna de GFX desprezada. O
DNA extraido foi mantido a -20 °C.

3.7 Amplificacdo do &cido nucléico (PCR)

A confirmacdo genotipica para os isolados de S. aureus foi realizada com base
na deteccdo do gene sau especificoda por¢cdo RNAr 23S, seguindo o protocolo descrito
por Straub et al. (1999), no qual ¢ utilizado os primers Staurd (5'-
ACGGAGTTACAAAGGACGAC - 3') e Staur6 (5'- AGCTCAGCCTTAACGAGTAC
-3") com produto final de 1250 pb.

A identificacdo de Staphylococcus spp. foi confirmada utilizando a técnica de
espacador interno transcrito-PCR (ITS-PCR), descrita por Couto et al. (2001). Os
isolados que ndo puderam ser identificados por ITS-PCR, foram submetidos ao
sequenciamento do gene rpoB. A condicdo de ciclagem térmica para amplificar o gene
rpoB parcial (899 pb) foi de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 45 s (300 s para
o primeiro ciclo), anelamento (60s a 52°C) e extensdo (90s a 72°C; 600 s para o ultimo
ciclo). As reacc¢des de sequenciacao foi realizada num volume total de 25uL contendo
12,5uL de enzima (GoTaq® Green Master Mix), 8.5uL de H,O (DNase RNase free),
1uL de cada primer, [Staph rpoB 1418f (5'- CAATTCATGGACCAAGC -3') e Staph
rpoB 3554r (5'- CCGTCCCAAGTCATGAAAC -3"] e 2ul de DNA de cada amostra
(Mellmann et al., 2006).

Os produtos amplificados foram purificados com um kit comercial, de acordo
com a recomendacdo do fabricante. Ap6s purificacdo, a concentracdo foi normalizada
para 10 ng/uL para submissdo a reaccao de sequenciacdo. A reac¢do de sequenciagdo
foi preparada contendo um volume final de 10 pL: 1,0 ul do primer forward ou reverse
utilizado na reaccéo de PCR, a uma concentragdo de 5 uM, 2 pL (aproximadamente 20
ng) do produto amplificado purificado, com 1,0 pL de mix comercial (BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
1,5 uL de solugdo tampao (BigDye® Terminator v1.1 e v3.1 5X Sequencing Buffer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e gsp de agua "livre de nuclease". Apos a
preparacdo das reaccOes de todos os espécimes foram submetidos a sequenciagao
automatizada directa com 3500 Genetic Analyzer (AppliedBiosystems, Foster City,
CA, EUA). Apoés sequenciacdo, o controle de qualidade das sequéncias e 0s
eletroferogramas obtidos foram realizados utilizando o software apropriado Sequencing
Analysis 5.3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As sequéncias de
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nucleotideos obtidas foram alinhadas utilizando a ferramenta BLAST-NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para correta identificacdo da espécie.

3.8 Deteccdo do gene de resisténcia a meticilina (mecA) em Staphylococcus spp.

As reacOes de PCR para a deteccdo do gene mecA foram realizadas conforme os
parametros descritos por Murakami et al. (1991). Em todas as reacOes realizadas foram
utilizadas linhagens de referéncia internacional, como controle positivo (S. aureus
ATCC 33591) e negativo (S. aureus ATCC 25923).

As reacoes de PCR para a deteccdo do gene mecA foram realizadas em tubos de
microcentrifuga de 0,2 mL em volumes totais de 25 uL contendo 10 pmol de cada
primer (Tabela 1), 2,5U de Tag DNA polimerase, 200uM de desoxirribonucleotideos
trifosfatados, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 0,75mM de MgCl, e 3uL de DNA
MasterCycler gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) empregando os seguintes
parametros: 40 ciclos de desnaturacdo a 94° C por 30 segundos, anelamento dos primers
a 55° C por 30 segundos e extensdo a 72° C por um minuto. A eficiéncia das
amplificacdes foi monitorada pela eletroforese da reagdo em gel de agarose 2% e corado
com Syber Safe®. Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados e

fotografados em transiluminador ultravioleta.

TABELA 1. Oligonucleotideos para a detec¢do do gene mecA.

Funcao Nome Sequéncia de nucleotideos 5’a 3’ Produto amplificado
Primer mecAl AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG 533 bp
Primer mecA2 AGT TCT GCAGTA CCG GATTTG 533 bp

Fonte: Murakami et al., 1991.

3.9 Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

A tipagem por PFGE dos isolados foi realizada segundo o protocolo modificado
de McDougal et al. (2003). As amostras foram colocadas em caldo BHI para
crescimento durante 24h. Em um microtubo foi colocado 250ul da amostra crescida e
centrifugada a 12.000rpm por 1 minuto. Depois de desprezado o sobrenadante e
adicionado 150ul de solugao TE (10mM de Tris,1mM EDTA [pH 8,0]), as amostras
foram deixadas em banho maria por 10min a 37°C. Apo0s agitacdo em vortex, foram
adicionados 2,5ul de lisostafina (Img/mL) e 150ul de agarose low melt. As amostras
foram distribuidas nos moldes para plugues, apés a solidificacdo foram colocadas em
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placa de 24 pocos com 2 mL de solu¢do EC (6mM Tris-HCI, 1M NaCl, 100mMEDTA,
0,5% Brij-58, 0,2% deoxicolato de sodio, 0,5% laurilsarcosil sodico) e incubadas a
37°C por no minimo 4 horas. O EC foi retirado e os plugues lavados com 2 mL de TE
quatro vezes a temperatura ambiente com intervalos de meia hora. Para a restricdo do
DNA gendmico foi utilizada a enzima Smal (FastDigestSmal, Fermentas Life Science,
Canadd) e Apal (Promega, Madison, WI) segundo Rasschaert et al. (2009).

A eletroforese foi realizada em aparelho CHEF-DRIII System® (BioRad
Laboratories, EUA em gel de agarose a 1% preparado com TBE 0,5X (Pulsed Field
Certified Agarose, BioRad Laboratories, EUA) sob as seguintes condic¢des de corrida:
intervalos de tempo de pulso de 5 a 40s por 21h; em rampa linear; 6V/cm; angulo
de120°; 14 °C; 0,5M TBE como tampao de corrida. Foi utilizado Lambda Ladder PFG
Marker (New England BioLabs) como marcador molecular. O gel foi corado com
GelRed (10.000X em &gua, Biotium, EUA) por 1 hora, e fotografado sob
transiluminacdo UV. A analise de similaridade foi realizada utilizando-se o software
BioNumerics (versdo 7.6; Applied Maths, Bélgica). A criacdo do dendrograma foi
realizada pelo método UPGMA (Unweighted PairGroup Method with Arithmetic
Mean), utilizando o software BioNumerics (versdo 7.0; Applied Maths, Bélgica) com
tolerancia da posicdo das bandas e a otimizagdo ajustadas para 1,25 e 0,5%,
respectivamente. O coeficiente de similaridade de Dice > 80% foi escolhido para
determinacdo dos clusters com uso da enzima de restricdo Smal. As amostras ndo
identificadas no PFGE foram novamente submetidas ao teste com uso da enzima Apal,
cujo coeficiente de similaridade de Dice para escolha dos clusters foi > 97% . Foi

utilizada marcador Lambda Ladder PFG Marker (BioLabs) para normatizacao dos géis.

3.10 MLST — Multilocus Sequence Typing

O MLST foi realizado segundo as normas descritas por Enright et al. (2000). Cada par
de primer amplificard um fragmento interno do gene housekeeping (cerca de 500pb),
apresentados na tabela 2: carbamatoquinase (arcc) desidrogenase, do chiquimato (aroE),
glicerol quinase (glp), guanilatoquinase (gmk), acetiltransferase fosfato  (pta),
triosefosfatoisomerase (tpi), e acetil coenzima A acetiltransferase (yqgiL). Apds a amplificacéo e
sequenciamento dos sete genes housekeeping, as sequéncias foram analisadas e submetidas no
site de forma a obter o nimero de identificacdo correspondente a cada um dos alelos. A
combinagdo desses alelos indicou o tipo de sequéncia (ST) e o complexo clonal (CC) a que

pertencem os isolados. A purificacdo foi realizada pelo Kit HiYield™ Gel/PCR Fragments
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Extraction e a reacdo de sequenciamento foi descrita no item abaixo. A andlise e comparagao

das sequéncias foram realizadas por banco de dados via internet (http://www.mlst.net).

TABELA 2. Sequéncia de primers utilizados na PCR

Tamanho do
Gene Iniciador Sequéncia (5°-3°) produto
Amplificado (pb)
arcC-Up TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC
Carbamato quinase 570
arcC-Dn AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
. aroE-Up ATCGGAAATCCTATTTCACATTC
Desidrogenase do
chiquimato 536
4 aroE-Dn GGTGTTGTATTAATAACGATATC
glpF-Up CTAGGAACTGCAATCTTAATCC
Glicerol quinase 534
glpF-Dn TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
gmk-Up ATCGTTTTATCGGGACCATC
Guanilato quinase 488
gmk-Dn TCATTAACTACAACGTAATCGTA
pta-Up GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG
Fosfato 575
acetiltransferase pta-Dn GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA
. tpi-Up TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA
Triose-fosfato 475
Isomerase tpi-Dn TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC
Acetil coenzima A yaiL-Up CAGCATACAGGACACCTATTGGC o5
acetil transferase yaiL-Dn CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC

Fonte: Enright et al (2000).

3.11 Reacdo de sequenciamento

As reacOes foram realizadas em sequenciador 3500 Genetic Analyzer
(AppliedBiosystems, Foster City, CA, EUA). A visualizacdo das sequéncias
(eletroforograma) foi realizada pelo programas Mega.

4. ANALISE ESTATISTICA

A anélise dos dados e resultados foi realizada e apresentada descritivamente.


http://www.mlst.net/
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5. RESULTADOS

Foram analisados 131 amostras de suabe nasal de equinos e 35 de humanos
colhidas entre fevereiro e agosto de 2016, provenientes dos setores ambulatoriais de
Clinica Médica de Grandes Animais, Cirurgia de Grandes Animais e Reprodugdo
Animal, do Hospital Veterinario (HV), na unidade da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus
de Botucatu, SP (Tabela 3).

Dos 131 suabes analisados de equinos, foram isolados micro-organismos em
94% (123/131) das amostras, enquanto nas amostras de origem humana houve 100%
(35/35) de isolamento microbiano (Tabela 3).

TABELA 3. Percentual de equinos e humanos com isolamento microbiano, Botucatu,
SP (2016).

Amostras colhidas

Isolamento (BP) Nao isoladas (BP) Total (n)
Equinos 123 (94%) 8 (6%) 131
Humanos 35 (100%) 0 (0,0%) 35

n = amostras testadas, BP = agar Baird Parker

Foi identificado Staphylococcus spp. em 23 amostras (17,5%) provenientes de
equinos e 14 amostras (40%) de humanos. A deteccdo genotipica de S. aureus pela
técnica de PCR para detec¢do do gene sau, confirmou S. aureus em 21,7% (5/23) das
amostras de equinos e 100% (14/14) de humanos (Figura 1). A prevaléncia de equinos
colonizados por um micro-organismo com o gene mecA foi de 0,8% (1/131), enquanto

nas amostras de origem humana, nédo foi identificado o gene mecA (Figura 1).
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LAD ATCC CN 18192030 33 35 40 41 49 59 60 74 89 93 97 103 106 107 108 110

LAD ATCC 119 121 129 H1 H4HT7 H9 H16 H18 H2 H24 HZT H29 H30H32 H33 H34H35 4149 59

FIGURA 1. Gel de agarose apds eletroforese para a identificacdo do gene staur
(1250pb) e mecA (533bp - amostra 59), de estafilococos isolados de suabes nasais de
equinos e humanos (representadas pela letra H). Botucatu, SP, 2016.

As estirpes coagulase positivas de equinos (n = 19), que ndo foram identificadas
como S. aureus foram submetidas a técnica molecular de ITS-PCR (Figura 2). Nessas
foi possivel detectar 12 S. hyicus. Outros 3 ndo identificados, foram submetidos ao
sequenciamento do gene rpob, dos quais foram identificados como uma amostra S.
pseudintermedius (GenBank: CP016073.1; CP002439.1) e outras duas como S.
schleiferi (GenBank: gi|928189965|AP014944.1; gi|928189965|AP014944.1).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1042836336?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WBTU8M0T01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/317160986?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WBWBHRJ701R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/928189965?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=35X7YHYK01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/928189965?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=35XCTFM501R
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Lad S. aureus mecA 18 20* 30 33 35 41 49 59* 60

Lad S.yicus 93° 97 103" 106 108" 110 119 121 129 H32

FIGURA 2. Gel de agarose apos eletroforese (ITS-PCR) para a identificacdo de amostra
de equinos, amostras controles (S. aureus, S. hyicus e mecA). Asterisco de cores
semelhantes (junto a amostra) indica similaridade das bandas formadas.

Dos 23 isolados de equinos, submetidas a ITS-PCR, 47,8% (11/23) foram
identificados como Staphylococcus hyicus, 21,7% S. aureus, 21,7%  S.
pseudintermedius e 8,6% S. schleiferi. Das amostras nasais humanas obteve-se
frequéncia de 100% de S. aureus. Um isolado de equino (S. pseudintermedius) colhido

no departamento de CCGA foi positivo para o0 gene mecA (Tabela 4).

TABELA 4. Identificacdo de Staphylococcus spp. (CoPS) isolados de equinos (n = 23) e
humanos (n = 14), HV — Unesp (2016).

Staphylococcus spp.
. . . Staphylococcus Gene
S. aureus S. hyicus S. pseudintermedius* schleiferi MecA* Total
Equinos 21,7% (5) 47,8% (11) 21,7% (5) 8,6% (2) 4,3% (1) 23
Humanos 100% (14) 0 0 0 0 14

* = espécie de Staphylococcus spp.mecA positivo
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No teste de concentracdo inibitéria minima, o isolado de S. pseudintermedius
(equino), foi resistente a oxacilina. Houve sensibilidade para os demais antimicrobianos

testados (vancomicina, amicacina, linezolida, quinopristina/dalfopristina) (Tabela 5).

TABELA 5. Resisténcia fenotipica aos antimicrobianos, de amostras de Staphylococcus
spp. positivos para isolados do gene mecA de equinos e humanos, HV — Unesp (2016).

Antimicrobianos (MIC)

Quinopristina/

. Oxacilina Vancomicina Total
Dalfpristina

Espécie Amicacina Eritromicina  Linezolida

Equinos S(50) S (.094) S(1.0) S (.75) R (1.0) S (1.5) 1

MIC = concentracéo inibitéria minima, S = sensivel ao antibidtico testado, R = resistente ao antibidtico testado

A frequéncia de isolamento de Staphylococcus spp. de equinos hospitalizados foi
de 17,5% (23/131), dos quais, 8,4% (11/131) eram S. hyicus, 3,8% (5/131) S. aureus,
3,8% (5/131) S. pseudintermedius e 1,5% (2/131) identificados como S. schleiferi. Foi
detectado 0 gene mecA em apenas uma amostra identificada como S. pseudintermedius.

A tipagem molecular por PFGE identificou um cluster dos isolados de S. aureus,
que incluiram simultaneamente >3 amostras, com similaridade >80% (Figura 1). Esse
cluster (C1) conta com isolados de humanos, o que indica disseminacdo do micro-
organismo entre duas pessoas da area CCGA e uma do departamento RGA. Foi possivel
observar similaridade (>80%) entre outros dois isolados de humanos obtidos do
departamento de CCGA (C2), bem como duas estirpes dos departamentos de CCGA e
RGA (C5) (Figura 3).

Nos isolados de equinos foi possivel determinar similaridade (>80%) provindos
da RGA e CGA (C3), e entre dois animais da CCGA (C4). Todos esses quatro equinos
eram mantidos hd mais de um ano em locais proximos e submetidos a mesmo manejo

nutricional (Figura 3).
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FIGURA 3. Dendrograma criado a partir do padréo eletroforético por PFGE (enzima de
restricdo Smal) de 15 amostras de S. aureus (coeficiente de similaridade de DICE;
método de clusterizacdo: UPGMA\) de equinos e humanos (identificacdo — H a frente do
namero da amostra). A linha vertical vermelha mostra o nivel de delineamento de 80%.

Em quatro isolados foi possivel determinar padrdo eletroforético com uso da
enzima Apal, com similaridade de >97%, segundo Rasschaert et al., (2009), bem como
uma estirpe de equino (107 — CCGA) e uma de humano (H20 — RGA) (Figura 4). A
tipagem realizada pela técnica de MLST, possibilitou identificar que todas

apresentaram o complexo clonal (CC) ST398.

Apal PFGE
2 ) 2 8 Key Espécie ClusterLocal
| o | 9'.1‘|‘—‘ i 11 Wl 107 S.aureus C1 CCGA
899 L i e H20 S.aureus CL  RGA
8a7 : i fl ' fllﬁ': : H9 S.aureus CCGA
111 NN | H31 s aureus CGA

FIGURA 4. Dendrograma criado a partir do padréo eletroforético por PFGE (enzima de
restricdo Apal) de 4 amostras de S. aureus (coeficiente de similaridade de DICE;
método de clusterizagdo: UPGMA) de equinos e humanos (identificagdo — H a frente do
namero da amostra). A linha vertical vermelha mostra o nivel de delineamento de 97%.
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A tipagem molecular por PFGE dos isolados de S. hyicus de equinos foram
determinadas a partir de similaridade >80%. O cluster (C1) foi formado por trés
isolados da CCGA e uma da CGA, o (C2) por isolados oriundos de um unico local
(CCGA), e o cluster (C3) por equinos provindos da CCGA e CGA (Figura 3). Todos

estes nove equinos eram submetidos a mesmo manejo nutricional (Figura 5).

Smal PFGE

Espécie ClusterLocal
18 S.hyicus CI  CCGA
93 S. hyicus C1 CCGA
30 S. hyicus C1 CCGA
97 S.hyicusC1  CGA

35 S. hyicus C2 CCGA
119 S.hyicus C2  CCGA
41 S.hyicus C2  CCGA
60 S.hyicus C3 ~ CCGA
129 S. hyicus C3 CGA

106 S. hyicus CCGA
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FIGURA 5. Dendrograma criado a partir do padréo eletroforético por PFGE (enzima de
restricdo Smal) de 10 amostras de S. hyicus (coeficiente de similaridade de DICE;
método de clusterizacdo: UPGMA) de equinos. A linha vertical vermelha mostra o nivel
de delineamento de 80%.

A Tabela 6 representa o total de equinos hospitalizados e humanos contactantes
do estudo, resultado do isolamento microbioldgico, técnicas moleculares e identificacdo

fenotipica dos estafilococos.
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TABELA 6. Dados epidemioldgicos de equinos hospitalizados e humanos contactantes,
segundo isolamento microbiolégico e deteccdo molecular de estafilococos, Botucatu, SP,
2016.

i e 0 e T g MLeT
18 CCGA M 9m 1d S. hyicus C1 *
19 CCGA F 5a 1d S. aureus C4 *
20 CCGA M 2a * S. pseudintermedius * *
30 CCGA M * * S. hyicus C1 *
33 CCGA F 2m 4d S. pseudintermedius * *
35 CCGA M 2a 2d S. hyicus C2 *
40 RGA F 9a 9a S. aureus C3 *
41 CCGA M 2a 8d S. hyicus C2 *
49 RGA M la la S. schleiferi * *
59 CCGA F 5m 6d S. pseudintermedius * *
60 CCGA F 2a 10d S. hyicus C3 *

Equino 74 CGA M 6a 3d S. aureus C3 *
89 CCGA F Ta 4d S. aureus C4 *
93 CCGA M 4a 1d S. hyicus C1 *
97 CGA F la 3h S. hyicus C1 *
103 RGA M 9a 2d S. schleiferi * *
106 CCGA M 4a 2d S. hyicus * *
107 CCGA M la 7d S. aureus C1 ST398
108 CCGA F 16a 5d S. pseudintermedius * *
110 CCGA M Ta 6d S. pseudintermedius * *
119 CCGA M 3a 4h S. hyicus c2 *
121 CGA M 16a la S. hyicus * *
129 CGA M 18a 6a S. hyicus C3 *
H1 RGA M S. aureus C5 *
H4 RGA M S. aureus C1 *
H7 CCGA M S. aureus C2 *
H9 CCGA M S. aureus * ST398

H16 CGA M S. aureus * *
H18 RGA M S. aureus * *

Humano H20 RGA M S. aureus C1 ST398
H24 CCGA M S. aureus C5 *
H27 CCGA M S. aureus C1 *
H29 CCGA F S. aureus * *
H30 CCGA M S. aureus C1 *
H31 CGA F S. aureus * ST398
H33 CCGA F S. aureus C2 *
H35 CGA F S. aureus *

Tempo de internamento = momento da colheita da amostra; CCGA = Clinica Cirurgica de Grandes Animais; CGA = Clinica de Grandes Animais; RGA
= Reprodugéo de Grandes Animais; M = macho; F = fémea; a = ano; m = més; d = dia; h = hora; * = ndo informado/detectado.
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6. DISCUSSAO

S. aureus € um patdgeno reconhecidamente invasivo e oportunista para humanos
com crescente aumento de morbimortalidade em hospitais, acometendo principalmente
individuos com les@o de pele e, ocasionalmente, pessoas saudaveis. O predominio de S.
aureus isolado da cavidade nasal de humanos no presente estudo concorda com os
achados de Frank et al. (2010), que verificou grande prevaléncia de S. aureus e S.
epidermidis na narina e axilas de humanos sadios. No entanto, nos humanos amostrados
outras bactérias além de S. aureus foram também encontradas, competindo e limitando
a colonizacgéo por S. aureus.

O perfil clonal estabelecido pela técnica de PFGE, possibilitou entender melhor
a distribuicdo dos equinos e humanos colonizados por S. aureus, principalmente nos
casos em que animais e humanos coabitavam no mesmo local, em contato direto, ou
estavam a mais de um ano internados (equinos). Apesar de ndo haver qualquer
similaridade clonal entre S. aureus de equinos comparado aos de humanos, os clusters
formados (C3 e C4) indicaram similaridade entre os isolados de equinos internados no
mesmo departamento a mais de um ano, bem como por permanecerem em
areas/piquetes proximos. Esses achados confirmam a proximidade dos animais e o
tempo prolongado de interacdo como fatores de risco para a disseminacao e colonizagédo
do patogeno (Weese et al., 2005; Malhardo, et al., 2013).

O perfil clonal dos estafilococos de origem humana (C1, C2 e C5) foi
caracterizado por médicos veterinarios em contato diario no mesmo departamento (C1 e
C2 - CCGA) e até mesmo de departamentos distintos, contudo convivendo em mesmo
ambiente hospitalar (C5 — RGA e CCGA). Segundo estudo realizado por Weese et al.
(2005), a colonizagdo por S. aureus resistentes a meticilina em equinos e humanos do
mesmo local de trabalho evidencia que o perfil clonal do micro-organismo seja o
mesmo entre 0S equinos, entre 0s humanos, assim como entre as duas espécies
estudadas.

Algumas espécies animais, incluindo os equideos, sdo reservatorios de um novo
complexo clonal (ST398), isolado na Europa, Asia e America do Norte (Wulf e Voss,
2008). A transmissao destas estirpes podem ocorrer dentro de fazendas, entre fazendas e
até mesmo da propriedades de criacdo para a populacéo, e sdo objetos de estudo para
melhor entendimento epidemioldgico (Rasschaert, et al., 2009). Inicialmente isolados de

S. aureus de humanos e animais foram tipificados utilizando a enzima de restrigdo



31

(Smal) na técnica de PFGE. No entanto, a enzima Smal pode ser bloqueada no sitio de
metilacdo, sendo necessario o uso de outras enzimais, tais como Apal, ou ainda, a
utilizacdo de outras técnicas como MLST para a tipagem génica a partir de genes
conservados, como realizado no presente estudo (Witte et al., 2007; Rasschaert, et al.,
2009).

Embora os suinos sejam considerados o principal hospedeiro dos S. aureus
ST398, resistente ou ndo a meticilina (Belkum et al., 2008), essa linhagem clonal néo
possui especificidade de hospedeiro, sendo capaz de se tornar endémica em
departamentos de cirurgia de hospitais veterindrios (Cuny et al., 2008). Mesmo que,
estafilococos ST398 predominem em isolados MRSA (Hermans et a., 2008; Van den
Eede, et al., 2009; Van Duijkeren, et al., 2010; Loncaric et al., 2014), é possivel detectar
este clone em estirpes sensiveis a meticilina (MSSA) obtidos de suinos (Belkum et al.,
2008; Kehrenberg et al., 2009; Kadlec e Schwarz, 2010), humanos (Wamel, et al., 2010;
Uhlemann, et al., 2013), ovinos (Haarstad et al., 2014) e equinos (Sieber, et al., 2011),
capaz de colonizar individuos saudaveis e causar infecclGes, fato que ressalta a
viruléncia da estirpe e capacidade de causar doenca em animais e humanos contactantes.
Entre 2005 e 2011, Sieber, et al. (2011) na Suica, relataram o isolamento de 17%
(12/70) MSSA, onde 7 equinos apresentaram infecces de pele pds-cirurgicas e 5 com
tromboflebites, o que reforca a capacidade de causar doenga mesmo ndo possuindo gene
mecA.

No Brasil, a deteccdo do complexo clonal ST398 em medicina veterinaria foi
relatada em leite contaminado (Silva et al., 2014), na epidermite exsudativa em suinos
(Moreno et al., 2016) e humanos. Ainda, Gales et al. (2015), identificaram um isolado
de MSSA com complexo clonal ST398 em paciente humano apresentando o gene de
resisténcia a multiplos antimicrobianos (cfr), o qual ocasionou pneumonia e ébito. No
entanto, ndo ha descricdo até o0 momento no Brasil, identificando a espécie equina como
fonte de transmissdo de ST398 para humanos contactantes. A detec¢do de ST398 no
presente estudo, de uma amostra provinda de equino e trés de humanos, indica a
possibilidade de que estes individuos tenham sido colonizados a partir do contato com
uma espécie animal. Tal evidéncia é reforcada pelo fato de um equino e um humano
possuir similaridade clonal de 98,1% (ST398). Este resultado difere dos obtidos por

Moodley et al. (2006), onde ndo foi possivel obter qualquer similaridade clonal entre
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estafilococos ST398 identificados em equinos e funcionérios de um hospital veterinario
no Reino Unido.

S. hyicus foi 0 micro-organismo isolado com maior frequéncia nos equinos
amostrados. Esta espécie de estafilococos comumente € isolada em diversas espécies de
animais domeésticos, capaz de produzir toxinas esfoliativas, causando quadro de
epidermite exudativa, chamada de “doenga do suino gorduroso” (greasy pig disease)
(Wegener, et al., 1993; Andressen e Ahrens, 2004). S. hyicus possui a capacidade de
transferir plasmidios de resisténcia aos antimicrobianos (Andressen e Ahrens, 2004). A
relevancia do isolamento de S. hyicus é demonstrada na pesquisa de Devriese et al.
(1985), realizada na Bélgica, década de 1980, a qual avaliou equinos com e sem
doencas de pele, e observaram que o patdgeno foi responsavel por 13% (17/128) dos
casos de lesdes cutaneas. No mesmo estudo, somente em um equino 0 micro-organismo
foi isolado de pele integra e narina, 0 que sugere maior capacidade de causar infeccéo
do que apenas colonizar a narina e pele dos animais. A frequéncia de S. hyicus (2%) nos
equinos amostrados no presente estudo assemelha-se aos resultados de Biberstein et al.
(1984), Universidade de Davis (California) onde obtiveram 1,9% de isolados de
incisGes cirurgicas (infeccdo hospitalar). Em estudo similar, Devriese et al. (1983)
identificaram 6,7% (6/90) de S. hyicus em equinos com lesdes de pele a partir de suabe
local.

No Brasil Motta et al. (2011) investigando a etiologia de mastite em éguas,
identificaram S. hyicus em 2% (11/131) dos casos. Em humanos, S. hyicus causa
infeccbes ocasionais, relatado pela primeira vez em humano apds mordida de asinino
(Osterlund e Nordlund, 1997).

PFGE é considerado um dos métodos mais discriminatorios para a tipagem de
estafilococos, particularmente indicado no monitoramento de linhagens associadas a
surtos. Ainda, este teste possibilita a diferenciacdo de linhagens especificas entre
diferentes espécies de animais (Shimizu, et al., 1997). A ocorréncia de clusters
relacionados ao S. hyicus de amostras nasais provenientes de equinos confirma esta
caracteristica do PFGE, identificando maior frequéncia de isolados provindos da CCGA
apresentando similaridade clonal, e menor ocorréncia de animais provindos da CGA. A
similaridade clonal de estirpes ndo garante que 0 micro-organismo possa causar doenca,
ja que outras variaveis como a presenca de fatores de viruléncia e susceptibilidade do

hospedeiro também influenciam no estabelecimento da doenga clinica (Wegener, et al.,
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1993). No entanto, a presenca de fatores de viruléncia aliada a similaridade génica entre
micro-organismos provindos de diferentes hospedeiros, favorece maior probabilidade da
ocorréncia de surtos. Esses achados possibilitam aos profissionais da area da saude
entenderem melhor a epidemiologia e ecologia deste micro-organismo e considerar
diferentes espécies como possiveis hospedeiros, como relatado em estudos realizandos
com diferentes espécies animais colonizadas e/ou doentes (Wegener et al., 1993;
Shimizu et al., 1997).

S. pseudintermedius € mais comumente isolado de cdes e gatos (Cohn e
Middleton, 2010). No presente estudo, S. pseudintermedius foi isolado em 3,8% dos
equinos, dos quais um isolado positivo para o gene mecA (MRSP), resistente a
oxacilina. Esse resultado difere de Gharsa et al. (2015) onde 100% dos isolados de S.
pseudintermedius foram sensiveis aos antimicrobianos testados exceto uma estirpe
resisténcia a tetraciclina. S. pseudintermedius tem sido provavelmente identificado
equivocadamente como S. intermedius em testes microbiol6gicos convencionais, devido
a similaridade bioquimica entre essas espécies. Neste contexto, Devriese et al. (2005),
identificaram S. pseudintermedius de lesdes cutaneas de equinos, e afirmou a
necessidade do uso de técnicas moleculares para a confirmacdo do diagnostico desta
espécie de patdgeno. Na Espanha, Gomez-Sanz et al. (2013) relataram a deteccdo de S.
aureus e S. pseudintermedius resistentes a meticilina em equinos hospitalizados, com
10,2% (4/39) dos animais positivos para MRSA e um isolado para S. pseudintermedius
resistente a meticilina (MRSP — Oxacilina).

Na Italia, MRS foi identificado em 1% dos isolados de equinos, dos quais 0,5%
MRSP (Malhardo, et al., 2013) corroborando com os achados do presente estudo. Neste
mesmo estudo, os demais estafilococos (66/191) dos equinos foram identificados como
MRS (CoNS), representados por Staphylococcus lentus e Staphylococcus sciuri. Os
autores atribuem a identificagdo do gene mecA ao fato destes animais apresentarem em
comum, o mesmo tipo de uso (cavalos de corrida), com contato estreito com humanos e
sujeitos a tratamentos com antibioticos. Salientam ainda a importancia dos isolados de
CoNS, como problema emergente de saude animal e de salde publica (Cohn e
Middleton, 2010; Boost et al., 2011; Huber et al., 2011).

A ocorréncia de S. schleiferi ndo é comum em equinos. No Brasil foi relatada
pela primeira vez por Monteiro et al. (2005) em dois equinos, embora classificadas

como S. schleiferi subsp. schleiferi (subsp. coagulase negativo), em animais com
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foliculite bacteriana, sem presenca de prurido. Em humanos o primeiro relato foi no
final da de 1980, identificando S. schleiferi sp. nov. (coagulase negativo) de amostras de
um centro de referéncia de saude na Franca (Freney et al., 1988). O presente estudo
identificou S. schleiferi subesp. coagulans, ndo relatada em equinos até o momento.
Esse micro-organismo foi descrito a primeira vez em animais no inicio da década de
1990, responsavel por causar otite externa em cées (Igimi et al., 1990). Por conseguinte,
S. schleiferi subesp. coagulans (coagulase positivo) tem sido relatado causando otites
e/ou piodermites (Igimi et al., 1990; Frank et al., 2003; May et al., 2005; Kawakami et
al., 2010) e endocardites (Leung et al., 1999) em cdes, bem como descrito em humanos
imunocomprometidos (Kumar et al., 2007). S. schleiferi pode apresentar 0 gene mecA,
como no estudo retrospectivo realizado por Morris et al. (2006), onde 40% (49/122) dos
isolados de caes apresentavam o gene de resisténcia.

A presenca do gene mecA em diferentes espécies de Staphylococcus spp. (S.
pseudintermedius - CoPS) confirma que S. aureus ndo é a Unica espécie de estafilococos
capaz de apresentar resisténcia a meticilina (Gill et al., 2005). A viruléncia de
Staphylococcus spp. coagulase negativo (CoNS), ndo deve ser negligenciada em
medicina veterinaria, como S. epidermidis, micro-organismo altamente patogénico e
invasivo, incluindo a formacéo de biofilme (Vuong e Otto, 2002; Li et al., 2009). Essa
espécie de CoNS é capaz de inibir a formacao de biofilme e competir com a colonizagédo
nasal de S. aureus em humanos (lwase et al., 2010). Na China, Li et al. (2009)
caracterizaram por técnicas moleculares S. epidermidis em humanos e obtiveram 96,2%
dos isolados resistentes a meticilina e a eritromicina. Ambos estudos supracitados
alertaram para o risco a satde dos pacientes humanos, bem como profissionais da area
da saude, que incluem funcionarios de hospitais veterinario, que mantém contato direto
com equinos.

A crescente resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tem se tornado um
prolema de satde publica de dmbito global. E importante ressaltar que varios estudos
suportam a evidéncia que a resisténcia a meticilina pode ser transmitida entre micro-
organismos de equinos e humanos (Ubukata et al., 1989; Weese, 2010). Além deste
fato, € notorio que animais possam servir como reservatorios de micro-organismos
resistentes aos antimicrobianos, agravado pela capacidade de transmisséo horizontal de
genes de resisténcia (mecA) entre as espécies de estafilococos (Andressen e Ahrens,
2004).
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7. CONCLUSOES

S. hyicus foi a espécie mais prevalente de estafilococos na populacdo equina
estudada, e deve ser objeto de estudo nos ambientes hospitalares veterinarios.

O principal fator de risco para a colonizagéo do S. aureus e S. hyicus (de mesmo
perfil clonal), nos equinos e humanos amostrados foi 0 contato interespécie no ambiente
hospitalar. Estirpes com mesma similaridade clonal sugerem transmisséo interespécie.

A identificacdo da linhagem ST398 com similaridade clonal interspécie reforca a
importancia do diagndstico e controle bacteriano dentro do ambiente hospitalar, devido
a capacidade desta estirpe em causar doenga em diferentes espécies.

O isolamento de S. pseudintermedius (mecA) resistentes a oxacilina, confirma
que outras espécies de estafilocococos também devem ser motivo de preocupacdo no
tocante a resisténcia dos isolados a meticilina, e que outros estudos devem ser realizadas
particularmente com isolados CoNS.

A identificacdo de S. schleiferi subesp. coagulans descrito pela primeira vez em
equinos, denota a capacidade do patdgeno colonizar a narina desta espécie, bem como a

possibilidade de colonizar e causar doenga em humanos contactantes.
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Staphylococcus spp. resistentes a meticilina e complexo clonal ST398 em equinos

hospitalizados e humanos contactantes

Staphylococcus spp. methicillin resistent and clonal complex ST398 in hospitalized
horses and human contactors

Giovane Olivo', Marcio Garcia Ribeiro", Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da

Cunha"', Danilo Flavio Morais Riboli'", Priscila Luiza Mello"', Nathalia Bibiana

Teixeira"' César Erineudo Tavares de Arajo', José Paes de Oliveira-Filho', Alexandre

Secorun Borges*'

RESUMO

Staphylococcus spp. causam inumeras enfermidades e o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos convencionais e linhagens virulentas, dificulta o
tratamento das infecgdes causadas por esses micro-organismos, tornando um problema
de saude humana e animal. O objetivo desta pesquisa foi estudar a distribuicdo de
Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (MRS) em equinos hospitalizados e
profissionais da area (médicos veterinarios e funcionarios), bem como avaliar possivel
transmissao interespécies. Identificagdo de Staphylococcus spp. resistente a meticilina,
determinacdo do perfil clonal e identificacdo de linhagens virulentas em hospital

veterinario no Brasil. Foram colhidas 131 amostras de suabe nasal de equinos e 35 de
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humanos, cultivados em agar de ovo-telurite-glicina-piruvato (BD Baird-Parker
Agar®). Os micro-organismos foram identificados por provas bioquimicas e métodos
genotipicos por PCR convencional, espacador interno transcrito (ITS-PCR) e
sequenciamento génico para caracterizacdo das espécies. A sensibilidade aos
antimicrobianos foi determinada pelo método de concentragéo inibitéria minima (CIM).
O perfil clonal dos Staphylococcus spp. foi caracterizado por Eletroforese em Gel de
Campo Pulsado (PFGE), enquanto o Multilocus sequence Typing (MLST) foi realizado
para identificar a genética da populacdo do patdgeno. O género Staphylococcus spp. foi
isolado em 17,5% (23/131) dos equinos, dos quais, 8,4% (11/131) eram S. hyicus, 3,8%
(5/131) S. aureus, 3,8% (5/131) S. pseudintermedius e 1,5% (2/131) S. schleiferi.
subesp. coagulans. Foi detectado o gene mecA em um isolado de S. pseudintermedius.
Em quatro amostras de S. aureus foi identificado o perfil clonal ST398, dentre estas,
similaridade clonal de 98,1% entre uma amostra de equino e humano. Houve maior
prevaléncia de S. hyicus em equinos e S. aureus em humanos. Primeiro relato de S.
schleiferi subesp. coagulans em equinos. O gene mecA esta presente em outras espécies
de estafilococos, capazes de causar doenca. ST398 foi encontrada em humanos e um

equino, com provavel transmissao interespécie.

Palavras-chave: colonizagdo, equino, humano, meticilina resistente, ST398,

Staphylococcuss spp.

ABSTRACT

Staphylococcus spp. cause numerous diseases, development of bacterial resistance to

conventional antimicrobials and virulent strains, that make it difficult to treat infections
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caused by these microorganisms, making it a human and animal health problem. The
objective of this research was to study the distribution of Staphylococcus spp.
methicillin resistant (MRS) in hospitalized horses and area professionals (veterinarians
and staff) as well as assessing possible interspecies transmission. Identification of
Staphylococcus spp. resistant to methicillin, determination of the clonal profile and
identification of virulent strains in a veterinary hospital in Brazil. A total of 131 samples
from nasal swabs of horses and 35 humans were grown on egg-telurite-glycine-pyruvate
agar (BD Baird-Parker Agar®). The microorganisms were identified by biochemical
tests and genotypic methods by conventional PCR, internal transcript spacer (ITS-PCR)
and gene sequencing for characterization of the species. Antimicrobial susceptibility
was determined by the minimum inhibitory concentration (MIC) method. The clonal
profile of Staphylococcus spp. was characterized by Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE), while Multilocus Sequence Typing (MLST) was performed to identify the
genetics of the pathogen population. The genus Staphylococcus spp. was isolated in
17.5% (23/131) of the equines, which 8.4% (11/131) were S. hyicus, 3.8% (5/131) S.
aureus, 3.8% 5/131) S. pseudintermedius and 1.5% (2/131) S. schleiferi. subsp.
coagulans. The mecA gene was detected in a S. pseudintermedius isolate. In four
samples of S. aureus the clonal profile ST398 was identified, among them, clonal
similarity of 98.1% between equine and human sample. There was a higher prevalence
of S. hyicus in horses and S. aureus in humans. First report of S. schleiferi subsp.
coagulans in horses. The mecA gene is present in other species of staphylococci, can be
able to causing disease. ST398 was found in humans and an equine, with likely

interspecies transmission.
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Key words: colonization, equine, human, methicillin resistent, ST398, Staphylococcus
spp.
Introducéo

Os micro-organismos do género Staphylococcus apresentam pouca
especificidade e sdo capazes de causar doenca em humanos e diversas espécies de
animais. Equinos hospitalizados podem carrear e disseminar 0 micro-organismo,
tornando-se um risco de infeccdo nosocomial tanto para humanos quanto para outras
espécies animais (WEESE, et al., 2005; VAN den EEDE et al., 2012; 2013).

A importancia do diagnostico nos animais e humanos acometidos nao se
restringe apenas ao isolamento do micro-organismo, mas também a detec¢do do gene
mecA (responsavel por conferir resisténcia do micro-organismo a meticilina) e varios
fatores de viruléncia que conferem ao Staphylococcus spp. a capacidade de se
multiplicar no hospedeiro e dificultar a acdo de anticorpos e antimicrobianos.
Staphylococcus aureus, em particular, apresenta populacdes clonais com linhagens
disseminadas globalmente, refletindo na tipificacio molecular (CLSI, 2014). A
Multilocus Sequence Typing (MLST) é o método de escolha para determinar a genética
da populacdo do patdgeno estudado, capaz de reconhecer pequenas evolugdes de
linhagens por sequenciamento de sete housekeeping genes para identificar o
sequenciamento génico (ST) dos isolados (ENRIGHT et al., 2000).

A ocorréncia de surtos de MRSA em hospitais humanos e veterinarios é
atribuida a fatores, como a exposicdo prévia aos antimicrobianos e a colonizacéo dos
susceptiveis, agravados pelo estado de debilidade dos pacientes, principalmente no pés
operatorio, resultando em septicemias e ébitos (WEESE, 2010). Outra possibilidade é

de que S. aureus sensivel a meticilina seja amplamente disseminado entre 0s humanos e,
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posteriormente, transferido para cavalos, onde podem adquirir um elemento SCCmec
diferente daqueles verificados em humanos (MRSA - ST254) (CUNY et al., 2006).

Com a crescente resisténcia bacteriana aos antimicrobianos convencionais, como
p-lactamicos, tem se observado baixa eficicia dos tratamentos relacionados a0 MRSA,
de modo que atualmente o protocolo terapéutico baseia-se no uso da vancomicina,
embora,ja tenham sido relatadas cepas resistentes a esse farmaco (HIRAMATSU, et al.,
1997; WEIGEL, et al., 2003).

A deteccdo do MRSA é rotineira em paises da América do Norte (SEGUIN et

al., 1999; WEESE & LEFEBVRE, 2007) e Europa (WEESE et al., 2006; WITTE et al.,
2007; BERGSTROM et al., 2012), enquanto no Brasil poucos estudos tém se
preocupado em investigar o impacto de estafilococos, coagulase positiva e negativa,
meticilina resistentes em animais domésticos (LANGE et al., 1999; MALUTA, et al.,
2010; AQUINO et al., 2012). O objetivo foi determinar a prevaléncia e distribui¢do das
diversas espécies de Staphylococcus em equinos hospitalizados e humanos contactantes

em mesmo ambiente hospitalar.

MATERIAL E METODOS
Selecdo dos animais, humanos e local de estudo
Foram colhidas 131 amostras de suabe nasal de equinos (machos e fémeas,
independente da raca ou idade) e de 35 humanos (tratadores, enfermeiros, residentes,
estagiarios, médicos veterinarios, de ambos 0s sexos) que trabalham diretamente com
estes animais. O numero de animais amostrados, foi calculado utilizando o site
OpenEpi, com intervalo de confianca de 95% e erro padréo de 2% (DEAN et al., 2015).
O estudo foi conduzido com a permisséo do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA), protocolo numero 74/2015. A colheita de amostras humanas teve
consentimento e aprovacdo do CAAE: 56025716.8.0000.5411, comprovante nimero

042532/2016.
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Colheita e processamento das amostras

As amostras foram colhidas durante o internamento de equinos e também de
humanos em contato direto com esta espécie, conduzido em mesmo ambiente hospitalar
[Clinica Médica de Grandes Animais (CGA), Clinica Cirurgica de Grandes Animais
(CCGA) e Reproducdo de Grandes Animais (RGA)], durante periodo de 6 meses
(2016). Foi realizada a coleta com suabe estéril, friccionando-o na mucosa nasal com no
minimo dez movimentos de rotacdo, na regido de vestibulo nasal segundo VAN den
EEDE et al. (2013). A técnica de coleta nasal em humanos consistiu na introducdo do
suabe em ambas as narinas, realizando movimento de rotacdo da haste pressionando a
extremidade contra a mucosa.Apos a colheita, as amostras foram mantidas em meio

Stuart (4 °C) até o cultivo.

Cultivo e isolamento deStaphylococcus spp.

Todas as amostras de suabe nasal foram semeadas no meio de &gar de ovo-
telurite-glicina-piruvato (BD Baird-Parker Agar®) acrescido de gema de ovo com
telurito de potassio (Difco'™ EY TelluriteEnrichment), mantidas em condicdes de
aerobiose a 37° C, por 48 horas, avaliadas a cada 24 horas, com vistas ao isolamento de

Staphylococcus spp.

Identificacdo fenotipica dosStaphylococcus spp.

Os micro-organismos isolados foram submetidos a colora¢do de Gram, com o
objetivo de observar a morfologia e coloracdo especifica dos isolados. Apos a
visualizacdo de cocos Gram positivos agrupados em cachos, foram realizadas as provas

de identificacdo da catalase e coagulase, e provas bioquimicas como maltose, trealose e
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manitol para diferenciacdo de S. aureus de outras espécies de estafilococos coagulase

positiva (CoPS) (KONEMAN et al., 1997).

Determinacdo da Concentracgdo Inibitoria Minima (CIM)

A sensibilidade microbiana “in vitro” dos isolados de Staphylococcus spp.
portadores do gene mecA foi determinada pela técnica de CIM para oxacilina,
clindamicina, eritromicina, amicacina, linezolida, quinupristina/dalfopristina e
vancomicina. A escolha desses antimicrobianos é justificada pelo uso em pacientes
equinos e/ou humanos em ambiente hospitalar.

A CIM dos isolados foi avaliada pelo método comercial (E-test™). Os isolados
foram classificados como sensiveis ou resistentes a cada antimicrobiano de acordo com

as especificacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016).

Extracdo do acido nucléico (DNA) bacteriano

O é&cido nucleico foi extraido a partir de linhagens de Staphylococcus spp.,
cultivadas em agar sangue, inoculadas individualmente em caldo Infusdo de Cérebro e
Coracdo (BHI) e incubadas a 37°C por 24 h. A extracdo foi realizada com o Kit

Hlustra®(GE Healthcare®) conforme as indicacdes do fabricante.

Identificacéo genotipica dos Staphylococcus spp.

A confirmacdo genotipica para os isolados de S. aureus foi realizada com base
na deteccdo do gene especifico Staur4 e Staur6, no qual foi utilizado os primers Staur4
(5’ - ACGGAGTTACAAAGGACGAC - 3" e Staur6 (5-
AGCTCAGCCTTAACGAGTAC -3') com produto final de 1250 pb (STRAUB et al.,
1999).

A genotipagem para a identificacdo de Staphylococcus spp. foi confirmada
utilizando a técnica de espacador interno transcrito-PCR (ITS-PCR) COUTO et al.
(2001). Os isolados que ndo puderam ser identificados por ITS-PCR, foram submetidos
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a amplificacdo e sequenciamento do gene rpoB, previamente descrito (Mellmann et al.,
2006).

Deteccdo do gene de resisténcia & meticilina (mecA) em Staphylococcus spp.

As reacOes de PCR para a deteccdo do gene mecA foram realizadas conforme os
parametros descritos por Murakami et al. (1991). Em todas as reagdes realizadas foram
utilizadas linhagens de referéncia internacional, como controle positivo (S. aureus

ATCC 33591) e negativo (S. aureus ATCC 25923).

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

A tipagem por PFGE dos isolados foirealizada segundo o protocolo previamente
definido por McDougal et al. (2003). As amostras foram colocadas em caldo BHI para
crescimento durante 24h. Em um microtubo foi colocado 250l da amostra crescida e
centrifugada a 12.000g. por 1 minuto. Depois de desprezado o sobrenadante e
adicionado 150ul de solu¢do TE (10mM de Tris,ImM EDTA [pH 8,0]), as amostras
foram deixadas em banho maria por 10min a 37°C. Apds agitacdo em vortex, foram
adicionados 2,5l de Lisostafina (Img/mL) e 150ul de agarose low melt. As amostras
foram distribuidas nos moldes para plugues, ap6s a solidificacdo foram colocadas em
placa de 24 pocos com 2 mL de solu¢do EC (6mM Tris-HCI, 1M NaCl, 100mMEDTA,
0,5% Brij-58, 0,2% deoxicolato de sodio, 0,5% laurilsarcosil sédico) e incubadas a
37°C por no minimo 4 horas. O EC foi retirado e os plugues lavados com 2 mL de TE
quatro vezes a temperatura ambiente com intervalos de meia hora. Para a restricdo do
DNA genbémico foi utilizada a enzima Smal (Fast Digest Smal, Fermentas Life Science,
Canada) e Apal (Promega, Madison, WI) (RASSCHAERT et al., 2009).

A eletroforese  foi executada em aparelho CHEF-DRIIl  System®

(BioRadLaboratories, EUA) em gel de agarose a 1% preparado com TBE 0,5X (Pulsed

Field CertifiedAgarose, BioRadLaboratories, EUA) sob as seguintes condicdes de
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corrida: intervalos de tempo de pulso de 5 a 40s por 21h; em rampa linear; 6V/cm;
angulo de120°; 14°C; 0,5M TBE como tampéo de corrida. Foi utilizado Lambda Ladder
PFG Marker (New EnglandBioLabs) como marcador molecular. O gel foi corado com
GelRed (10.000X em agua, Biotium, EUA) por 1 hora, e fotografado sob
transiluminacdo UV. A andlise de similaridade foi realizada utilizando-se o software
BioNumerics (versdo 7.6; AppliedMaths, Bélgica). A criacdo do dendrograma foi
realizada pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean), utilizando o software BioNumerics (versdo 7.0; Applied Maths, Bélgica) com
tolerancia da posicdo das bandas e a otimizacdo ajustadas para 1,25 e 0,5%
respectivamente. O coeficiente de similaridade de Dice > 80% foi escolhido para
determinacdo dos clusters com uso da enzima de restricdo Smal. As amostras ndo
identificadas no PFGE foram novamente submetidas ao teste com uso da enzima Apal,
cujo coeficiente de similaridade de Dice para escolha dos clusters foi > 97% . Foi

utilizada marcador Lambda Ladder PFG Marker (BioLabs) para normatizacao dos géis.

MultilocusSequenceTyping (MLST)

O MLST foi realizado segundo as normas descritas por ENRIGHT et al. (2000).
Cada par de primer amplificou um fragmento interno do gene housekeeping (cerca de
500pb), carbamatoquinase (arcc) desidrogenase, do chiquimato (aroE), glicerol quinase
(glp), guanilatoquinase (gmk), acetiltransferase fosfato (pta), triosefosfatoisomerase
(tpi), e acetil coenzima A acetiltransferase (yqiL). Ap6s a amplificacdo, realizou-se a
purificagdo  do  produto  amplificado pelo Kit HiYield™  Gel/PCR
FragmentsExtraction.e sequenciamento dos sete genes housekeeping. A analise e
comparacdo das sequéncias foram realizadas por banco de dados via internet

(http://www.mlst.net), de forma a obter o numero de identificacdo correspondente a
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cada um dos alelos. A combinacdo desses alelos indica o tipo de sequéncia (ST) e o

complexo clonal (CC) a que pertencem os isolados.

REACAO DE SEQUENCIAMENTO

As reacOes foram realizadas em sequenciador 3500 GeneticAnalyzer
(AppliedBiosystems, Foster City, CA, EUA). A visualizagdo das sequéncias
(eletroforograma) foi realizada pelo programa Mega.As sequéncias de nucleotideos
obtidas foram alinhadas utilizando a ferramenta BLAST-NCBI

(www.nchi.nlm.nih.gov/blast) para correta identificacdo da espécie.

RESULTADOS

Dos 131 suabes analisados de equinos, foram isolados micro-organismos em
94% (123/131) das amostras, enquanto nas amostras de origem humana houve 100%
(35/35) de isolamento microbiano.

Foram isolados Staphylococcus spp.em 23 amostras (17,5%) provenientes de
equinos e 14 amostras (40%) de humanos. Foi confirmado S. aureus em 21,7% (5/23)
das amostras de equinos e 100% (14/14) de humanos (Figura 1). A prevaléncia de
equinos colonizados por um micro-organismo com o gene mecA foi de 0,8% (1/131),
enquanto nas amostras de origem humana, néo foi identificado o gene mecA.

A frequéncia de isolamento de Staphylococcus spp. de equinos hospitalizados foi
de 17,5% (23/131), dos quais, 8,4% (11/131) eram S. hyicus, 3,8% (5/131) S. aureus,
3,8% (5/131) S. pseudintermedius e em 1,5% (2/131) (GenBank: CP016073.1;

CP002439.1) identificados como S. schleiferi (GenBank: gi|928189965|AP014944.1;
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0i|928189965|AP014944.1). Foi detectado 0 gene mecA em apenas uma amostra

identificada como S. pseudintermedius.

No teste de concentracdo inibitdria minima, o isolado de S. pseudintermedius
(equino), foi resistente a oxacilina. Para o0s demais antimicrobianos testados
(vancomicina, amicacina, linezolida, quinopristina/dalfopristina) houve sensibilidade.

A tipagem molecular por PFGE gerou um cluster dos isolados de S. aureus, que
incluiram simultaneamente >3 amostras, com similaridade >80% (Figura 1). Esse
cluster (C1) conta com isolados de humanos, o que indica disseminacdo do micro-
organismo entre duas pessoas da area CCGA e uma do departamento RGA. Foi possivel
observar similaridade (>80%) entre outros dois isolados de humanos obtidos do
departamento de CCGA (C2), bem como duas estirpes dos departamentos de CCGA e
RGA (C5) (Figura 1).

Nos isolados de S. aureus dos equinos foi possivel determinar similaridade
(>80%) provindos da RGA e CGA (C3), e entre dois animais da CCGA (C4). Todos
esses quatro equinos eram mantidos a mais de um ano em locais proximos e submetidos
a mesmo manejo nutricional(Figura 1).

Em quatro isolados foi possivel determinar padréo eletroforético com uso da
enzima Apal, com similaridade de >97% [26], bem como uma estirpe de equino (107 —
CCGA) e uma de humano (H20 — RGA) (Figura 4) (Figura 2). Apds identificacdo
destas estirpes, foi realizado a técnica de MLST, sendo possivel identificar que todas
pertenciamao complexo clonal (CC) ST398.

A tipagem molecular por PFGE dos isolados de S. hyicus de equinos, foram
determinadas a partir de similaridade >80%. O cluster (C1) foi formado por trés

isolados da CCGA e uma da CGA, o (C2) por isolados oriundos de um unico local
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(CCGA), e o cluster (C3) por equinos provindos da CCGA e CGA (Figura 3). Todos
estes nove equinos eram submetidos a mesmo manejo nutricional (Figura 3).

A Tabela 2 representa o total de equinos hospitalizados e humanos contactantes
do estudo, resultado do isolamento microbioldgico, técnicas moleculares e identificagdo

fenotipica dos estafilococos.

DISCUSSAO

S. aureus € um patdgeno reconhecidamente invasivo e oportunista para humanos
com crescente aumento de morbimortalidade em hospitais, acometendo principalmente
individuos com lesdo de pele e, ocasionalmente, pessoas saudaveis. O predominio de S.
aureus isolado da cavidade nasal de humanos no presente estudo concorda com o0s
achados de prevaléncia de S. aureus e S. epidermidis na narina e axilas de humanos
sadios (FRANK et al., 2010). No entanto, nos humanos amostrados outras bactérias
além de S. aureus foram também encontradas, competindo e limitando a colonizagédo
por S. aureus (FRANK et al., 2010).

O perfil clonal estabelecido pela técnica de PFGE, possibilitou entender melhor
a distribuicdo dos equinos e humanos colonizados por S. aureus, principalmente nos
casos em que animais e humanos coabitavam no mesmo local, em contato direto, ou
estavam a mais de um ano internados (equinos). Apesar de nao haver qualquer
similaridade clonal entre S. aureus de equinos comparado aos de humanos, os clusters
formados (C3 e C4) indicaram similaridade entre os isolados de equinos internados no
mesmo departamento a mais de um ano,bem como por permanecerem em areas/piquetes

préximos. Esses achados confirmam a proximidade dos animais e o tempo prolongado
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de interacdo como fatores de risco para a disseminagdo e colonizacdo do patdgeno
(WEESE et al., 2005; MALHARDO, et al., 2013).

O perfil clonal dos estafilococos de origem humana (C1, C2 e C5) foi definido
por medicos veterinarios em contato diario no mesmo departamento (C1 e C2 - CCGA)
e até mesmo de departamentos distintos, contudo convivendo em mesmo ambiente
hospitalar (C5 — RGA e CCGA). A colonizagdo por S. aureussensivel a meticilina em
equinos e humanos do mesmo local de trabalho evidencia que o perfil clonal do micro-
organismo seja 0 mesmo entre 0s equinos, entre 0s humanos, assim como entre as duas
espécies estudadas, corroborando, em parte, aos resultados encontrados no presente
estudo, posto que ndo ocorreu similaridade interespécie (WEESE et al., 2005).

Algumas espécies animais, dentre estas 0s equinos sao reservatorios de um novo
complexo clonal (ST398), isolado na Europa, Asia e America do Norte (WULF &
VOSS, 2008). A transmissao destas estirpes podem ocorrer de trés forma, tais como,
dentro da propriedade de origem, entre fazendas e até mesmo da propriedades de
criagdo para a populacdo, sendo informacgdes importantes para estudo e melhor
entendimento epidemioldgico (RASSCHAERT, et al., 2009). Inicialmente isolados de
S. aureus de humanos e animais foram tipificados utilizando a enzima de restricdo
(Smal) na técnica de PFGE. No entanto, a enzima Smal pode ser bloqueada no sitio de
metilacdo, sendo necessario 0 uso de outras enzimais, tais como Apal, ou ainda, a
utilizacdo de outras técnicas como MLST para a tipagem génica a partir de genes
conservados, como realizado no presente estudo (WITTE et al., 2007; RASSCHAERT,
etal., 2009).

Embora suinos sejam considerados o maior hospedeiro dos S. aureus ST398,

resistente ou ndo a meticilina (BELKUM et al., 2008), essa linhagem clonal n&o possui
especificidade de hospedeiro, sendo capaz de se tornar endémica em departamentos de
cirurgia de hospitais veterinarios (CUNY et al., 2008). Mesmo que, estafilococos ST398
predominem em isolados MRSA (HERMANS et a., 2008; VAN den EEDE, et al.,

2009; VAN DUIJKEREN, et al., 2010; LONCARIC et al., 2014), é possivel detectar
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este clone em estirpes sensiveis a meticilina (MSSA) obtidos de suinos (BELKUM et
al., 2008; KEHRENBERG et al., 2009; KADLEC & SCHWARZ, 2010), humanos
(WAMEL, et al., 2010; UHLEMANN, et al., 2013), ovinos (HAARSTAD et al., 2014)
e equinos (SIEBER, et al., 2011), capaz de colonizar individuos saudaveis e causar
infeccdes, fato que ressalta a viruléncia da estirpe e capacidade de causar doenca em
animais e humanos contactantes. Entre 2005 e 2011, relataram na Suica, o isolamento
de 17% (12/70) MSSA, onde, 7 equinos apresentaram infeccdes de pele pds-cirurgico e
5 com tromboflebites, o que reforca a capacidade de causar doenca mesmo ndo
possuindo gene mecA (SIEBER, et al., 2011).

No Brasil, a deteccdo do complexo clonal ST398 em medicina veterinaria foi
relatada em leite contaminado (SILVA et al., 2014), na epidermite exsudativa em suinos
(MORENO et al.,, 2016) e humanos, onde identificaram uma cepa MSSA com
complexo clonal ST398 em paciente humano apresentando o gene de resisténcia a
maultiplos antimicrobianos (cfr), o qual ocasionou pneumonia e 6bito Gales et al. (2015).
No entanto, ndo ha descri¢do até o momento no Brasil, identificando a espécie equina
como fonte de transmissao de ST398 para humanos contactantes. A detec¢do de ST398
no presente estudo, de uma amostra provinda de equino e trés de humanos, indica a
possibilidade de que estes individuos tenham sido colonizados a partir do contato com
uma espécie animal, reforcado pelo fato de um equino e um humano possuir
similaridade clonal de 98,1% (ST398), o que difere dos resultados obtidos por outros
estudos, onde ndo foi possivel obter qualquer similaridade clonal entre amostras de
equinos e funcionarios de um hospital veterinario no Reino Unido (MOODLEY et al.,
2006)

S. hyicus foi 0 micro-organismo isolado com maior frequéncia nos equinos

amostrados. Esta espécie de estafilococos comumente € isolada em diversas espécies de
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animais domeésticos, capaz de produzir toxinas esfoliativas, causando quadro de
epidermite exudativa, chamada de “doenga do suino gorduroso” (greasy pig disease)
(WEGENER, et al., 1993; ANDRESSEN & AHRENS, 2004). S. hyicus possui a
capacidade de transferir plasmidios de resisténcia aos antimicrobianos (ANDRESSEN
& AHRENS, 2004). A relevancia do isolamento de S. hyicus é demonstrada em uma
pesquisa realizada na década de 1980, que avaliou equinos com e sem doengas de pele,
e observaram que o patogeno foi responsavel por 13% (17/128) dos casos de lesdes
cutaneas (DEVRIESE et al., 1985). No mesmo estudo, somente em um equino o micro-
organismo foi isolado de pele integra e narina, 0 que sugere maior capacidade de causar
infeccdo do que apenas colonizar a narina e pele dos animais (DEVRIESE et al., 1985).
A frequéncia de S. hyicus (2%) nos equinos amostrados no presente estudo assemelha-
se a outros resultados de uma pesquisa realizada na Universidade de Davis (California),
onde obtiveram 1,9% de isolados de incisdes cirurgicas (infeccdo hospitalar)
(BIBERSTEIN et al., 1984). Em estudo similar, identificaram 6,7% (6/90) de S. hyicus
em equinos com lesdes de pele a partir de suabe local (DEVRIESE et al., 1983).

No Brasil investigando a etiologia de mastite em éguas, identificou S. hyicus em
2% (11/131) dos casos (MOTTA et al., 2011). Em humanos, S. hyicus causa infeccdes
ocasionais, relatado pela primeira vez em humano apds mordida de asinino
(OSTERLUND & NORDLUND, 1997).

PFGE é considerado um dos métodos mais discriminatérios para a tipagem de
estafilococos, particularmente indicado no monitoramento de linhagens associadas a
surtos. Ainda, este teste possibilita a diferenciacdo de linhagens especificas entre
diferentes espécies de animais (SHIMIZU, et a., 1997). A ocorréncia de clusters
relacionados ao S. hyicus de amostras nasais provenientes de equinos confirma esta

caracteristica do PFGE, identificando maior frequéncia de isolados provindos da CCGA
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apresentando similaridade clonal, e menor ocorréncia de animais provindos da CGA. A
similaridade clonal de estirpes ndo garante que o micro-organismo possa causar doenca,
ja que outras variaveis como a presenca de fatores de viruléncia e susceptibilidade do
hospedeiro também influenciam no estabelecimento da doenca clinica (WEGENER, et
al., 1993). No entanto, a presenca de fatores de viruléncia aliada a similaridade génica
entre micro-organismos provindos de diferentes hospedeiros, favorece maior
probabilidade da ocorréncia de surtos. Esses achados possibilitam aos profissionais da
area da saude entenderem melhor a epidemiologia e ecologia deste micro-organismo e
considerar diferentes espécies como possiveis hospedeiros, como relatado em estudos
realizandos com diferentes espécies animais colonizadas e/ou doentes (WEGENER, et
al., 1993; SHIMIZU, et al., 1997).

S. pseudintermedius é mais comumente isolado de cdes e gatos (COHN &
MIDDLETON, 2010). No presente estudo S. pseudintermediusfoi isolado em 3,8%dos
equinos, dos quais um isolado positivo para o gene mecA (MRSP), e apresentou-se
resistente a oxacilina. Esse resultado difere de um estudo onde 100% dos isolados de S.
pseudintermedius foram sensiveis aos antimicrobianos testados exceto uma estirpe
resisténcia a tetraciclina. S. pseudintermedius tem sido provavelmente identificado
equivocadamente como S. intermedius em testes microbioldgicos convencionais, devido
a similaridade bioquimica entre essas espécies (GHARSA, et al., 2015). Neste contexto,
identificaram S. pseudintermedius, e afirmou a necessidade do uso de técnicas
moleculares para a confirmacéo do diagndstico desta espécie de patogeno (DEVRIESE,
et al.,, 2005). Na Espanha,relataram a deteccdo de S. aureus e S. pseudintermedius
resistentes a meticilina em equinos hospitalizados, com 10,2% (4/39) dos animais
positivos para MRSA e um isolado para S. pseudintermedius resistente a meticilina

(MRSP — Oxacilina) (GOMEZ-SANZ, et al., 2013).
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Na Italia, MRS foi identificado em 1% dos isolados de equinos, dos quais, 0,5%
MRSP (MALHARDOQO, et al., 2013), corroborando com os achados do presente estudo.
Neste mesmo estudo, os demais estafilococos (66/191) dos equinos foram identificados
como MRS (CoNS), representados por Staphylococcuslentus e Staphylococcussciuri.
Os autores atribuem a identificagdo do gene mecA ao fato destes animais apresentarem
em comum, 0 mesmo tipo de uso (cavalos de corrida), com contato estreito com
humanos e sujeitos a tratamentos com antibioticos. Salientam ainda a importancia dos
isolados de CoNS, como problema emergente de salde animal e de salde publica
(COHN & MIDDLETON, 2010; BOOST, et al., 2011; HUBER et al., 2011).

A ocorréncia de S. schleiferi ndo € comum em equinos. No Brasil foi relatada
pela primeira vez, onde dois animais foram diagnosticados, embora classificados como
S. schleiferisubesp. Schleiferi (subsp. coagulase negativo), em animais com foliculite
bacteriana, sem presenca de prurido (MONTEIRO et al., 2005). Em humanos o
primeiro relato foi no final da de 1980, identificando S. schleiferisp. nov.(coagulase
negativo) de amostras de um centro de referéncia de sadde na Franca (FRENEY et al.,
1988). O presente estudo identificou S. schleiferisubesp. coagulans, nao relatada em
equinos até o momento. Esse micro-organismo foi descrito a primeira vez em animais
no inicio da década de 1990, responsavel por causar otite externa em caes (IGIMI et al.,
1990). Por conseguinte, S. schleiferisubesp. coagulans (coagulase positivo) tem sido
relatado causando otites e/ou piodermites (IGIMI et al., 1990; FRANK et al., 2003;
MAY et al., 2005; KAWAKAMI et al., 2010) e endocardites em cdes (LEUNG et al.,
1999), bem como descrito em humanos imunocomprometidos (KUMAR et al., 2007). S.
schleiferi pode apresentar o gene mecA, como no trabalho retrospectivo, onde 40%
(49/122) dos isolados de cdes apresentavam o gene de resisténcia (MORRIS et al.,
2006).

A presenca do gene mecA em diferentes espécies de Staphylococcus spp. (S.

pseudintermedius - CoPS) confirma que S. aureus nao € a Unica espécie de estafilococos
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capaz de apresentar resisténcia a meticilina (GILL et al., 2005). A viruléncia de
Staphylococcus spp. coagulase negativo (CoNS), ndo deve ser negligenciada em
medicina veterinaria, como S. epidermidis, micro-organismo altamente patogénico e
invasivo, incluindo a formacéo de biofilme (VUONG & OTTO, 2002; LI et al., 2009).
Essa espécie de CoNS é capaz de inibir a formacdo de biofilme e competir com a
colonizacdo nasal de S. aureus em humanos (IWASE et al.,, 2010). Na China,
caracterizaram por técnicas moleculares S. epidermidis em humanos e obtiveram 96,2%
dos isolados resistentes a meticilina e a eritromicina (LI et al., 2009). Ambos estudos
supracitados alertaram para o risco a salde dos pacientes humanos, bem como
profissionais da area da saude, que incluem funcionarios de hospitais veterinario, que
mantém contato direto com equinos.

A crescente resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tem se tornado um
prolema de satde publica de dmbito global. E importante ressaltar que varios estudos
suportam a evidéncia que a resisténcia a meticilina pode ser transmitida entre micro-
organismos de equinos e humanos (UBUKATA et al., 1989; WEESE, 2010). Além
deste fato, € notorio que animais possam servir como reservatorios de micro-organismos
resistentes aos antimicrobianos, agravado pela capacidade de transmissdo horizontal de
genes de resisténcia (mecA) entre as espécies de estafilococos (ANDRESSEN &

AHRENS, 2004).

CONCLUSAO

S. hyicus foi a espécie mais prevalente de estafilococos na populacdo equina
estudada, e deve ser objeto de estudo nos ambientes hospitalares veterinarios.

O principal fator de risco para a colonizacao do S. aureus e S. hyicus (de mesmo
perfil clonal), nos equinos e humanos amostrados foi o contato interespécie no ambiente

hospitalar. Apesar de ndo haver identificacdo do gene mecA nos isolados de S. aureus
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ST398, outros genes de resisténcia deverdo ser testados. Estirpes com mesma
similaridade clonal sugerem transmissao interespécie.

O isolamento de S. pseudintermedius (mecA) resistentes a oxacilina, confirma
que outras espécies de estafilocococos também devem ser motivo de preocupacgdo no
tocante a resisténcia dos isolados a meticilina, e que outros estudos devem ser realizadas
particularmente com isolados CoNS.

A identificacdo de S. schleiferisubesp.coagulans descrito pela primeira vez em
equinos, denota a capacidade do patdgeno colonizar a narina desta espécie, bem como a
possibilidade de colonizar e causar doenga em humanos contactantes.

Uma melhor compreensdo da genética e pressdo seletiva que sustentam o
comportamento adaptativo do género Staphylococcusspp. pode ser utilizado no futuro
para prever novos surtos de doencas estafilococicas e investigar novas estratégias de
controle necessarias em um momento de resisténcia crescente aos agentes

antimicrobianos.
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Tabelas

TABELA 1. Identificacdo de Staphylococcus spp. (CoPS) isolados de equinos (n = 23) e
humanos (n = 14), HV — Unesp (2016).

Staphylococcus spp.
. . . P Gene
S. aureus S. hyicus S. pseudintermedius® S. schleiferi " Total
mecA
Equinos 21,7% (5) 47,8% (11) 21,7% (5) 8,6% (2) 4,3% (1) 23
Humanos 100% (14) 0 0 0 0 14

* = espécie de Staphylococcusspp.mecA positivo
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TABELA 2. Identificagdo das amostras de Staphylococcus spp., de equinos (n = 23) e
humanos (n = 24) a partir do isolamento microbiol6gico e técnicas moleculares, HV —
UNESP/Botucatu (2016).

i T e 0 e T g MLaT
18 CCGA M 9m 1d S. hyicus C1 *
19 CCGA F 5a 1d S. aureus C4 *
20 CCGA M 2a * S. pseudintermedius * *
30 CCGA M * * S. hyicus C1 *
33 CCGA F 2m 4d S. pseudintermedius * *
35 CCGA M 2a 2d S. hyicus C2 *
40 RGA F 9a 9a S. aureus C3 *
41 CCGA M 2a 8d S. hyicus C2 *
49 RGA M la la S. schleiferi * *
59 CCGA F 5m 6d S. pseudintermedius * *
60 CCGA F 2a 10d S. hyicus C3 *

Equino 74 CGA M 6a 3d S. aureus C3 *
89 CCGA F Ta 4d S. aureus C4 *
93 CCGA M 4a 1d S. hyicus C1 *
97 CGA F la 3h S. hyicus C1 *
103 RGA M 9a 2d S. schleiferi * *
106 CCGA M 4a 2d S. hyicus * *
107 CCGA M la 7d S. aureus C1 ST398
108 CCGA F 16a 5d S. pseudintermedius * *
110 CCGA M Ta 6d S. pseudintermedius * *
119 CCGA M 3a 4h S. hyicus c2 *
121 CGA M 16a la S. hyicus * *
129 CGA M 18a 6a S. hyicus C3 *
H1 RGA M S. aureus C5 *
H4 RGA M S. aureus C1 *
H7 CCGA M S. aureus C2 *
H9 CCGA M S. aureus * ST398

H16 CGA M S. aureus * *
H18 RGA M S. aureus * *

Humano H20 RGA M S. aureus C1 ST398
H24 CCGA M S. aureus C5 *
H27 CCGA M S. aureus C1 *
H29 CCGA F S. aureus * *
H30 CCGA M S. aureus C1 *
H31 CGA F S. aureus * ST398
H33 CCGA F S. aureus C2 *
H35 CGA F S. aureus *

CCGA = Clinica Cirurgica de Grandes Animais; CGA = Clinica de Grandes Animais; RGA = Reproducédo de Grandes Animais; M = macho; F = fémea;
a =ano; m = més; d = dia; h = hora; * = ndo informado/detectado.
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FIGURA 1. Dendrograma criado a partir do padréo eletroforético por PFGE (enzima de
restricdo Smal) de 15 amostras de S. aureus (coeficiente de similaridade de DICE;
método de clusterizacdo: UPGMA) de equinos e humanos (identificacdo — H a frente do
namero da amostra). A linha vertical vermelha mostra o nivel de delineamento de 80%.
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FIGURA 2. Dendrograma criado a partir do padréo eletroforético por PFGE (enzima de
restricdo Apal) de 4 amostras de S. aureus (coeficiente de similaridade de DICE;
método de clusterizacdo: UPGMA\) de equinos e humanos (identificacdo — H a frente do
namero da amostra). A linha vertical vermelha mostra o nivel de delineamento de 97%.
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FIGURA 3. Dendrograma criado a partir do padréo eletroforético por PFGE (enzima de
restricdo Smal) de 10 amostras de S. hyicus (coeficiente de similaridade de DICE;
método de clusterizacdo: UPGMA) de equinos. A linha vertical vermelha mostra o nivel
de delineamento de 80%.
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