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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 Cirdrgica 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 o 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 diagnoéstico 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.
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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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