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RESUMO
O género Staphylococcus apresenta grande relevancia para a medicina humana e medicina
veterinaria, sendo composto por mais de 40 espécies. Pode ser encontrado como parte da
microbiota natural de animais e humanos, mas também como agente oportunista em processos
infecciosos. Entre as espécies encontradas em cdes, destaca-se S. pseudintermedius — uma
importante bactéria comensal da pele e mucosas, que também pode ser responsavel por
infeccdes clinicas como piodermites, otites e infec¢bes de sitio cirurgico (SSIs). O surgimento
de estirpes de S. pseudintermedius resistentes a meticilina (MRSP) tornou-se um problema de
importante de salde publica, uma vez que estas sdo multirresistentes e podem infectar também
seres humanos. O objetivo deste estudo foi identificar e caracterizar estirpes de S.
pseudintermedius isoladas de diferentes sitios infecciosos em cées quanto a sua diversidade
genética e resisténcia a antimicrobianos de uso em medicina humana e medicina veterinaria. As
amostras foram obtidas em duas clinicas veterindrias diferentes de Belo Horizonte;
colbnias sugestivas foram identificadas por MALDI-TOF e confirmadas por PCR ou
sequenciamento dos genes 16S rRNA ou rpoB. Fora realizado teste de susceptibilidade
antimicrobiana e deteccdo por PCR do gene mecA em todas as amostras. Os isolados de MRSP
foram submetidos ainda a técnica de multilocus sequence typing. Cerca de 74,8% dos isolados
clinicos eram S. pseudintermedius. Multirresisténcia (MDR) foi observada em 63,2% dos
isolados de S. pseudintermedius e cerca de 24,5% foram MRSP. Metade dos isolados MRSP
foi encontrado em SSls. Entre os dez sequence types (ST) identificados, nove foram
identificados pela primeira vez na literatura. O complexo clonal (CC) 71 foi o CC mais
frequente e foi associado a resisténcia a fluorquinolonas. Tratamento antimicrobiano prévio,
hospitalizagdo e SSlIs foram identificados como fatores de risco para aquisi¢cdo da MRSP. O
presente trabalho confirmou que S. pseudintermedius é a principal espécie de estafilocécica
isolada em partir de cachorros infectados em Belo Horizonte, além de identificar uma alta taxa
de estirpes MDR. SSls foram responsaveis pela maior taxa de estirpes MRSP. Além disso, este
€ 0 primeiro que investigou a estrutura populacional de MRSP em Minas Gerais, revelando a
dispersdo de um CC bem consolidado, além de novas linhagens. Os resultados encontrados sdo
de relevancia para a saude publica, uma vez que a bactéria apresenta importante potencial

zoonotico e as opcdes terapéuticas disponiveis sdo limitadas.

Palavras-chave: MRSP, MLST, ST71, infeccOes de sitio cirurgico.



ABSTRACT
Staphylococcus pseudintermedius is a major commensal bacterium of the skin and mucosae of
dogs and an opportunistic agent responsible for several clinical infections, such as pyoderma,
otitis, and surgical wound infections. The emergence of methicillin-resistant S.
pseudintermedius (MRSP) has become a problem of great concern in veterinary and human
medicine because it is multidrug resistant (MDR) and can also infect humans. This study aimed
to identify the occurrence of S. pseudintermedius strains in infected patients and investigate the
antimicrobial resistance profiles and molecular structure of MRSP isolates. Samples were
obtained from two different veterinary clinics; suggestive colonies were submitted to matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight (MALDI-ToF) mass spectrometry and
confirmed at the species level by polymerase chain reaction (PCR) or sequencing of the 16S
rRNA and rpoB genes. Antimicrobial susceptibility and PCR detection of mecA were
performed. MRSP isolates were subjected to multilocus sequence typing. Of all the clinical
staphylococci (n=131), 98 (74.8%) were identified as S. pseudintermedius. Multidrug resistance
(resistance to >3 classes of antimicrobials) was observed in 63.2% of S. pseudintermedius
isolates, and 24.5% of S. pseudintermedius isolates were MRSP. Half of the MRSP isolates
were isolated from surgical site infections. Among the ten sequence types (ST) identified, nine
were novel. ST71 was the most prevalent and associated with resistance to fluoroquinolones.
Prior antimicrobial therapy, hospitalization, and surgical site infections seemed to be risk
factors for MRSP acquisition. The present study showed a high rate of MDR staphylococci in
infected dogs. MRSP was isolated from different clinical conditions, mainly surgical site
infections. Additionally, this is the first study to extensively investigate the population structure
of MRSP in Minas Gerais, which revealed the dispersion of CC71 and nine novel STs. These
findings raise concerns for both animal and human health due to the zoonotic potential of this

species and limited therapeutic options available for MRSP infections.

Keywords: MRSP, MLST, ST71, surgical site infections
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1. INTRODUCAO

Os estafilococos s@o bactérias de grande relevancia para a medicina humana e medicina
veterinaria, sendo o género Staphylococcus composto por mais de 40 diferentes espécies
(Griffeth et al., 2008; Ma et al., 2020). Podem ser encontrados como parte da microbiota natural
de animais e seres humanos, mas também atuam como agentes patogénicos oportunistas em
processos infecciosos (Morris et al., 2006; Ma et al., 2020). Dentro do género, destacam-se 0s
estafilococos coagulase-positivos (CoPS), sobretudo Staphylococcus aureus, microrganismo
comensal da microbiota cutanea de seres humanos, que esta associado a quadros de infeccédo e
intoxicacdo em diferentes espécies animais (Algammal et al., 2020).

O Staphylococcus pseudintermedius, também considerado um CoPS, é um dos
principais microrganismos comensais da pele e mucosas de cdes e integra
0 grupo Staphylococcus intermedius (SIG) junto com outras trés espécies — S. intermedius, S.
delphini e S. cornubiensis (Bannoehr e Guardabassi, 2012; Murray et al., 2018). Embora seja
comumente encontrado em narinas e anus de individuos saudaveis, S. pseudintermedius pode
atuar como agente oportunista e causar variados quadros de infeccdo, de forma analoga ao S.
aureus em humanos (Bannoehr e Guadabassi, 2012; Gagetti et al., 2019). Essa bactéria é uma
das principais causas de piodermite canina, otite, infeccBes de feridas cirurgicas e infeccbes do
trato urinario (Weese e van Duijkeren, 2010; Bannoehr e Guardabassi, 2012; Duim et al., 2016;
Bergot et al., 2018).

Na Ultima década, a emergéncia de estirpes de S. pseudintermedius resistentes a
meticilina (MRSP) tornou-se um problema de grande preocupacédo para a medicina veterinaria,
devido a sua capacidade de aquisi¢cdo de um elemento genético mével (MGE) denominado
cassete cromossdmico estafilocdcico mec (SCCmec), que abriga 0 gene mecA — gene este capaz
de conferir resisténcia a todos os antimicrobianos beta-lactamicos (Duim et al., 2016; Wegener
et al., 2018; Gagetti et al., 2019; Krapf et al., 2019). Estirpes MRSP sdo, ainda, comumente
resistentes a outras classes de antimicrobianos, como aminoglicosideos, macrolideos e
fluorquinolonas, o que representa um desafio para as abordagens terapéuticas (van Duijkeren
et al., 2011; Kadlec e Schwarz, 2012; Duim et al., 2016; Morris et al., 2017). Ademais, o
SCCmec e/ou outros genes de resisténcia antimicrobiana podem ser transferidos entre
diferentes espécies de estafilococos, 0 que pode levar a um sério problema de saude publica,
especialmente quando envolve MRSP e S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (van
Duijkeren et al., 2011; Pomba et al., 2016; Kang e Hwang, 2021). Semelhante a0 MRSP em
caes, MRSA é um importante patdgeno associado a infec¢fes em humanos, sendo responsavel

por casos graves de infeccdo de tecidos moles (Pomba et al., 2016; Morris et al., 2017).



16

Relatos de casos de humanos colonizados ou infectados por S. pseudintermedius
aumentaram nos Ultimos anos — principalmente aqueles causados por cepas MRSP — ainda que
este ndo seja considerado um hospedeiro natural para a espécie (van duijkeren et al., 2011;
Guardabassi et al., 2013). Assim como em cdes, S. pseudintermedius pode causar uma
variedade de infeccdes de pele e tecidos moles em humanos, e estudos mostram que ha uma
alta similaridade entre cepas isoladas de pacientes humanos e cées tutelados pelos mesmos
(Somayaiji et al., 2016; Lozano et al., 2017; Ference et al., 2019; Blondeau et al., 2020; Gagetti
et al., 2020). Estudos mostram que o contato prolongado com cées pode ser um fator de risco
importante para adquirir a bactéria, sendo veterinarios e tutores de animais 0s grupos mais
afetados (Stegamann et al., 2010; Paul et al., 2011; Van Duijkeren et al., 2011; Guardabassi et
al., 2013). Nesse contexto, a circulacdo de MRSP é um consideravel problema para a saude
humana e animal, devido ao seu potencial risco zoondtico e as opcdes limitadas de tratamento
atualmente disponiveis.

Apesar de sua importancia, ainda existem poucos estudos sobre MRSP no Brasil. Até o
presente momento, pouco se sabe sobre padrbes de resisténcia e, principalmente, sobre a
estrutura populacional da espécie (Penna et al., 2010; Bourguignon et al, 2016; Botoni et al,
2016; Scherer et al, 2018). Além disso, em um contexto mundial, poucos trabalhos
investigaram a possivel relacdo entre as diferentes manifestagdes clinicas causadas por S.
pseudintermedius em cdes, os padrfes de resisténcia antimicrobiana (AMR) e estrutura

populacional das mesmas.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais

Identificar e caracterizar estirpes de S. pseudintermedius isoladas de diferentes sitios
infecciosos em cées quanto a sua diversidade genética e resisténcia a antimicrobianos de uso

em medicina humana e medicina veterinaria.

2.2 Objetivos especificos

a) Identificar e caracterizar Staphylococcus em cédes com diferentes quadros infecciosos;

b) Awvaliar fenotipicamente a resisténcia antimicrobiana de isolados do género
Staphylococcus a diferentes classes de antimicrobianos de uso na medicina veterinaria

e medicina humana;
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c) Comparar estirpes MRSP quanto ao perfil de resisténcia a antimicrobianos e a
diversidade genética

d) Identificar possiveis fatores de risco para a aquisi¢cdo de MRSP

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Género Staphylococcus

O género Staphylococcus é composto por bactérias cocoides imoveis, gram-positivas,
anaerdbias facultativas, e engloba cerca de 71 espécies e 30 subespécies (Griffeth et al., 2008;
Jaradat et al., 2020; Ma et al., 2020; Suepaul et al., 2021). Essas bactérias sdo de grande
relevancia para a medicina humana e a medicina veterinéria, tanto por serem parte da
microbiota cutdnea de diversos animais, quanto pela capacidade de agirem como agentes
oportunistas em processos infecciosos (Morris et al., 2006; Ma et al., 2020). Podem ser
classificados quanto a presenca da enzima coagulase em dois grupos: os estafilococos
coagulase-positivos (CoPS) e estafilococos coagulase-negativos (CoNS), sendo as espécies do
primeiro grupo comumente consideradas de maior patogenicidade e associadas a quadros de
infeccdo, enquanto o segundo grupo € considerado de menor patogenicidade e associado a
hospedeiros saudaveis (Griffeth et al., 2008; Ma et al., 2020; Suepaul et al., 2021). Dentre as
espécies ja conhecidas, destaca-se Staphylococcus aureus, um CoPS comensal da microbiota
cutanea de seres humanos, com potencial para causar quadros de infec¢do e/ou intoxicagdo em
humanos e demais espécies animais, seja em ambientes comunitarios, quanto hospitalares
(Algammal et al., 2020; Jaradat et al., 2020).

3.1.1 Geénero Staphylococcus em cées

Cées saudaveis podem carrear estafilococos em diversos sitios muco-epiteliais como
narinas e boca, faringe, virilha, vagina, prepucio, anus, axilas e orelhas (Griffeth et al., 2008).
A principal espécie a acometer estes hospedeiros é o Staphylococcus pseudintermedius,
integrante comensal da microbiota cutdnea, sendo comumente isolado de narinas e anus
(Bannoehr e Guadabassi, 2012). Em condicGes favoraveis, S. pseudintermedius pode se tornar
um agente infeccioso oportunista, levando a diferentes manifestagdes clinicas, destacando-se
0s quadros dermatoldgicos — nos quais esse agente é responsavel por cerca de até 90% dos casos
de piodermites secundarias em cdes (Morris et al., 2006; Bannoehr et al., 2009; Larsen et al,

2018). Aléem de afeccdes de pele, S. pseudintermedius também pode ser agente causador de
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otites externas, quadros de infec¢des do trato geniturinario, como piometra, prostatites e cistites,
além de infeccBes de feridas cirargicas (Weese e van Duijkeren, 2010; Pomba et al., 2016;
Bergot et al., 2018). Em casos raros, pode haver ainda a ocorréncia de sepse e morte em animais
muito jovens (Headley et al., 2016; Zakosek Pipan et al., 2019).

Ainda que menos relevantes, S. aureus e estafilocococos coagulase negativos — em
especial S. schleiferi subs. schleiferi — também podem ser encontrados em animais saudaveis,
e sdo cada vez mais importantes em quadros infecciosos (Griffeth et al., 2008; Frosini et al.,
2019; Ma et al., 2019; Ma et al., 2020).

3.2 Grupo Staphylococcus intermedius
3.2.1 Evolucao

Identificada pela primeira vez na década de 1970 (Hajek, 1976), Staphylococcus
intermedius foi considerada por mais de 30 anos a principal espécie do género isolada em
espécimes de cdes com infecgbes de pele e tecidos moles (Bannoehr e Guadabassi, 2012).
Entretanto, devido a alta diversidade fenotipica observada, constatou-se por meio de técnicas
moleculares que amostras previamente classificadas como S. intermedius pertenciam a uma
nova espécie — nomeada S. pseudintermedius (Devriese et al., 2005). Essa nova espécie passou
entdo a integrar o grupo Staphylococcus intermedius (do inglés Staphylococcus intermedius
group) que, atualmente, é composto por quatro bactérias do género — S. intermedius, S.
pseudintermedius, S. delphini e S. cornubiensis (van Duijkeren et al., 2011; Murray et al.,
2018).

Diante de técnicas convencionais de identificacdo bacteriana, S. pseudintermedius pode
ser caracterizada macroscopicamente por colonias de tamanho médio, elevadas e nao
pigmentadas, com padroes de B-hemdlise incompleta, 6-hemolise completa ou dupla hemolise
em 4gar sangue ovino ou bovino (Bannoehr e Guadabassi, 2012). Pode-se realizar a
diferenciacdo para outras espécies do género por meio de testes bioquimicos de coagulase,
producéo de acetoina, pyrrolidonil arilamidase, p-galactosidase, resisténcia a polimixina B e
acidificacdo de D-mannitol (Bannoehr e Guadabassi, 2012). Ja em se tratando apenas do SIG,
pode-se diferenciar S. intermedius das demais espécies por meio dos testes de arginina
dihidrolase, fermentacdo de [B-gentiobiose em condi¢Oes aerdbicas e de D-manitol em
condicgdes anaerdbicas, entretanto ndo ha possibilidade de diferenciacdo com seguranca entre
S. pseudintermedius e S. delphini (Sasaki et al., 2007; van Duijkeren et al., 2011; Bannoehr e
Guadabassi, 2012).
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Assim, devido a auséncia de marcadores bioquimicos singulares, o desenvolvimento de
testes moleculares se fez necessario para a identificacdo rapida e adequada destes
microrganismos (Sasaki et al., 2010; van Duijkeren et al., 2011). Atualmente, métodos como a
identificacdo por espectrometria de massas por meio de ionizacao por dessorcao a laser assistida
por matriz (do inglés matrix assisted laser desorption ionization - time of flight mass
spectrometry — MALDI-TOF) e diferentes técnicas de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
estdo disponiveis para identificacdo (van Duijkeren et al., 2011; Bannoehr e Guadabassi, 2012).

O MALDI-TOF baseia-se na producdo de um espectro de impressdes digitais de
peptideos e proteinas, de acordo com a massa das mesmas, para identificacdo dos
microrganismos avaliados (Decristophoris et al., 2011). Os bancos de dados sdo qualificados
inicialmente por identificacdes baseadas na sequéncia principalmente 16S e 18S e
subsequentemente servem como substitutos para a abordagem de sequenciamento (Bannoehr e
Guadabassi, 2012). E uma técnica considerada promissora, devido ao seu custo-beneficio,
facilidade de uso, necessidade de baixos volumes de amostras e alta acuracia (Decristophoris
et al, 2011; van Duijkeren et al, 2011; Morris et al, 2017). Todavia, devido a alta
heterogeneidade de isolados do SIG, é recomendado que haja um banco de dados vasto,
diversificado e atualizado, o que pode se tornar um fator limitante para a acuracia da técnica
(Decristophoris et al., 2011; Silva et al, 2015).

Dentre os principais alvos de métodos de PCR, tem-se o gene codificador da
termonuclease (nuc). A termonuclease é uma enzima termoestavel responsavel pela degradacéo
de DNA, comumente encontrada em espécies de Staphylococcus coagulase-positivos (Cannin
et al, 2020). Sua identificagdo por meio de testes bioquimicos ou imunolégicos podem levar a
erros (Becker et al, 2005); entretanto, através da técnica de PCR multiplex desenvolvida por
Sasaki et al (2010), pode-se identificar polimorfismos presentes no gene nuc, possibilitando a
diferenciacdo entre espécies. Tendo apresentado Otimos resultados de sensibilidade e
especificidade, a técnica se mostra como uma opcao rapida e segura para a identificacdo de
CoPs de relevancia na medicina veterinaria (Sasaki et al 2010; Bannoehr e Guadabassi, 2012).

Levando em consideracdo as particularidades das metodologias descritas, pode-se
associar o uso das mesmas para a obtencdo de resultados ainda mais confiaveis no diagndstico
de estafilococos pertencentes ao SIG. De qualquer forma, uma vez consolidada a reclassificacdo
de amostras do SIG por meio do avanco das técnicas moleculares, provou-se que amostras
isoladas de cdes ndo pertenciam a espécie S. intermedius, mas sim a S. pseudintermedius
(Devriese et al, 2005). Dessa maneira, propds-se que todas as amostras de estafilococos

oriundas de cées e fenotipicamente identificadas como pertencentes ao SIG, sejam classificadas
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como S. pseudintermedius, a menos que se prove diferente por analises genotipicas (Devriese
etal, 2009). Em sequéncia, estudos confirmaram a crescente relevancia dessa espécie que, além
de integrante da microbiota muco-cutdnea canina, também age como agente infeccioso
oportunista, causando as mais variadas enfermidades ao hospedeiro (Weese e van Duijkeren,
2010; Bannoehr e Guadabassi, 2012).

3.3 Staphylococcus pseudintermedius

Conforme citado anteriormente, S. pseudintermedius € um microrganismo natural da
microbiota cutanea de cdes saudaveis, sendo comumente encontrado na pele, foliculos pilosos
e em regides mucocutaneas como nariz, boca e anus (Bannoehr e Guadabassi, 2012). E um
agente com distribuicdo mundial e pesquisas mostram que a taxa de carreamento de S.
pseudintermedius pode variar de acordo com a populacdo estudada e localizacdo geografica,
havendo indices de ocorréncia entre aproximadamente 40% a até mais de 90% (Bannoehr e
Guadabassi, 2012; Smith et al., 2020). Por outro lado, diversos estudos, incluindo de grupos
brasileiros, apontam a ocorréncia de S. pseudintermedius em diversos quadros infecciosas,
principalmente piodermite, otite e quadros de infeccdo do trato urinario (Penna et al., 2010; van
Duijkeren et al., 2011).

3.3.1 Staphylococcus pseudintermedius em cdes saudaveis

Em cées saudaveis, é natural encontrar S. pseudintermedius na mucosa nasal, mucosa
oral, virilha, perineo/anus, conjuntiva, axila, faringe e foliculos pilosos, sendo os 4 primeiros
sitios anatdmicos os mais selecionados para isolamento (Griffeth et al., 2008; Bannoehr e
Guardabassi, 2012; Paul et al., 2012).

Rubin e Chirino-Trejo (2011) relataram o isolamento de S. pseudintermedius em
aproximadamente 88% dos cées amostrados, atendidos em um hospital de Saskatoon, Canada.
As amostras foram colhidas das narinas, reto e faringe dos cées, sendo os dois Gltimos sitios
responsaveis pela detecgdo de 99% dos animais positivos. De acordo com Paul et al. (2012),
cdes saudaveis atendidos em um hospital veterindrio universitario de Copenhagen, na
Dinamarca apresentaram uma prevaléncia de 69% de S. pseudintermedius. Diversos animais
foram positivos em multiplos sitios anatdmicos e os locais com maior nimero de isolados foram
0 perineo e a mucosa oral; quando amostrados juntos, resultaram na detec¢do de 90% dos

animais carreadores. Ja MA et al. (2020) encontraram uma prevaléncia de 46,2% de S.
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pseudintermedius em cdes na Australia, e o sitio de predilecdo para isolamento do agente
também foi o perineo, seguido por narinas e orofaringe. Schmidt et al. (2014) reportaram
prevaléncia de 44% de S. pseudintermedius em labradores do Reino Unido, taxa semelhante a
relatada por MA et al. (2020). Foram colhidas amostras da mucosa nasal e regido de perineo e
ndo houve diferenca na taxa de isolamento entre ambos os sitios. No estudo de Lee et al. (2019),
31% dos cdes saudaveis foram positivos, entretanto é importante ressaltar que o sitio de
amostragem escolhido foi o conduto auditivo. J& no Japdo, Onuma, Tanabe e Sato (2012)
observaram uma prevaléncia de 34,8% em cdes entre 2000 e 2002, e de 69,6% em 2009,
indicando um possivel crescimento na populacdo de cées colonizados por S. pseudintermedius.
No Brasil ndo ha dados recentes sobre a prevaléncia de S. pseudintermedius em cées saudaveis.

Percebe-se que ha uma grande variacao de prevaléncia, que pode ser influenciado pelo
local amostrado, nimero de sitios amostrados por animal, regido e metodologia do estudo (ver
Figura 1). De maneira geral, o perineo parece ser o melhor local para isolamento do agente,
entretanto, recomenda-se a amostragem de mais de um sitio anatbmico sempre que possivel,
para aumento do sucesso no isolamento de S. pseudintermedius (Rubin e Chirino-Trejo, 2011;
Ma et al., 2019).

ucosa nasal
(£31%)

Perineo/reto (+52%)

Mucosa oral
(£57%)

Face interna dos
membros (£23%)

Figura 1 — Prevaléncia média reportada por diversos estudos de S. pseudintermedius em
diferentes sitios anatdmicos de cdes saudaveis. Imagem adaptada de Bannoehr e Guardabassi,
2012.
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3.3.2 Infeccdes causadas por S. pseudintermedius

Piodermites sdo as principais manifestacGes relacionadas a infeccdo por S.
pseduintermedius em cdes. Podem ser classificadas como superficiais ou profundas e,
frequentemente, sdo secundarias a alergias, endocrinopatias, ectoparasitas ou outras doencas
dermatoldgicas (Bloom, 2014; Lynch and Helbig, 2021). Dentre as doencas de causa base para
a piodermite bacteriana secundaria, destaca-se a dermatite atopica, por se tratar de uma
sindrome multifatorial de carater inflamatorio e pruriginoso, associada a disfuncédo da barreira
epitelial e consequente desequilibrio da microbiota cutanea canina (Fazakerley et al., 2010;
Marsella, 2021).

A foliculite superficial bacteriana é a forma mais comum de piodermites em caes, e 0S
sinais clinicos dermatologicos mais encontrados sdo alopecia circular, eritema, pustulas,
colaretes, crostas e prurido (Hiller et al., 2014; Botoni et al., 2016; Carroll, Burnham e
Westblade, 2021). Altas taxas de prevaléncia de S. pseudintermedius em cdes com piodermites
séo relatadas, podendo corresponder a mais de 90% dos casos, a depender do grupo estudado
(Griffeth et al., 2008; Onuma, Tanabe e Sato, 2012; Larsen et al., 2018; Lynch and Helbig,
2021). Estudos demonstram que pode haver uma variacao na taxa de isolamento de acordo com
o tipo de lesdo selecionada para amostragem, e pustulas parecem ser o melhor tipo de leséo para
diagndstico (Larsen et al., 2018). Apesar de ainda ser controverso, alguns estudos apontam para
alta similaridade de estirpes de S. pseudintermedius obtidas de sitios anatémicos e sitios
infecciosos de caes doentes, apontando para a possibilidade de que a doenca seja de fato causada
por um agente comensal (Lynch and Helbig, 2021).

Assim como as piodermites, otites sdo manifestacBes clinicas comuns em cdes e a
infeccdo causada por S. pseudintermedius geralmente é secundaria a outras doencas (Bourély
et al., 2019; Lynch e Helbig, 2021). S. pseudintermedius esta relacionado principalmente a
otites externas — que podem ser caracterizadas por alopecia, escoriacdo, eritema, crostas,
hiperemia e secrecéo ceruminosa ou purulenta — e é considerado um fator perpetuante da doenca
(Bajwa, 2019). Estudos relatam taxas de prevaléncia variando de 20 a mais de 90%, geralmente
sendo comum valores em torno de 30% (Dziva et al., 2015; Borély et al., 2019; Lee et al., 2019;
Lynch e Helbig, 2021).

Infecgdes de trato urinario (ITU) de origem bacteriana sdo uma causa comum de
morbidade em cdes e estima-se que cerca de 14% destes animais irdo apresentar pelo menos
um quadro de ITU ao longo da vida (Windahl et al., 2014; Weese et al., 2019). A principal
causa das ITUs é a bactéria Escherichia coli, mas S. pseudintermedius figura entre os agentes

mais relevantes deste tipo de problema, sendo a principal bactéria gram positiva isolada (Lynch
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e Helbig, 2021). Estudos apontam taxas de prevaléncia que podem variar de 9% a até 94% em
certos casos, apesar dessa ocorréncia tdo alta ndo ser o mais comum (Windahl et al., 2014;
Lynch e Helbig, 2021). Este estafilococo € comumente associado a quadros de cistite, que séo
caracterizados pela inflamac&o da bexiga, com consequente polacilria, disUria, estranguria e/ou
hematdria; S. pseudintermedius pode ainda favorecer a formacgédo de ur6litos de estruvita, por
ser uma bactéria capaz de hidrolisar ureia em amonia e dioxido de carbono, 0 que aumenta o
pH urinario e favorece a formacéo de cristais de fosfato de amdnia e magnésio (Weese et al.,
2019).

Staphylococcus pseudintermedius é capaz ainda de causar diversos outros quadros
clinicos (ver Figura 2), como infec¢des do trato respiratorio, infecces de trato reprodutor —
como piometras e prostatites — infecces de feridas cirargicas, especialmente apds
procedimentos ortopédicos, doencas oftdlmicas e, em casos mais raros, pode haver ainda a
ocorréncia de sepse e morte (Nazarali et al., 2015; Headley et al., 2016; Weese et al., 2019;
Zakosek Pipan et al., 2019; Soimala et al., 2020; Lynch e Helbig, 2021).

Em concordancia com a literatura internacional, estudos brasileiros apontam a
ocorréncia de S. pseudintermedius em mais de 90% de quadros piodermite acompanhados
(Bourguignon et al., 2016; Botoni et al, 2016). Também se detectou variagcdes de 30% a 60%
em quadros de otite (Penna et al., 2010; Scherer et al., 2018) e aproximadamente 30% em
quadros de infeccdo do trato urinario causados por bactérias do género Staphylococcus (Penna
etal., 2010).



24

Piodermite canina

Patdgeno predominante em
mais de 92%% dos casos

vV &
Infeccoes de trato
‘ - reprodutor
Otite externa Varidvel de acordo com a doenca
20 -94.3%

Infeccoes do trato
respiratorio
0.3 -60% 6.3 -94,7%

Infeccoes de trato urinario

Figura 2 — Taxas média de isolamento de S. pseudintermedius e MRSP de diferentes sitios
infecciosos em cdes. Imagem adaptada de Lynch e Helbig, 2021.

3.3.3 Patogenicidade e viruléncia

A patogénese e importancia clinica de S. pseudintermedius é determinada
principalmente pelos fatores de viruléncia e de resisténcia que possui ou pode adquirir através
de processos de co-colonizacdo (Hrictu et al., 2020). Muitos destes fatores de viruléncia
produzidos sdo similares aqueles encontrados em S. aureus, e estdo envolvidos em quase todos
0s processos de colonizacdo e disseminacgdo da bactéria; entretanto, pouco se sabe ainda sobre
estes fatores e, consequentemente, sobre a patogénese de S. pseudintermedius (van Duijkeren
et al., 2011; Bannoehr e Guadabassi, 2012).

Dentre os fatores de viruléncia encontra-se enzimas — coagulase, proteases e
termonuclease — toxinas (hemolisinas, toxinas exfoliativas e enterotoxinas), fatores de adesao
como proteina A e a capacidade de formacdo de biofilme (Futagawa-Saiko et al., 2006; Hrictu
et al., 2020).

Acredita-se que as toxinas exfoliativas sejam um dos principais fatores envolvidos na
ocorréncia de quadros de piodermite, visto que essa € comumente encontrada em amostras de
pele (van Duijkeren et al., 2011; Bannoehr e Guardabassi, 2012). Dentre estas, estdo as toxinas
codificadas pelos genes SIET, expA e expB. Ndo ha ainda um consenso sobre a relevancia da

primeira, mas sabe-se que as duas ultimas sdo comprovadamente capazes de gerar lesdes
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erosivas e alteracdes histopatoldgicas em analises dermatoldgicas (Bannoehr e Guardabassi,
2012).

De forma similar a leucocidina de Panton-Valentine produzida por S. aureus, S.
pseudintermedius é capaz de produzir leucotoxina — codificada pelos genes IukF e lukS — que é
comumente relacionada a destruicdo de células polimorfonucleares, modulando assim a
resposta do sistema imune do hospedeiro (van Duijkeren et al., 2011; Bannoehr e Guardabassi,
2012). No Brasil, Pitchenin et al. (2017) reportaram a ocorréncia de pelo menos um gene
codificador dessas toxinas em amostras de S. pseudintermedius isoladas de animais domesticos
e selvagens, sendo as maiores taxas encontradas para os genes IukF e IukS (91% e 95%,
respectivamente).

Ademais, S. pseudintermedius, assim como outros estafilococos, é capaz de produzir
biofilmes, podendo chegar a uma prevaléncia de mais de 90% nas estirpes (Meroni et al., 2019).
Pouco se sabe ainda sobre os mecanismos do mesmo, mas é conhecido que ha a presenca do
sistema regulador do gene acessorio (agr), que é ativado com base na densidade populacional
e regula a expressao de outros fatores de viruléncia para facilitar os processos de colonizacao e
infeccdo (Futagawa-Saito et al., 2006; van Duijkeren et al., 2011; Bannoehr e Guardabassi,
2012).

Diante da grande quantidade de fatores de viruléncia encontrados em S.
pseudintermedius e do pouco que se conhece acerca da patogénese deste microrganismo, mais

estudos sao necessarios para melhor compreenséo dos processos de colonizagdo e infeccao.

3.3.4 Estirpes multirresistentes

Sabe-se que o género Staphylococcus, de uma maneira geral, pode carrear mecanismos
de resisténcia a todos os antimicrobianos disponiveis para uso clinico em medicina veterinaria
(Morris et al., 2017). Assim como é observado para outras bactérias, ha uma crescente expansao
de estirpes de S. pseudintermedius multirresistentes a drogas (MDR) (Nisa et al., 2019; Meroni
et al., 2019). A aquisicdo de transposons carreadores de genes de resisténcia € apontada como
uma das principais razdes para o sucesso na disperséo de estirpes MDR de S. pseudintermedius,
sendo a transferéncia horizontal destes elementos um evento comum a espécie (McCarthy et
al., 2015).

Estirpes S. pseudintermedius meticilina-suscetiveis (MSSP) comumente apresentam
fenotipo de susceptibilidade a uma ampla variedade de antimicrobianos (McCarthy et al.,

2015). Resisténcia a penicilinas labeis como penicilina G, ampicilina e amoxicilina é



26

frequentemente observada devido a producdo de beta-lactamase nessas estirpes, entretanto, a
suscetibilidade a cefalosporinas pode ser um achado frequente (Frank e Loeffler, 2012; Kadlec
e Schwarz, 2012); além disso, MSSP é comumente sensivel a antimicrobianos como
clindamicina, sulfonamidas em formulacGes de associacdo, gentamicina, amicacina e
fluorquinolonas, respondendo bem ao tratamento com os mesmos (Frank e Loeffler, 2012;
Moodley, Damborg e Nielsen, 2014; McCarthy et al., 2015).

E de particular preocupacéo, entretanto, 0 aumento de reportes acerca de Staphylococcus
pseudintermedius meticilina-resistente, que sao capazes de evadir do mecanismo de penicilinas
estdveis a acdo da penicilinase; além disso, estirpes MRSP sdo, em sua maioria,
multirresistentes, limitando ainda mais as possibilidades de um tratamento eficaz (McCarthy et
al. 2015; Meroni et al., 2019).

3.4 Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina
3.4.1 Epidemiologia

De acordo com van Duijkeren et al (2011), isolados de S. pseudintermedius eram, de
uma maneira geral, susceptiveis a antimicrobianos beta-lactdmicos estaveis a penicilinase,
entretanto, a partir de meados de 2006, o aumento de estirpes MRSP tornou-se um problema de
grande relevancia para a medicina veterinaria. Antimicrobianos como a meticilina e a oxacilina
pertencem a categoria de penicilinas semissintéticas resistentes a penicilinase e foram
desenvolvidas como forma de resposta a bactérias resistentes a penicilinas de primeira geragédo
(Morris et al., 2006). Sua acao se da através da ligacdo a proteina ligadora da penicilina (PBP)
presente nas bactérias, impedindo a formacdo da parede celular (van Duijkeren et al., 2011).
Sabe-se atualmente, contudo, que mecanismos de adaptagdo tornaram possivel que algumas
estirpes de S. pseudintermedius sejam resistentes a esses farmacos. Esta resisténcia esta
associada a aquisicdo do gene mecA, que esta presente em um elemento moével denominado
cassete cromossomico estafilococico mec (SCCmec), podendo ser transferido de forma
horizontal entre bactérias do género Staphylococcus (van Duijkeren et al., 2011, McCarthy et
al., 2015). Este gene modifica a conformacao da proteina ligadora de penicilina 2a (PBP-2a),
reduzindo a afinidade ao antimicrobiano, promovendo, assim, resisténcia a todos 0s
antimicrobianos beta-lactdmicos, com excecao das cefalosporinas de quinta geracdo (Frank e
Loeffler, 2012; Kadlec e Schwarz, 2012; CLSI, 2020).

Similarmente aos isolados susceptiveis, estirpes MRSP podem ser encontradas na pele

e mucosas de caes saudaveis ou ndo, sendo responsaveis por quadros de infeccdo relacionados
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a pele, ao trato urinério e a infeccgdes cirurgicas (van Duijkeren et al., 2011; Pomba et al., 2016).
A prevaléncia de MRSP é altamente variavel de acordo com a populacdo em estudo, sendo
encontrado taxas de prevaléncia entre 1,5% e 4,5% na comunidade, enquanto em clinicas
veterinarias essa taxa varia entre 2,1% a 30% (van Duijkeren et al., 2011; Laarhoven et al.,
2011). Em paises asiaticos, as taxas de isolamento de MRSP podem ser ainda mais altas,
chegando-se a 66% — fato que pode ser explicado por uma regulamentacdo menos severa quanto
ao uso de antimicrobianos em animais de companhia, quando comparado a América do Norte
e Europa (Guardabassi et al, 2013).

No Brasil, estudos apontam prevaléncia de MRSP em até cerca de 40% dos casos de
infeccdo causadas por S. pseudintermedius (Holmstrom et al., 2020), sendo estes valores
variados de acordo com o quadro infeccioso avaliado. Relata-se que estirpes MRSP sejam
responsaveis por 30% dos quadros piodermite (Botoni et al, 2016), variacfes de 14% a 30%
nos casos de otite (Penna et al, 2009; Scherer et al, 2018), e aproximadamente 8% em quadros
de infeccdo do trato urinario (Penna et al, 2010) causados por S. pseudintermedius.

Diferentes indices de prevaléncia podem ser observados nos estudos, de acordo com a
populacdo, regido geografica e sitios de infeccdo analisadas, sendo os quadros de piodermite e
otite aqueles com maiores taxas de frequéncia de MRSP (van Duijkeren et al, 2011; Krapf et
al, 2019). Pouco ainda se sabe sobre os fatores de risco que podem levar a uma infecgcdo por
MRSP mas, acredita-se que, histérico prévio de antibioticoterapia, realizacdo de procedimentos
cirdrgicos e/ou admissdo a areas de internacdo hospitalar sejam fatores de grande relevancia
(Weese et al, 2012; Shoen et al, 2019).

3.4.2 Diagnostico
Segundo Moodley, Damborg e Nielsen (2014), as primeiras estirpes de MRSP

caracterizadas fenotipicamente foram isoladas na Franca, em meados de 1980, a partir de cées
saudaveis e também cdes com quadros de piodermite, enquanto as primeiras caracterizadas
genotipicamente foram encontradas em 1999 nos Estados Unidos e em 2005 na Europa.

O diagnastico fenotipico € realizado por meio de testes de sensibilidade antimicrobiana,
utilizando-se a oxacilina como preditor da resisténcia, devido a sua maior sensibilidade e
estabilidade (Bemis et al., 2009; Kadlec e Schwarz, 2012). As principais metodologias usadas
sdo a de disco difusdo e de microdiluicdo. Para tanto, considera-se que uma zona de didmetro
<17 mm em torno de um disco de oxacilina na concentracdo 1 mg e/ou uma concentracdo

inibitéria minima > 0.5 mg/L sejam apropriados para determinar resisténcia in vitro (CLSI,
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2021) e estdo altamente correlacionados a detec¢do do gene mecA em S. pseudintermedius (van
Duijkeren et al., 2011).

Apesar da resisténcia fenotipica observada a oxacilina, segundo Kadlec e Schwarz
(2012), é necessario que 0 gene mecA esteja presente para que um isolado seja classificado
como MRSP. Sendo assim, para o diagnostico genotipico, preconiza-se a realiza¢do de técnicas
de PCR para a detecgé@o do gene mecA nas amostras isoladas. Ainda que esta seja considerada
a forma mais adequada de diagnostico, muitos laboratérios veterindrios ainda néo
disponibilizam o servico na rotina, devido ao maior custo de execucdo (Badger et al., 2019;
CLSI, 2021).

3.4.3 Perfis de resisténcia antimicrobiana

Além de mecA, MRSP pode apresentar diversos outros genes de resisténcia e elementos
regulatérios acessorios também carreados por MGE, que determinardo resisténcia a maioria das
classes de antimicrobianos utilizados na rotina (van Duijkeren et al., 2011; Wegener et al.,
2018; Krapf et al., 2019). Em geral, essas estirpes apresentam maior frequéncia de resisténcia
a outras classes de antimicrobianos, como tetraciclinas, fluorquinolonas, aminoglicosideos e
macrolideos (Kadlec e Schwarz, 2012; Morris et al., 2017). Sabe-se que na Europa e na
América do Norte, o perfil de resisténcia inclui resisténcia a todos os antimicrobianos orais de
uso comum na rotina de tratamento de pequenos animais (van Duijkeren et al., 2011; Pomba et
al., 2016).

Estudos mostram que estirpes MRSP isoladas na Europa e nos Estados Unidos
apresentam taxas de prevaléncia de mais de 90% para antimicrobianos como ciprofloxacina,
clindamicina, eritromicina, canamicina e estreptomicina, cerca de 70% para tetraciclina,
sulfametoxazol/trimetoprim, enrofloxacina e gentamicina, entre 40% e 50% de resisténcia para
cloranfenicol e apenas 5% para amicacina (Frank e Loeffler, 2012; Dos Santos et al., 2016).

Ao avaliar marcadores de resisténcia, estudos de Kadlec e Schwarz (2012) e Wegener
et al. (2018) mostraram que isolados de MRSP, em sua grande maioria, também carregam o
gene blaz, responsavel por codificar uma betalactamase de amplo espectro, podendo chegar a
taxas de prevaléncia de quase 100%. Além disso, essas estirpes podem apresentar taxas de 70%
a 80% de resisténcia as tetraciclinas (sendo determinado principalmente pela presenca dos
genes tetM e tetK); cerca de 70% de resisténcia a macrolideos (comumente associada a presenca
do gene ermB); de 80% a 90% de resisténcia aos aminoglicosideos (gene aph(3’)-111); de 40%

a 60% de resisténcia ao cloranfenicol (gene cat); e uma variacdo de 90% e 60% de resisténcia
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as fluorquinolonas, (respectivamente determinadas por muta¢fes no gene gyrA ou glrA). Em
contrapartida, resisténcia a rifampicina, acido fusidico e mupirocina foram incomuns.

No Brasil, diversos estudos apontam a ocorréncia de isolados de MRSP multirresistentes
a 6 ou mais classes de antimicrobianos (Penna et al., 2010; Botoni et al., 2016; Scherer et al.,
2018), com destaque para as sulfonamidas e tetraciclinas, classes amplamente utilizadas na
medicina veterinéria e classificadas como altamente importante para medicina humana (Morris
etal., 2017; OMS, 2018).

Ademais, sabe-se que estirpes MRSP tendem a apresentar um padrdo de
susceptibilidade a poucos antimicrobianos, em geral amicacina, rifampicina, vancomicina e
linezolida (Morris et al., 2017). Por essa razéo, o tratamento de infec¢des causadas por MRSP
representa um sério dilema terapéutico, pois as opc¢des de antimicrobianos disponiveis para
tratamento sdo limitadas e muitas vezes apresentam potencial de toxicidade mais alto para o
paciente ou, ainda, sdo classificadas como criticamente importantes para a medicina humana
pela OMS (Weese e van Duijkeren, 2010; Morris et al., 2017; OMS, 2018).

3.5 Diversidade genética

Sabe-se que S. pseudintermedius apresenta grande variedade genética na populacao
canina, sendo possivel que mais de um tipo de estirpe colonize ou infecte um mesmo animal
(Bannoehr e Guadabassi, 2012; Larsen et al., 2018). A técnica de sequenciamento de multiplos
locus (Multilocus Sequence Typing — MLST) possibilita avaliar o grau de diversidade genética
dos isolados circulantes, podendo assim, entender-se melhor a estrutura da populagédo e suas
possiveis relacdes de ancestralidade (Solyman et al., 2013; Dos Santos et al., 2016). A técnica
baseia-se na analise de genes conservados presentes no microrganismo (em geral sete ou oito
genes), para a deteccdo de variagdo de sequéncias nos loci destes (Solyman et al., 2013). Isto
resulta em diferentes perfis alélicos, denominados também de sequence types (STs) (Bannoehr
e Guadabassi, 2012). Uma vez definidos os STs, por meio de analises de variacdo dos loci, é
possivel inferir o grau de similaridade entre as mesmas e agrupa-las em clusters, denominados
complexos clonais (CC) — que, de maneira geral, sdo formados por STs que compartilham no
minimo cinco ou seis alelos (Pires dos Santos et al., 2016).

Comparativamente, estirpes MSSP apresentam maior diversidade genética do que
estirpes MRSP que, em boa parte, estdo classificadas dentro de um numero limitado de
complexos clonais (Weese e van Duijkeren, 2010; Pires dos Santos et al., 2016; Haenni et al.,

2020). Acredita-se, ainda, que haja uma associagdo entre linhagens bem-sucedidas e origem
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geogréfica, sendo os CC71 e CC258 os principais complexos clonais de MRSP circulantes ja
relatados na Europa; CC68 o principal da América do Norte e; CC45 e CC112 os principais da
Asia (Perreten et al., 2010; Pires dos Santos et al., 2016; Meroni et al., 2019). Pouco se sabe
sobre os demais continentes, devido ao numero limitado de estudos, mas CC71 parece ser
importante também na Oceania (Worthing et al.,2018; Nisa et al., 2019). A figura 3 traz os
principais CCs ja relatados na literatura. No Brasil, Quitoco et al. (2013) demonstraram, pela
primeira vez, a existéncia de um clone ST71 no Rio de Janeiro, isolado da microbiota nasal de
um cdo saudavel. Entretanto, este € o Unico estudo publicado e revisado por pares até o presente
momento acerca da diversidade genética e estrutura populacional de S. pseudintermedius no
pais.

..o
.

Figura 3 — Estrutura populacional de Staphylococcus pseudintermedius mediante analise
eBURST. Os complexos clonais de maior relevancia sdo indicados em azul e amarelo. Imagem
adaptada de Pires dos Santos et al., 2016.

Estudos mostram que pode haver ainda uma associagéo entre a linhagem da estirpe e 0s
padrdes de resisténcia antimicrobianas encontradas na mesma. O CC71, tende a apresentar
resisténcia a todos os antimicrobianos de uso na rotina de pequenos animais (Paul et al., 2011)

e, N0 que tange aos beta-lactamicos, apresenta maiores taxas de resisténcia a oxacilina,
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ampicilina, amoxicilina com &cido clavulanico e cefalotina, o que pode explicar parte de sua
eficiéncia na dispersdo global (Wegener et al, 2020). J4 o CC45 apresenta maiores taxas de
resisténcia para o cloranfenicol, quando comparado aos CC71 e CC258, enquanto o CC258
apresenta maiores taxas de resisténcia para sulfametoxazol/trimetoprim e maior
susceptibilidade a enrofloxacina e gentamicina, quando comparado aos dois CCs anteriores
(Pires dos Santos et al., 2016).

Apesar da linhagem ST71 ser uma das mais relevantes no contexto mundial, nota-se que
a prevaléncia da mesma tem reduzido, enquanto a frequéncia de outras linhagens, como o
ST258 e ST496 aumentam (Duim et al., 2016; Bergot et al., 2018; Gronthal et al., 2017; Meroni
et al., 2019). Esta mudanga na dindmica populacional, com aumento na ocorréncia de “novas”
linhagens, incluindo diversos singletons (estirpes que ndo se agrupam em complexos clonais ja
definidos), indicam que a dispersdo clonal talvez nao seja tdo mais relevante frente a eventos
de transferéncia horizontal de resisténcia (Bannoehr & Guadabassi, 2012; Pires dos Santos et
al., 2016; Gronthal et al., 2017). Além disso, o fato de haver mudancgas no perfil de resisténcia
de acordo com as linhagens identificadas aponta para a necessidade de se definir protocolos
terapéuticos de acordo com a estirpe isolada (Pires dos Santos et al., 2016), dificultando ainda

mais o controle da disseminacao de estirpes resistentes a meticilina.

3.6 Potencial zoondtico e impacto na satde publica

S. pseudintermedius ndo é um agente comensal de seres humanos, sendo incomum,
portanto, os casos de colonizacdo pelo mesmo (van duijkeren et al., 2011; Guardabassi et al.,
2013). Entretanto, é crescente o numero de relatos referentes ao carreamento de MRSP por
pessoas, em especial veterinarios (Guardabassi et al., 2013). Morris et al. (2010) demonstraram
gue veterinarios dermatologistas de pequenos animais dos Estados Unidos apresentaram taxas
de carreamento de MRSP de, aproximadamente, 5%, com achados de estirpes altamente
similares entre alguns dos participantes e seus respectivos animais de estimacdo. De maneira
similar, Paul et al. (2011) encontraram cerca de 4% de veterinarios positivos para MRSP, sendo
dois participantes deste grupo positivos novamente um més apds a primeira coleta, sugerindo a
possibilidade de colonizagéo persistente ou reinfeccdo. Apesar destes valores parecerem baixos,
o fato de se encontrar taxas de isolamento de MRSP maiores que isolamento de MRSA neste
grupo populacional alerta para a relevancia do agente e de seu potencial zoonotico (Paul et al.,
2011; Guardabassi et al., 2013).
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E notdrio, também, o aumento de relatos de quadros de infecgo de pele e tecidos moles
em humanos causados por S. pseudintermedius, que estdo, em sua grande maioria, associados
a ocorréncia de contato dos pacientes com caes (Somayaji et al., 2016; Ference et al., 2019).
Diversos relatos de casos evidenciam, a alta similaridade entre estirpes isoladas dos pacientes
humanos e cées pertencentes ao ambiente domiciliar dos mesmos, indicando estes animais
como possivel origem dos quadros infecciosos (Lozano et al., 2017; Blondeau et al., 2020;
Gagetti et al., 2020). Deve-se ressaltar também a possibilidade de que infeccbes em pacientes
humanos causadas por S. pseudintermedius sejam subdiagnosticadas, uma vez que ha, ainda,
erros de identificacdo de espécies, confundindo-se a mesma com S. aureus (Gagetti et al.,
2020).

Acredita-se, portanto, que o contato recorrente e a longo prazo com caes seja um fator
de risco para a aquisicdo de S. pseudintermedius — em especial estirpes MRSP — em humanos,
colocando assim, profissionais de medicina veterinaria e tutores de cdes como grupos de maior
risco (Stegamann et al., 2010; van Duijkeren et al., 2011). Dessa forma, € essencial entdo
entender e tratar infecgdes por S. pseudintermedius como um problema de satde publica.
Antimicrobianos como mupirocina, linezolida, quinupristina/dalfopristina, rifampicina e
vancomicina, que sdo comumente usados como ultimo recurso para tratamento em humanos,
nunca devem, portanto, ser utilizados para tratamento de animais (Stegamann et al., 2010).
Ademais, hospitais e clinicas veterinarias devem ser entendidas como parte importante na
dispersdo de MRSP, devendo ser adotadas medidas rigorosas para um controle eficiente do

microrganismo (van Duijkeren et al., 2011).

3.7 Controle e prevencao
3.7.1 Tratamento

Frente ao desafio da crescente taxa de multirresisténcia antimicrobiana e o dilema do
uso indiscriminado de antimicrobianos sistémicos na medicina veterinaria, é urgente a busca
por alternativas de tratamento que reduzam a necessidade dos mesmos (van Duijkeren et al.,
2011; Guardabassi et al., 2013). Neste contexto, 0 uso de produtos topicos pode ser uma
alternativa factivel para o tratamento de determinados casos de infecgbes por S.
pseudintermedius. Borio et al. (2015) demonstraram que o uso de clorexidina 4% em
formulacdes topicas (xampu e spray) mostrou-se tdo eficaz quanto o tratamento com uso oral
de amoxicilina com acido clavulanico. Ademais, formulacdes de associacdo de clorexidina e

miconazol, acido fusidico, mupirocina e solucdes de hipoclorito de sédio mostram-se eficazes
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para o tratamento de lesGes superficiais relacionadas a S. pseudintermdius. (Godbeer, Gold e
Lawhon, 2014; Clark, Loeffler e Bond, 2015; Clark et al., 2016; Fadok e Irwin, 2019).

Outras opcdes ainda em estudo envolvem o uso de bacteri6fagos e seus produtos
(Moodley et al., 2019), 6leos essenciais e produtos derivados de mel contra infec¢bes por S.
pseudintermedius (Song et al., 2013; Meroni et al, 2020), podendo vir a ser alternativas factiveis
para o uso no futuro.

Em casos em que o uso de produto sistémico é indispensavel, deve-se considerar a
realizacéo de antibiograma para adequacado da conduta terapéutica e, sempre que possivel, deve-
se associar a um produto topico, para reducdo do tempo de tratamento (Morris et al., 2017). A
escolha deveréa levar em consideracao o antimicrobiano que, além de se mostrar eficiente, traga
menos efeitos colaterais ao paciente e, principalmente, ndo seja de uso critico para a medicina
veterinaria ou humana (Morris et al., 2017).

Seguindo as normas do CLSI (2021) e EUCAST (2020), todas as estirpes meticilina-
resistentes devem ser reportadas como resistentes também a todos os beta-lactamicos.
Entretanto, estudos vém apontando que algumas linhagens de MRSP podem possuir taxas de
resisténcia inferiores para cefalotina e amoxicilina com acido clavulanico, hipotetizando-se que
0 aumento na dose ou na frequéncia diaria de administracdo dessas drogas pode apresentar
resultados eficientes frente a infeccdes por MRSP (Wegener et al., 2020), mas sdo necessarios

mais estudos.

3.7.2 Medidas de prevencéo

Diante do desafio de se estabelecer condutas terapéuticas eficientes frente a quadros de
infeccdo causados por estirpes MRSP, é necessario que haja foco em medidas de prevencéo e
controle para reducéo da disseminacdo do agente. Como se sabe, MRSP pode ser carreado por
animais saudaveis, porém ndo ha na literatura estudos a longo prazo que acompanhem estes
animais, sendo dificil determinar se a colonizacdo acontece de forma permanente ou transiente
(van duijkeren et al., 2011; Laarhoven et al., 2011). Além disso, ndo ha estratégias especificas
que sejam altamente eficazes para a eliminacdo destes agentes quando sdo apenas comensais
(Nisa et al., 2019). Por isso, as principais medidas a serem adotadas s&o focadas em praticas
de higiene, tanto para limpeza do animal, quanto do ambiente em que 0 mesmo vive (van
duijkeren et al., 2011; Morris et al., 2017). Similarmente, em clinicas e hospitais veterinarios,
deve-se preconizar o0 uso de equipamento de protecdo individual, como luvas descartaveis para

cada animal atendido; boas préaticas de higiene — como lavar as médos antes e depois de cada
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atendimento; préaticas regulares de sanitizacdo de equipamentos e desinfec¢do ambiental — para
gram-positivos os melhores agentes sdo a base de alcoois, aldeidos, biguanidas, compostos
fenolicos ou amodnia quaternaria; além da instituicdo de procedimentos operacionais padrdo e
fluxos de atendimento, para se reduzir a contaminacdo do ambiente e possivel transmissdo por
meio de fémites/iatrogénica (Gronthal et al., 2014; Morris et al., 2017; Stull et al., 2018).

Ademais todas as medidas citadas anteriormente, uma das ferramentas mais essenciais
para prevencdo e controle de S. pseudintermedius, especialmente quando se trata de estirpes
MRSP, é a instituicdo de programas de vigilancia epidemiologica — seja ela realizada de forma
passiva ou ativa — para a obtengdo de dados que permitam analises de incidéncia e prevaléncia
do agente, além de permitir identificar mudancas epidemioldgicas ao longo do tempo (Morris
et al., 2017). Além disso, é necessario que no processo de vigilancia haja o0 monitoramento
guanto ao uso de antimicrobianos, pois assim se torna possivel entender a prevaléncia e
tendéncia de estirpes resistentes, permitindo a adequacdo de politicas nacionais quanto ao uso
dos mesmos (Moodley, Damborg e Nielsen, 2014; Nisa et al, 2019).

Em suma, para que se tenha uma boa politica nacional que guie o uso racional de
antimicrobianos frente a quadros de infeccdo por MRSP, é necessario sempre levar em
consideracdo as recomendacdes fornecidas por guidelines internacionais, mas, mais do que isso,
deve-se também conhecer as particularidades geogréaficas de cada local quanto a dispersdo de
estirpes multirresistentes, os antimicrobianos disponiveis e permitidos pela legislacdo, e a
formulacdo de politicas de uso racional de antimicrobianos contra MRSP (Guardabassi et al,
2013); ademais, deve haver um trabalho inclusivo entre medicina humana e medicina
veterinaria, para que a instauracdo de programas assim seja eficaz (Weese e van Duijkeren,
2010; McCarthy et al., 2015).

S. pseudintermedius tem-se tornado cada vez mais relevante para a medicina veterinaria
—em especial devido a crescente prevaléncia de estirpes MRSP que, além de resistentes a todas
as classes de beta-lactdmicos, sdo comumente resistentes a grande maioria de antimicrobianos
usados na rotina. Além disso, com o aumento de relatos de infec¢cdo em humanos decorrentes
do contato com cées, € particularmente preocupante o impacto na satde publica em decorréncia
da dispersdo dessas estirpes. Sabendo-se que o sucesso da distribuicdo global de algumas
estirpes pode estar associado a mecanismos adquiridos por determinadas linhagens, é
importante que se conheca ndo s a prevaléncia do agente, mas também suas caracteristicas
moleculares.

No Brasil, apesar de trabalhos em medicina veterinaria ja trazerem informacGes a

respeito de ocorréncia e perfis de resisténcia, pouco se sabe sobre como se da a distribuicdo
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num cendrio nacional em quesito de linhagens dominantes e consequente caracteristicas das
mesmas. Assim, para que possa se pensar em medidas eficazes tanto para controle de casos

rotineiros, quanto para a prevencdo de surtos, € necessario que mais estudos sejam conduzidos.

4. MATERIAL E METODO
4.1 Amostragem e local de execucéo

Foi realizada uma amostragem n&o probabilistica de conveniéncia, entre os anos de 2017
e 2020, de espécimes de cdes atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Minas Gerais (HV-UFMG) e na Clinica Veterinaria VetMaster (Belo Horizonte, MG). No total,
131 amostras foram coletadas com suabe estéril e enviadas sob refrigeracéo para processamento
imediato. Foram obtidas amostras de quadros de infecgcdes de pele, otites, infeccGes de trato
geniturinério, feridas cirdrgicas e outros sitios infecciosos — como amostras provenientes de
cavidade abdominal.

O processamento e as analises de todas as amostras foram realizados no Laboratorio de
Bacterioses e Pesquisa da Escola de Veterinaria da UFMG, localizado no Campus Pampulha,
no municipio de Belo Horizonte, MG. Este projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da UFMG, sob o protocolo n°® 287/2019. Os isolados obtidos no estudo foram
cadastrados no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SISGEN) sob codigo AE5577D (ver Anexo). O fluxograma de trabalho
adotado no presente estudo pode ser visualizado conforme a Figura 4.
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Figura 4 — Fluxograma de etapas de processamento realizadas durante o estudo. Em caixas
retangulares tém-se 0s processos, enquanto losangos indicam os isolados.
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4.2 Dados epidemioldgicos

As fichas clinicas dos animais submetidos a coleta foram avaliadas para levantamento
de dados referentes a: idade, sexo, raca e porte do animal; convivéncia com outros animais
dentro da residéncia; data e motivo do atendimento clinico inicial; histérico clinico — uso prévio
de antimicrobianos, presenca de comorbidades, procedimentos cirdrgicos ou internacdo; e

evolucédo do quadro clinico (desfecho).

4.3 Isolamento e identificacéo

Os suabes coletados foram plaqueados em agar Manitol Salgado (MS — KASVI, Brasil)
e incubados a 37° C durante 24 horas, sob condicdes de aerobiose, para triagem de amostras
sugestivas de Staphylococcus sp. Estirpes sugestivas foram subcultivadas em agar Mueller
Hinton (MH — Difco, EUA) sob as mesmas condicdes e em seguida, armazenadas em caldo
Brain Heart Infusion (HIMEDIA, india) adicionado de 15% de glicerina a -20° C. Todos 0s
isolados sugestivos de Staphylococcus coletados foram submetidos a técnica de MALDI-ToF
MS para identificacdo da espécie. As estirpes identificadas como pertencentes ao grupo SIG
foram submetidas a protocolos de PCR para diferenciacdo entre as espécies pertencentes ao
grupo (S. pseudintermdius, S. intermedius e S. delphini), conforme descrito a seguir. Quando
necessario, as amostras foram ainda submetidas as técnicas de sequenciamento do gene 16S
rRNA e gene rpoB. Todos os isolados foram submetidos a extracdo de DNA pelo método da
guanidina (Pitcher, Saunders e Owen, 1989); o grau de pureza e concentracdo de DNA foram

avaliados por espectrofotometria (Sambrook, Fritsch e Maniatis, 1989).

4.4 Diferenciacao de espécies do SIG

As estirpes identificadas como pertencentes ao SIG pela técnica de MALDI-TOF foram
submetidas a protocolos de PCR monoplex para deteccdo do gene nuc (pse), conforme Sasaki
et al (2010) modificado. A tabela 1 apresenta as sequéncias de nucleotideos dos iniciadores
utilizados para a reagdo, os tamanhos de fragmentos amplificados esperados e a referéncia
utilizada. Foram utilizados como controles positivos estirpes de referéncia de S.
pseudintermedius, S. intermedius, S. delphini grupo A e S. delphini grupo B, enquanto agua
ultrapura e os reagentes da reacdo de PCR foram selecionados como controles negativos.

Tabela 1 - Sequéncia de iniciadores utilizados para identificacdo de espécies do grupo SIG,
tamanho do produto amplificado e referéncia utilizada.
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Iniciador Sequéncia (5°- 3’) Pr(%cél;to Referéncia
. TRGGCAGTAGGATTCGTTAA(F) 926
P CTTTTGTGCTYCMTTTTGG (R)
CATGTCATATTATTGCGAATGA (F)
In AGGACCATCACCATTGACATATTGAAACC 430 .
R) Sasaki et al.
dea TGAAGGCATATTGTAGAACAA (F) 661 (2010)
CGRTACTTTTCGTTAGGTCG (R)
deb GGAAGRTTCGTTTTTCCTAGAC (F) 1135

TATGCGATTCAAGAACTGA (R)

*pb = pares de base.

4.5 Sequenciamento do gene 16S rRNA

Para as amostras SIG que apresentaram problemas de amplificacdo do gene nuc, ou
amostras ndo-SIG com score inferior a 2,000 no MALDI-TOF, sucedeu-se a técnica de
sequenciamento do gene 16S rRNA, conforme previamente descrito por Fox et al. (2011). Os
produtos de PCR foram purificados usando um sistema de purificacdo de DNA Wizard PCR
Preps (Promega) e sequenciados usando primers direto e reverso. As reacdes de
sequenciamento foram realizadas usando um kit de sequenciamento de ciclo BigDyeTerminator
v3.1 (ThermoFisher) e executados em um analisador genético ABI 3730XL (ThermoFisher).
As sequéncias geradas foram comparadas com as sequéncias de cepas de referéncia no banco
de dados GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI, disponivel em
http://ncbi.nlm.nih.gov), usando a ferramenta computacional Nucleotide Basic Local Aligment
Search Tool (NBLAST). Para confirmacdo das espécies, foi utilizado como critério que as

sequéncias apresentassem identidade > 98% e cobertura >90%.

4.6 Sequenciamento do gene rpoB

Em caso de as técnicas de MALDI-TOF, PCR e sequenciamento do gene 16S rRNA
serem insuficientes para a determinacdo da espécie bacteriana, realizou-se PCR para deteccdo
do gene rpoB e posterior sequenciamento do mesmo, segundo Mellmann et al. (2006). As
sequéncias de primers podem ser visualizadas na tabela 2. Assim como realizado para o gene
16S rRNA, os produtos foram sequenciados usando-se o 3730 XL DNA analyzer (Applied
Biosystems) e o corte e alinhamento das sequéncias geradas foram realizados pelo programa
BioEdit 7.2 (https://bioedit.software.informer.com/). As sequéncias geradas foram comparadas
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com as sequéncias de cepas de referéncia no banco de dados GenBank do NCBI (disponivel em
http://ncbi.nlm.nih.gov), usando a ferramenta NBLAST. Para confirmagdo das especies, foi

utilizado como critério que as sequéncias apresentassem identidade > 98% e cobertura >90%.

Tabela 2 - Sequéncia de iniciadores utilizados para identificacdo de espécies do grupo SIG,
tamanho do produto amplificado e referéncia utilizada.

Iniciador Sequéncia (5°- 3’) Produto (pb)* Referéncia
rpoB 1418 CAATTCATGGACCAAGC (F)
rpoB 35542  CCGTCCCAAGTCATGAAAC (R) 889 Mellmann
et al. (2006)

rpoB 1876  GAGTCATCITTYTCTAAGAATGG (R)

*pb = pares de base
a = primer utilizado para amplificacdo em PCR
b = primer utilizado para sequenciamento

4.7 Sensibilidade antimicrobiana

Para caracterizagdo de perfis de resisténcia a antimicrobianos, todas as estirpes de
Staphylococcus sp. foram submetidas ao teste de difusdo em disco, conforme o recomendado
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2021), para 0s seguintes
antimicrobianos: oxacilina (OXA — 1 ug) ou cefoxitina (CFO — 30 ug), para determinacdo de
resisténcia a meticilina; penicilina (PEN — 10 U.1.), ciprofloxacina (CIP —5 pg), cloranfenicol
(CLO - 30 ug), clindamincina (CLI — 2 pg), eritromicina (ERI — 15 ug), gentamicina (GEN —
10 pg), nitrofurantoina (NIT — 300 ug), rifampicina (RIF — 5 pug), sulfametoxazol-trimetoprima
(1,25/23,75 pQ) e tetraciclina (TET — 30 pg). Os resultados interpretados de acordo com as
diretrizes do CLSI para patégenos veterinarios VET01S-Ed5 e, quando ndo houvesse dados de
referéncia para 0 mesmo, utilizou-se as diretrizes para patdgenos humanos M100-Ed31 (CLSI,
2020; CLSI 2021). Os isolados que apresentaram resisténcia a mais de trés classes

antimicrobianas foram considerados multirresistentes (Cohen et al., 2008).

4.8 Pesquisa de Staphylococcus resistente a meticilina
Para a pesquisa de estirpes resistentes a meticilina, todas as amostras de Staphylococcus
foram submetidas a PCR para detecgdo do gene mecA (mecA F, 5°- AAAATCGATGGT
AAAGGTTGG-3’ e mecAR, 5’- AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3%), segundo Murakami

et al. (1991) modificado. Como controle positivo foi utilizada uma estirpe de referéncia de S.
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pseudintermedius, positiva para 0 gene mecA, engquanto como controle negativo foram

utilizados &gua ultrapura e demais reagentes que compdem a reacdo de PCR.

4.9 Caracterizacdo molecular por MLST

Uma vez confirmadas, as estirpes MRSP foram submetidas a PCR para amplificagédo
dos sete genes utilizados no MLST, conforme descrito por Solyman et al. (2013) e Gronthal et
al. (2017). Os produtos foram sequenciados usando-se 0 3730 XL DNA analyzer (Applied
Biosystems) e o corte e alinhamento das sequéncias geradas foram realizados pelo programa

BioEdit 7.2 (https://bioedit.software.informer.com/). Os alelos e STs foram identificados de

acordo com a base de dados PubMLST de S. pseudintermedius, (disponivel em

https://pubmlst.org/spseudintermedius/). Para definicdo de complexos clonais, gerou-se uma

arvore do tipo minimum spanning tree por meio da analise de Based Upon Related Sequence
Types (eBURST), no programa PHYLOViZ (disponivel para download em

http://www.phyloviz.net/). Os complexos clonais foram definidos como agrupamentos de STs

gue compartilhassem, no minimo, 6 alelos. Analise por sequéncias mutilocus das estirpes foi
realizada com base na sequéncia concatenada dos sete genes do MLST. Uma arvore filogenética
foi construida por meio do programa IQ-TREE (Mihn et al., 2020), utilizando o modelo de
méaxima verossimilhanca, modelo de evolucdo nucleotidica de Hasegawa-Kishino-Yano e
bootstrap de 1000 replicatas. A arvore gerada foi visualizada e anotada usando o iTOL v.4
(Letunic e Bork, 2019).

Tabela 3 - Iniciadores utilizados para amplificagdo dos sete genes de estirpes MRSP no MLST,
tamanho do produto amplificado (pb) e referéncia utilizada.

Iniciador Sequéncia (5°- 3°) Produto (pb) Referéncia
{Uf19 GTCCAATGCCACAAACTCG 500 Gronthal et al.
CCAGCTTCAGCGTAGTCTA (2017)
GCGACTGTACTTGCACAAGCA
cpn60 552
AACTGCAACCGCTGTAAATG
" GTGCGTATCGTATTACCAGAAGG 570
P GCAGAACCTTTTGTTGAGAAGC
GATTACTTCCAAGGTATGTTT Solyman et al.
purA 490 (2013)
TCGATAGAGTTAATAGATAAGTC
dh TGCGATAACAGGATGTGCTT 408
CTTCTCATGATTCACCGGC

ack CACCACTTCACAACCCAGCAAACT 680
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AACCTTCTAATACACGCGCACGCA

sar GGATTTAGTCCAGTTCAAAATTT 521
GAACCATTCGCCCCATGAA

*pb = pares de base.

4.10 Andlise estatistica

Os dados foram sumarizados utilizando tabelas de frequéncia e percentagens para
variaveis categoricas, e mediana para varidveis continuas. As comparagdes entre grupos foram
realizadas utilizando o teste exato de Fisher para varidveis qualitativas e o teste de Mann-
Whitney para variaveis quantitativas. Para aquelas variaveis categoricas onde foi identificado
significancia estatistica, foi aplicado o calculo da razdo de chances (OR). Varidveis onde
existem células com zero animais, devido a impossibilidade do calculo matematico, nao foi
realizada a razdo de chances. Para as varidveis continuas, quando identificado significancia
estatistica, foi aplicado o teste de comparacdes multiplas de Tukey. Foi utilizado o pacote
estatistico R, versdo 4.0.9. Para todas as andlises foi considerado o nivel de significancia de
5%.

5. RESULTADOS
5.1 Coleta de dados

Cento e dezesseis cdes foram incluidos neste estudo, o que proporcionou um total de
131 amostras de espécies de estafilococos. Quando dois isolados provenientes do mesmo
animal eram obtidos do mesmo sitio infecioso e apresentavam o mesmo perfil de resisténcia
antimicrobiana, apenas uma era mantida no estudo. A grande maioria das amostras (96/131 -
72,5%) foi obtida no HV-UFMG, enquanto 27,5% (36/131) das amostras foram obtidas a partir
de 27 animais atendidos na clinica VetMaster. Os animais eram das mais diferentes racas e as
idades variaram de 12 a 204 meses, com uma média de 88 meses (+ 46,3). Cinquenta e sete
animais eram fémeas, cinquenta e oito eram machos e um n&o foi informado do sexo (ver
Apéndice A).Pelo menos 67 animais (57,3%) foram submetidos ao uso prévio de
antimicrobianos, sendo que 54 receberam pelo menos um antimicrobiano sistémico, seis
haviam feito uso apenas de antimicrobianos topicos e sete receberam tanto farmacos de uso
sistémico, quanto de uso tdpico — sejam estes produtos relacionados ao problema de saude
apresentado no dia da amostragem ou ndo. Os principais antimicrobianos previamente

prescritos foram cefalexina (29/67), amoxicilina (9/67) ou combinacdo de amoxicilina e &cido
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clavulanico (16/67) e enrofloxacina (12/67). A maioria das amostras clinicas foi associada a
condicBes dermatologicas, sendo 58 (44,3%) de infeccdes de pele, 28 (21,4%) de otite, 20
(15,3%) de infeccdes do trato urogenital, 15 (11,4%) de infec¢des de sitio cirdrgico (SSls) e

dez (7,6%) de outros sitios.

5.2 ldentificacdo das espécies

Um total de 131 amostras foram obtidas e confirmadas como Staphylococcus sp. por
MALDI-TOF. Cento e dois isolados (77,9%) foram identificados por MALDI-TOF como parte
do SIG. Dentre estes, 78 foram identificados a nivel de espécie como S. pseudintermedius, 20
como S. intermedius e quatro como S. delphini. Pela PCR do gene nuc identificou-se 97
(95,1%) dos 102 isolados como S. pseudintermedius, trés (2,9%) como S. delphini e dois (2%)
— BR96 e BR173 — ndo apresentaram amplificacdo adequada para o gene de nenhuma das trés
espécies. Todas as amostras S. intermedius do MALDI-TOF foram confirmadas como S.
pseudintermedius pela PCR; uma amostra identificada como S. pseudintermedius no MALDI-
TOF foi verificada como S. delphini a PCR; uma amostra identificada como S. delphini foi
verificada como S. pseudintermedius. Para as amostras ndo amplificadas na PCR — uma S.
pseudintermedius e uma S. delphini pelo MALDI-TOF — foi realizado o sequenciamento do
gene 16S rRNA. Ambas as amostras foram identificadas por esta técnica como S.
pseudintermedius. A Unica amostra enviada para sequenciamento do gene rpoB foi identificada
como S. delphini, contrariando o resultado do sequenciamento do 16S rRNA e confirmando o
resultado do MALDI-ToF (ver Apéndice B). Ja para as amostras nao SIG, a técnica de MALDI-
TOF identificou oito espécies diferentes de estafilococos, incluindo S. aureus. O
sequenciamento do 16S rRNA confirmou todas as espécies identificadas pela técnica citada
anteriormente.

A espécie mais frequentemente isolada dos animais foi S. pseudintermedius (98/131 -
74,8%), seguida por S. schleiferi (20/13 - 15,3%) (ver figura 5). Nove animais apresentavam
piodermite e otite a0 mesmo tempo, durante 0 momento da amostragem — em dois destes
animais, ambas as infec¢bes eram causadas por S. pseudintermedius e, em outros dois, ambas
foram causadas por S. schleiferi; em todos os casos mencionados anteriormente, as estirpes
apresentavam o mesmo perfil de resisténcia antimicrobiana. Os outros cinco animais
apresentaram otite e piodermite causadas por diferentes espécies de estafilococo — sendo a
maioria uma combinacdo de S. pseudintermedius e S. schleiferi. Além disso, dois cées

apresentaram piodermite com a presenca de duas cepas de MSSP com diferentes padrdes de
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resisténcia antimicrobiana, um cdo com piodermite carreava MSSP e MRSP e outros dois
caes eram portadores de S. pseudintermedius e S. aureus no momento da amostragem. N&o
houve diferenca estatistica quanto a espécie do agente causador e sexo, idade ou sitio de

infeccdo do animal.

Tabela 4 - Distribuicdo e proporcéo de espécies de estafilococos isoladas em diferentes sitios
infecciosos de 116 cées atendidos em duas diferentes clinicas veterinarias de Belo Horizonte,
entre 2017 e 2020.
Sitio de infeccdo Espécies
S. pseudintermedius (n=45)
S. delphini (n=1)
S. schleiferi (n=10)
S. aureus (n=2)
S. pseudintermedius (n=17)
Orelhas (n=28 — 21,4%) S. delphini (n=1)
S. schleiferi (n=10)
S. pseudintermedius (n=14)
S. delphini (n=2)
S. aureus (n=1)
S. capitis (n=1)
S. epidermidis (n=1)
S. warneri (n=1)
S. pseudintermedius (n=13)
Ferida cirargica (n=15 - 11,4%) S. simulans (n=1)
S. capitis (n=1)
S. pseudintermedius (n=9)
S. simulans (n=1)

Pele (n=58 — 44,3 %)

Trato geniturinario (n=20 — 15,3%)

Outros (n=10 - 7,6%0)
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Otite (n=28)
77.6%

Piodermite (n=58)

13.3% 10%

90%

Infecgdes de sitio cirurgico Outros sitios (n=10)

(n=15)

5%

10% >

Infeccoes de trato geniturinario
(n=20)

W S. pseudintermedius W S. delphini M S. schleiferi = S. aureus M Qutros estafilococos

Figura 5 — Distribuicéo e proporcao de espécies de estafilococos isoladas em diferentes sitios
infecciosos de 116 cdes atendidos em duas diferentes clinicas veterinarias de Belo Horizonte,
entre 2017 e 2020.

5.3 Suscetibilidade antimicrobiana
Os resultados de resisténcia antimicrobiana para todos os estafilococos sdo mostrados

na tabela 5.
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Tabela 5 — Perfil de resisténcia antimicrobiana de estafilococos isolados de cédes atendidos em duas diferentes clinicas de Belo Horizonte, entre

2017 e 2020.

Espécie Total OXA/FOX PEN ERY CLI STX RIF GEN TET CIP CLO NIT MDR

S. pseudintermedius 98 24 85 42 42 58 35 28 57 34 8 0 62

S. delphini 4 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0

S. schleiferi 20 0 2 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0

S. aureus 3 0 2 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1

S. capitis 2 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

S. epidermidis 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1

S. simulans 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

S. warneri 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

*OXA = oxacilina, CFO = cefoxitina, PEN = penicilina, SXT = sulfametoxazol/trimetoprima, ERI = eritromicina, CLI = clindamicina, RIF = rifamicina, TET = tetraciclina,

CIP = ciprofloxacina, GEN = gentamicina, CLO = cloranfenicol, NIT = nitrofurantoina, MDR = multirresistente.
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Dentre as espécies do SIG, noventa isolados (88,2%) foram resistentes a pelo menos um
antimicrobiano. Em se tratando de S. pseudintermedius, penicilina foi o antimicrobiano com
maior taxa de isolados resistentes — em torno de 86,7% (86/98); em sequéncia, 59,2% dos
isolados (58/98) foram resistentes a sulfametoxazol/trimetoprima, 57,2% foram resistentes a
tetraciclina (57/98), e 42,9% foram resistentes a clindamicina e a eritromicina (42/98),
respectivamente (Figura 2). Aproximadamente 24,5% (24/98) dos isolados foram resistentes a
oxacilina. Todos os isolados foram sensiveis a nitrofurantoina. Ao se comparar 0s quadros
infecciosos, isolados de SSIs tiveram as taxas mais altas de resisténcia a nove dos

antimicrobianos testados (p <0,05).
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Figura 6 — Resisténcia antimicrobiana entre isolados clinicos de S. pseudintermedius obtidos
de cdes atendidos em duas diferentes clinicas de Belo Horizonte, entre 2017 e 2020. a)
Prevaléncia de acordo com o antimicrobiano; b) de acordo com o tipo de infeccao.

*PEN = penicilina, OXA = oxacilina, SXT = sulfametoxazol/trimetoprima, ERI = eritromicina, CLI
clindamicina, RIF = rifamicina, TET = tetraciclina, CIP = ciprofloxacina, GEN = gentamicina, CLO
cloranfenicol, NIT = nitrofurantoina

Sessenta e dois isolados de S. pseudintermedius (63,3%) foram considerados
multirresistentes (Figura 7). Destes, 43,5% (27/62) foram isolados de quadros de infeccdo de
pele, 21% (13/62) de infeccbes de sitio cirdrgico, 14,5% (9/62) de otites, 11,3% (7/62) de

infeccOes de trato geniturinario e 9,7% (6/62) de outros sitios.
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Figura 7 — Porcentagem de isolados SIG de acordo com o nimero de classes antimicrobianas
resistentes.

S. pseudintermedius foi associado (p<0,05) a resisténcia aos antimicrobianos RIF (OR
5,82,), CIP (OR 5,83), CLI (OR 7,82) ERI (OR 7,82), PEN (OR 10,11), OXA (OR 13,11), SXT
(OR 14,73) e TET (OR 14,73). As cepas de S. pseudintermedius foram, ainda, associadas a
uma maior chance de ser multirresistente (OR 18,6, IC 95% 5,3-65,1), quando comparadas a
outros estafilococos.

Metade dos isolados ndo-SIG foram sensiveis a todos os antimicrobianos (Figura
8). Assim como as amostras SIG, neste grupo a maior taxa de resisténcia também foi a
penicilina, sendo um terco (9/29) dos isolados resistentes. Dois isolados (6,9%) foram
resistentes a gentamicina e apenas um isolado foi resistente a CFO, CLI, ERI, SXT e RIF
cada. Todos os isolados foram suscetiveis a CIP, CLO e NIT. Apenas dois isolados (6,9%),
cada um pertencente a uma espécie diferente, foram considerados MDR, sendo apenas um deles

resistentes a cefoxitina.
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Figura 8 — Prevaléncia de resisténcia antimicrobiana entre isolados clinicos ndo-SIG obtidos

de cdes doentes atendidos em duas diferentes clinicas de Belo Horizonte, entre 2017 e 2020.
*PEN = penicilina, CFO = cefoxitina, SXT = sulfametoxazol/trimetoprima, ERI = eritromicina, CLI =
clindamicina, RIF = rifamicina, TET = tetraciclina, CIP = ciprofloxacina, GEN = gentamicina, CLO =
cloranfenicol, NIT = nitrofurantoina.

5.4 Estafilococos resistente a meticilina
Foi encontrada uma prevaléncia geral de aproximadamente 20,6% de isolados MRS.
Dentre os isolados SIG, 23,5% foram positivos para 0 gene mecA, sendo todos eles pertencentes
a espécie S. pseudintermedius, e todos resistentes fenotipicamente a meticilina. Ja entre os
isolados ndo-SIG, 10,3% (3/29) foram positivos — dois da espécie S. schleiferi e um S.
epidermidis sendo somente este Gltimo fenotipicamente resistente a cefoxitina. Nenhum isolado

MRSA foi identificado no presente trabalho.

5.5 MRSP
Conforme mencionado acima, 24 isolados de S. pseudintermedius foram resistentes a
oxacilina e carreavam o gene mecA, sendo considerados, portanto, estirpes MRSP. Deste total,
50% (12/24) foram isoladas de infeccGes de feridas cirargicas, 29,2% (7/24) de lesdes cutaneas,
12,5% (3/24) de otites e 8,3% (2/24) de outras localiza¢des (tabela 6). Quando classificado por
tipo de infeccéo, as taxas de MRSP sdo: 15,6% (7/45) em cées com infecgOes de pele; 17,6%
(3/17) nas otites, 92,3% (13/14) nas SSls; e 22,2% (2/9) em outros sitios. Ndo houve amostras

MRSP provenientes de infec¢Bes do trato geniturinario. Todos os isolados foram resistentes a
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pelo menos trés classes de antimicrobianos ndo-beta-lactamicos. Os perfis de resisténcia
antimicrobiana mais comuns foram OXA-PEN-ERI-CLI-SXT-RIF-CIP-TET-GEN (16,7%) e
OXA-PEN-ERI-CLI-SXT-RIF-TET-GEN (16,7% dos isolados).

Tabela 6 - Perfil de resisténcia antimicrobiana das estirpes MRSP de acordo com os STs e
locais de infeccéo.

ST CcC Perfil de resisténcia antimicrobiana Sitio de infec¢éo
OXA. PEN, ERY, CLI, SXT, RIF, CIP, TET, GEN _ cHda cirurgica (2)
Pele (1)
71 7 Ferida cirargica (1)
(n=9) OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, RIF, CIP, GEN Pele (1)
Outros (1)
OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, RIF, CIP, TET Ferida cirurgica (3)
2124 NA OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, CIP, GEN Orelhas (1)
(n=2) OXA, PEN, SXT, RIF, CIP, TET, GEN Outros (1)
9125 OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, RIF, CIP, GEN Ferida cirargica (1)
(n=3) NA OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, CIP, GEN Pele (1)
OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, CIP Ferida cirurgica (1)
2126 . Pe.le (2).
(n=2) NA OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, RIF, TET, GEN Ferida cirurgica (1)
Orelhas (1)
2127
(n=1) NA OXA, PEN, SXT, RIF, TET Pele (1)
2128 . s
(n=1) NA OXA, PEN, SXT, RIF, CIP, TET Ferida cirugica (1)
2129 . S
(n=1) NA OXA, PEN, ERY, CLI, CHL, CIP, TET, GEN Ferida cirtrgica (1)
2130
(n=1) 71 OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, RIF, CIP, TET, GEN Orelhas (1)
2131 . s
(n=1) NA OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, RIF, TET Ferida cirtgica (1)
2164 OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, RIF, CHL, CIP,
n=1) A TET, GEN Pele (1)

* NA = ndo se aplica

Dez perfis de alélicos diferentes foram identificados com a técnica de MLST, sendo
nove destes pertencentes a novos STs (ST2124 — ST2131 e ST2164) (ver Tabela 6 e Figura
9). A analise de eBURST, dez isolados (ST71 e ST2130) fazem parte do CC71 (Figura 10e); o
ST2124 foi relacionado ao CC2166 (Figura 10b); os STs 2125 e 2128 pareciam estar
relacionados ao CC781 (Figura 10d), enquanto ST2127 estava mais proximo do CC558 —
complexo clonal este que evoluiu a partir do CC781 (Figura 10d); os STs 2126 e 2131 foram
relacionados ao subfounder ST1709 (Figura 10d); e, por fim, os STs 2129 e 2164 estdo mais
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proximos de CC1758 (Figura 10c). Analises estatisticas revelaram que o CC71 apresentou
associagdo significativa a resisténcia a ciprofloxacina (p <0,05).
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Figura 9 — Relacdo genética de estirpes MRSP de cdes de Belo Horizonte (2017-2020). a)
Snapshot da populagdo de STs encontrados no presente estudo, utilizando-se a anélise
goeBURST full MST. Linhas e sombras indicam o niumero de variacGes alélicas entre os ST,
e cores indicam o tipo de infec¢do relacionado a cada ST. b) Uma arvore filogenética baseada
no alinhamento da sequéncia concatenada dos genes do MLST foi inferida utilizando-se o
programa iqTree; probabilidades posteriores sdo mostradas em vermelho. Colunas com
simbolos de tridngulos, circulo e estrela indicam a apresentacdo clinica relacionada a cada
isolado; colunas de quadrados coloridos indicam presenca ou auséncia de resisténcia a
antimicrobianos de diferentes classes de ndo-beta-lactamicos.
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Figura 10 — Snapshot da populacéo de S. pseudintermedius considerando-se variacdo de apenas um locus. A cor azul representa strain types de
todo o mundo j& encontrados e depositados no banco de dados do PubMLST e vermelho indica os STs MRSP identificados no presente estudo; a)
Estrutura populacional principal de f S. pseudintermedius. Clusters de isolados ligados indicam complexos clonais (CCs); singletons ndo
demonstrados na figura. Caixas cinzas indicam a localizam dos STs identificados neste estudo. b) Snapshot do CC2166, ST2124 em vermelho. c)
Snapshot do CC1758, com STs 2129 and 2164 em vermelho. d) Snapshot do CC781 e adjacentes, com STs 2125, 2126, 2127, 2128 e 2131 em

vermelho. e) Snapshot do CC71 com STs 71 e 2130 em vermelho.
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5.6 Fatores de risco para aquisi¢cdo de MRSP

N&o houve diferenca significativa na proporcéo de estirpes MRSP entre cdes fémeas e
machos ou entre grupos de idade. No entanto, o tratamento prévio com antimicrobianos (OR
9,21 IC 95% 2,05-41,25) e infec¢des adquiridas em ambiente hospitalar foram associados ao
isolamento de MRSP. Ao se considerar a condicéo clinica apresentada pelos animais, infecgdes
de sitio cirargico apresentaram associacdo estatisticamente significativa ao isolamento de
MRSP: um cdo com SSI foi mais propenso a carrear uma cepa MRSP do que uma MSSP (OR
3,7 1C 95% 1,5-9,4). Além disso, a chance de MRSP ser isolado de uma SSI foi maior do que
ser isolada de infecgdes de pele, otites, infeccdo de trato geniturinario ou outras infecgdes (p
<0,05).

6. DISCUSSAO

O presente trabalho identificou a ocorréncia de espécies de estafilococos isoladas de
diferentes sitios infeciosos em cdes, por meio de técnicas diversas, e avaliou a resisténcia dessas
estirpes aos antimicrobianos. Nao houve diferenca entre 0 nimero de animais incluidos no
estudo quanto ao sexo. E interessante notar, porém, que mais de 95% dos animais eram adultos
ou idosos, com média de idade acima dos sete anos. Apesar de ndo haver associacdo estatistica
significativa, a idade dos animais pode ser um fator que explica por que as infeccdes de pele e
ouvidos foram as mais encontradas neste estudo. Infecgdes dermatoldgicas bacterianas
geralmente apresentam carater secundario a outras patologias — tais quais as alergopatias e
endocrinopatias — e podem se tornar cronicas, o que justifica uma maior casuistica em pacientes
adultos (Fazakerley et al., 2010; Bajwa, 2019).

A técnica de MALDI-TOF foi aplicada para a primeira identificacdo de todas as
amostras sugestivas e apresentou boa resposta de determinacao do género Staphylococcus. Esta
é uma técnica de que permite a obtencdo de resultados rapidos e com alta acurécia
(Decristophoris et al, 2011; van Duijkeren et al, 2011; Morris et al, 2017). Nisa et al. (2019)
relataram alta sensibilidade e especificidade da técnica para a identificacdo de S.
pseudintermedius. No presente estudo, apesar da técnica ter apresentado boa resposta quando
comparada a técnica de PCR, muitas amostras do SIG foram identificadas erroneamente como
S. intermedius. H& ainda muita controvérsia a respeito da capacidade do MALDI-TOF em
diferenciar espécies do SIG e pode estar relacionado a falta de um banco de dados amplo e bem

consolidado (Decristophoris et al., 2011; Silva et al., 2015). Para estes casos, indica-se 0 uso
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de técnicas moleculares baseadas em PCR, para determinacdo correta da espécie isolada
(Morris et al., 2017).

Ja para os isolados ndo-SIG, o uso do MALDI-TOF foi bastante satisfatorio e conseguiu
identificar de forma correta todas as espécies — incluindo os casos em gue o score foi abaixo do
ideal, o que foi comprovado pelo sequenciamento do gene 16S rRNA. A escolha pelo
sequenciamento deste gene como um segundo método de confirmacdo se deu devido a
facilidade de aplicacdo, comparado a necessidade de se padronizar protocolos de PCR para oito
especies diferentes de estafilococos. O gene 16S rRNA é uma regido altamente conservada
encontrada no genoma das bactérias, permitindo identificacdo de espécies de forma facil
Ghebremedhin et al., 2008; Kosecka-Strojek et al., 2019).

Para o caso especifico da amostra de S. delphini em que ndo houve concordancia entre
resultados de MALDI-TOF, PCR do gene nuc e sequenciamento do gene 16S rRNA, foi
necessario a aplicacdo de uma técnica adicional para confirmacdo definitiva da espécie. A
técnica escolhida foi o sequenciamento do gene rpoB, pois este apresenta maior grau
discriminatorio quando comparado ao gene 16S rRNA (Mellmann et al., 2006).

S. pseudintermedius foi a espécie mais encontrada no presente estudo. Uma vez que este
é o principal agente causador de piodermite em cées, é natural que a maioria dos espécimes
clinicos tenham sido obtidos de lesdes cutaneas (Bannoehr e Guardabassi, 2012; Hensel, Zabel
e Hensel, 2016). A segunda espécie mais observada foi S. schleiferi, uma espécie raramente
encontrada em portadores saudaveis, mas comumente isolada de cdes com quadros de otite ou
piodermite (Morris et al., 2006; Morris et al., 2017; Lee et al., 2019). Houve ainda uma baixa
ocorréncia de S. aureus (2,3%), que vai de encontro a literatura; estudos relatam taxas de
prevaléncia de até 10%, pois este agente ndo é usualmente considerado comensal da microbiota
cutanea de cdes (Duquette e Nuttall, 2004; Ma et al., 2019; Ma et al., 2020; Suepaul et al.,
2021). Observou-se que alguns animais foram co-infectados tanto por estirpes MSSP quanto
por estirpes MRSP, ou mesmo por duas especies diferentes de Staphylococcus, semelhante a
relatos anteriores (Bannoehr e Guardabassi, 2012; Morris et al., 2017). Como essas bactérias
podem compartilhar MGE, é preocupante que isolados suscetiveis ou pouco virulentos possam
adquirir genes de resisténcia e/ou viruléncia quando em contato com linhagens altamente
virulentas/resistentes (Kadlec e Schwarz, 2012; Pomba et al., 2016).

Altas taxas de resisténcia antimicrobiana foram observadas entre os isolados de SIG
para a maioria dos antimicrobianos testados neste estudo. A AMR ¢é considerada um fenémeno
natural, mas 0 uso excessivo ou inadequado de antimicrobianos na medicina humana e

veterinaria acelera sua ocorréncia (OIE, 2021). Mais da metade dos animais incluidos no estudo
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foram previamente tratados com pelo menos um antimicrobiano sistémico, o que pode estar
relacionado as altas taxas de AMR encontradas; infelizmente, essa frequéncia ndo é
surpreendente, considerando as principais manifestacdes clinicas apresentadas por estes caes.
As infeccBes de pele sdo comumente vistas na rotina de atendimento de cdes e gatos, sendo a
principal raz&o para a administracdo de antimicrobianos em cées, e respondendo por quase um
terco das prescri¢cbes de antimicrobianos em clinicas de pequenos animais (Larsen et al.,
2018). Da mesma forma, otites e infec¢des bacterianas do trato urinario sdo causas comuns de
morbidade em cées e figuram entre as principais razdes para o uso de antimicrobianos (Penna
etal., 2009; Weese et al., 2019; Lynch e Helbig, 2021); e, por fim, as cirurgias, apesar de serem
intervengdes pontuais, frequentemente requerem a administragdo de antimicrobianos nos
momentos pré- e pos-operatorio (Nelson, 2011; BSAVA, 2018). Os principais antimicrobianos
prescritos para os animais investigados foram cefalexina, amoxicilina ou amoxicilina/acido
clavulanico e enrofloxacina. Os beta-lactamicos s&o comumente a classe antimicrobiana mais
usada em pequenos animais, especialmente quando a cultura bacteriana ndo esta disponivel
(Guardabassi et al., 2013; Pomba et al., 2016; Weese et al., 2019).

Exceto para beta-lactdmicos labeis a penicilinase, estirpes MSSP geralmente
apresentam taxas satisfatorias de suscetibilidade antimicrobiana (Frank e Loeffler, 2012;
Kadlec e Schwarz, 2012; Moodley, Damborg e Nielsen, 2014; McCarthy et al., 2015). No
entanto, nossos resultados revelaram altas taxas de resisténcia antimicrobiana a diversas classes
— incluindo agentes antimicrobianos considerados de importancia critica para a veterinaria
(OIE, 2018) — tanto em estirpes MRSP quanto MSSP, com uma alta taxa de ocorréncia de
multirresisténcia. Além disso, foi observada altas taxas de resisténcia para antimicrobianos
como as tetraciclinas e sulfonamidas, classes amplamente utilizadas na medicina veterinaria no
Brasil. Em contrapartida, cloranfenicol e nitrofurantoina foram os antimicrobianos com maiores
taxas de suscetibilidade entre os isolados deS. pseudintermedius, oque ndo é uma
surpresa, visto que ambos sao proibidos para uso veterinario no Brasil (Brasil, 2003).

Ja em relacdo aos isolados ndo-SIG, a excecdo da penicilina, as taxas de resisténcia
encontradas para demais antimicrobianos foi baixa ou até inexistente, sendo apenas 6,9% dos
isolados considerados MDR. Estudos conduzidos na Europa indicaram uma alta prevaléncia de
resisténcia antimicrobiana entre estes isolados, em especial CoNS, (Hrictu et al., 2020; Suepaul
et al.,, 2021). No Brasil, Penna et al. (2009; 2010) e Teixeira, Ferreira e Penna (2019)
encontraram uma alta prevaléncia de espécies ndo-SIG multirresistentes, incluindo cepas
resistentes a meticilina, no estado do Rio de Janeiro, dentre cdes saudaveis e cdes com quadros

de piodermite ou otite. Considerando os resultados obtidos no presente trabalho estudo, pode-
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se inferir que espécies ndo-SIG ainda ndo apresentam grande relevancia na casuistica de cées
acometidos por infeccdes estafilococicas na cidade de Belo Horizonte. E interessante,
entretanto, que isto seja acompanhado a longo prazo, a fim de se observar possiveis mudancas.

O presente estudo identificou ainda uma ocorréncia geral de 24,5% de MRSP entre todos
os isolados de S. pseudintermedius, o que esta dentro do esperado, uma vez que a literatura
relata taxas de prevaléncia de MRSP em cées variando de 0% a 60% (Weese e van Duijkeren,
2010; van Duijkeren et al., 2011; dos Santos et al., 2016). Estudos anteriores realizados no
Brasil mostraram taxas semelhantes ou superiores de MRSP em animais com piodermite, otite
ou infeccOes de trato urinario (Penna et al., 2009; Penna et al., 2010; Botoni et al., 2016;
Bourguignon et al., 2016; Scherer et al., 2018), quando comparado ao presente trabalho. E
importante ressaltar que as comparacdes entre diferentes estudos nao sao faceis de serem feitas,
uma vez que a prevaléncia da MRSP depende néo sé da regido geografica, mas também do tipo
de amostra, da populacéo incluida e da metodologia do estudo (Bannoehr e Guardabassi, 2012).

Curiosamente, mais de 90% das estirpes de S. pseudintermedius isoladas de feridas
cirurgicas foram MRSP. A anélise estatistica revelou que SSls, tratamento antimicrobiano
prévio e infeccbes nosocomiais foram associados a ocorréncia de MRSP nos cdes
amostrados. O achado estd em consonancia com a literatura, que demonstrou que a exposicao
prévia a antimicrobianos, hospitalizacdo e lesdes de pele e/ou feridas cirlrgicas estdo associadas
a um maior risco de aquisicdo de MRSP (van Duijkeren et al., 2011; Weese, et al., 2012;
Gronthal et al., 2014; Gronthal et al., 2017; Saputra et al., 2017). Além disso, é possivel que o
uso frequente de amoxicilina/acido clavulanico, cefalosporinas e fluorquinolonas
especificamente — que foram os principais antimicrobianos prescritos aos caes incluidos neste
estudo — possa estar relacionado a selecdo de MRSP (Guardabassi et al., 2013; Pomba et al.,
2013; Pomba et al., 2016).

Estudos anteriores utilizando a técnica de MLST forneceram informagdes sobre a
estrutura populacional de estirpes MRSP e demonstraram que a disseminagédo desse patdégeno
estd ligada a algumas linhagens clonais bem-sucedidas, com destaque para 0s complexos
clonais CC71 e CC258 na Europa, CC68 na América do Norte, e ambos CC45 e CC112 na Asia
(Perreten et al., 2010; Dos Santos et al., 2016; Meroni et al., 2019). No Brasil, pouco se sabe
sobre a estrutura populacional de S. pseudintermedius, visto que ndo ha estudos suficientes
buscando explorar o assunto. Sabe-se, entretanto, que ha a circulagdo do CC71 no pais; Quitoco
et al. (2013) relataram a ocorréncia de uma Unica estirpe MRSP ST71, isolada da mucosa nasal
de um cdo saudavel, e Motta (2018) encontrou uma prevaléncia de 86,2% do CC71 dentre

amostras MRSP de cdes doentes analisadas pela mesma — ambos no estado do Rio de
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Janeiro. No presente trabalho, cerca de 41,6% das cepas MRSP pertenciam ao CC71 (STs 71 e
2130), o mesmo CC previamente relatado. Estudos demonstraram que o CC71 ¢ frequentemente
resistente a todos os antimicrobianos de uso na rotina de pequenos animais, incluindo
macrolideos, aminoglicosideos e fluorquinolonas; além disso, entre os antimcirobianos beta-
lactdmicos, pode estar associado a taxas mais altas de resisténcia a oxacilina,
amoxicilina/clavulanato, cefalotina e ampicilina (Paul et al., 2011; Duim et al., 2016; Wegener
et al., 2020). Todas as estirpes pertencentes ao CC71, encontradas no presente trabalho, foram
resistentes a pelo menos seis classes de antimicrobianos ndo beta-lactamicos, incluindo as
fluorquinolonas — classe que esta associada a disseminacéo bem-sucedida de linhagens MRSP
MDR (McCarthy et al., 2015). Estes achados indicam que o complexo clonal em questéo
apresenta sucesso em sua dispersdo e, possivelmente, pode ser encontrado em outros estados e
regides do pais. A maioria das cepas CC71 foram isoladas de infeccBes de sitio cirurgico e
provenientes do HV-UFMG, o que levantou a preocupacdo de uma possivel transmissdo
nosocomial, conforme relatado anteriormente (Gronthal et al., 2014), mas uma caracterizacéo
molecular adicional € necessaria para confirmar essa hipétese.

Em contrapartida, estudos recentes na Europa, América do Norte e Oceania mostraram
também que a prevaléncia de novas linhagens clonais esta aumentando e possivelmente
superara a prevaléncia do CC71 dentro de alguns anos (Duim et al., 2016; Bergot et al., 2018;
Gronthal et al., 2017; Meroni et al., 2019; Nisa et al., 2019). No presente trabalho, 62,5%
(15/24) das estirpes MRSP pertenciam a nove novos STs. Todos os STs foram resistentes a pelo
menos trés classes diferentes de antimicrobianos ndo beta-lactamicos e alguns deles foram
isolados de mais de um animal. Motta (2018) relatou a identificacdo de estirpes ST282 e ST265;
apesar de ndo serem novas no contexto mundial, ndo pertencem aos principais CCs relatados
na literatura. Curiosamente, a analise do eBURST, dois STs encontrados no presente estudo —
STs 2129 e 2164 — parecem ser evolucGes diretas do ST282. Essa observagédo corrobora com a
hipdtese de que eventos de transferéncia génica horizontal podem ser tao relevantes quanto a
dispersdo clonal para disseminacdo de MRSP e também destaca a necessidade de mais estudos
no Brasil para melhor compreender a evolugao dessas novas linhagens (Bannoehr e Guadabassi,
2012; Pires dos Santos et al., 2016; Duim et al., 2016; Gronthal et al., 2017)

Este € o primeiro estudo realizado em Minas Gerais que investigou extensivamente as
caracteristicas fenotipicas e moleculares de isolados de S. pseudintermedius resistentes a
meticilina. Além disso, este trabalho identificou fatores de risco para aquisicdo da MRSP e
analisou a estrutura populacional das cepas da MRSP, o que contribui para o entendimento da
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dispersdo da MRSP n&o s6 no Brasil, mas também na América do Sul, onde ainda ha caréncia
de informag0es a respeito.

7. CONCLUSAO

O presente estudo confirmou que S. pseudintermedius é a principal espécie de
estafilococos isolada de cées infectados em Belo Horizonte. A alta taxa de MDR observada,
especialmente cepas MRSP-MDR, é de grande preocupacdo. O CC71 esta circulando em
clinicas veterindrias e representa um grande desafio para os protocolos terapéuticos devido a
sua resisténcia a maioria das classes de antimicrobianos de uso diério na pratica de pequenos
animais e sua dispersédo bem-sucedida. Apesar disso, 0s novos STs encontrados neste estudo
indicam que a disseminacdo de MRSP via transferéncia horizontal de genes pode ser tdo
relevante quanto a dispersdo clonal. Até onde sabemos, este € o primeiro estudo brasileiro que
identificou 0 MRSP ST71 em cées doentes e revelou novos STs em circulagdo no pais. A
implementacdo de programas de vigilancia, protocolos de controle de infeccdo em clinicas

veterinarias e administracdo de antimicrobianos sao essenciais para o controle eficaz da MRSP.
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APENDICE A

Tabela 7 - Relacdo de isolados de cées incluidos no estudo, de acordo com idade, sexo, raca, sitio de infeccdo, ano e local de coleta.
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. Idade Numero de . . . Ano de Local de
Animal Sexo Raga . Sitio de infecgao
(meses) isolados coleta coleta

1 58 Fémea Shih Tzu 2 Infec¢Oes de pele e Otite 2019 VetMaster
2 70 Fémea Pitbull 1 Infeccbes de pele 2019 VetMaster
3 96 Macho Daschund 1 Otite 2019 VetMaster
4 120 Macho Shih Tzu 1 Otite 2019 VetMaster
5 36 Macho Buldogue Francés 2 InfeccGes de pele e Otite 2019 VetMaster
6 12 Fémea Yorkshire 1 Infec¢Oes de pele 2019 VetMaster
7 72 Fémea Pug 2 InfeccGes de pele e Otite 2019 VetMaster
8 60 Fémea Lhasa Apso 2 Infec¢Oes de pele e Otite 2019 VetMaster
9 108 Fémea Yorkshire 1 Infeccbes de pele 2019 VetMaster
10 20 Macho Shih Tzu 1 Infec¢des de pele 2019 VetMaster
11 84 Macho Schnauzer 2 Infec¢des de pele 2019 VetMaster
12 144 Fémea SRD 1 Otite 2019 VetMaster
13 108 Fémea Golden Retriever 1 Infecgdes de pele 2019 VetMaster
14 48 Fémea Yorkshire 1 Infeccbes de pele 2019 VetMaster
15 57 Macho Chow Chow 1 Infecgdes de pele 2019 HV-UFMG
16 204 Macho Labrador Retriever 1 Infeccbes de pele 2019 VetMaster
17 84 Macho SRD 2 InfeccGes de pele e Otite 2019 VetMaster
18 156 Macho Bichon Frise 1 Infecgdes de pele 2019 VetMaster
19 72 Fémea Shih Tzu 1 InfeccBes de pele 2019 VetMaster
20 NI Macho SRD 1 Otite 2019 VetMaster
21 72 Macho Boxer 2 InfeccGes de pele e Otite 2019 VetMaster
22 100 Fémea Dalmata 1 Otite 2019 VetMaster
23 44 Macho Buldogue Francés 1 InfecgBes de pele 2019 VetMaster
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24 NI Fémea SRD 1 Infeccbes de pele 2019 VetMaster
25 96 Fémea Dalmata 2 Infec¢Oes de pele e Otite 2020 VetMaster
26 24 Fémea Fox Terrier 1 Infecgbes de pele 2020 VetMaster
27 84 Fémea SRD 2 Infec¢Oes de pele e Otite 2020 VetMaster
28 108 Fémea Akita 1 Infeccbes de pele 2020 VetMaster
29 150 Macho SRD 1 Infeccdo de ferida cirdrgica 2020 HV-UFMG
30 36 Fémea SRD 1 Otite 2021 HV-UFMG
31 28 Macho SRD 1 Infeccdo de ferida cirdrgica 2018 HV-UFMG
32 45 Macho Fila Brasileiro 1 Infeccdo de ferida cirurgica 2019 HV-UFMG
33 122 Fémea Shih Tzu 1 Outros 2018 HV-UFMG
34 80 Macho SRD 1 Infecgao de trato geniturinario 2018 HV-UFMG
35 128 Macho SRD 1 Infecgao de ferida cirdrgica 2019 HV-UFMG
36 24 Macho Buldogue Francés 1 Infeccdo de ferida cirdrgica 2019 HV-UFMG
37 15 Macho Golden Retriever 1 Infeccdo de ferida cirdrgica 2018 HV-UFMG
38 57 Fémea SRD 1 Infeccdo de ferida cirdrgica 2019 HV-UFMG
39 176 Macho SRD 1 Infecgao de trato geniturinario 2019 HV-UFMG
40 77 Fémea SRD 1 Infeccdo de ferida cirdrgica 2019 HV-UFMG
41 139 Macho Schnauzer 1 Infeccdo de trato geniturinario 2019 HV-UFMG
42 78 Macho SRD 1 Otite 2019 HV-UFMG
43 74 Fémea Pastor Belga 2 InfeccBes de pele 2017 HV-UFMG
44 NI NI NI 1 Infecgdo de ferida cirurgica 2017 HV-UFMG
45 183 Macho Daschund 1 Infeccdo de ferida cirdrgica 2017 HV-UFMG
46 52 Fémea SRD 2 Infecgdes de pele 2017 HV-UFMG
47 169 Macho Golden Retriever 1 Infecgdes de pele 2018 HV-UFMG
48 123 Fémea Labrador Retriever 1 Infeccdo de ferida cirdrgica 2018 HV-UFMG
49 144 Fémea Shih Tzu 1 Infeccdo de trato geniturinario 2018 HV-UFMG
50 96 Macho Pitbull 1 Infeccbes de pele 2018 HV-UFMG
51 88 Fémea Labrador Retriever 1 Infeccdo de ferida cirdrgica 2018 HV-UFMG
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52 18 Macho Bichon Frise 1 Infeccdo de trato geniturinario 2018 HV-UFMG
53 118 Fémea Fila Brasileiro 1 Infec¢ao de trato geniturinario 2017 HV-UFMG
54 27 Fémea Shih Tzu 1 Infecgbes de pele 2017 HV-UFMG
55 27 Macho Pastor Alemao 1 Infeccdo de trato geniturindrio 2017 HV-UFMG
56 21 Macho Pastor Alemao 1 Infeccdo de trato geniturinario 2019 HV-UFMG
57 17 Fémea Poodle 1 Outros 2019 HV-UFMG
58 83 Macho Shih Tzu 1 Infec¢ao de trato geniturinario 2019 HV-UFMG
59 99 Fémea Yorkshire 1 Otite 2019 HV-UFMG
60 36 Fémea SRD 1 Infecgdes de pele 2019 HV-UFMG
61 64 Fémea Pastor Alemao 1 InfeccBes de pele 2019 HV-UFMG
62 135 Fémea Shih Tzu 1 Otite 2019 HV-UFMG
63 126 Fémea Daschund 1 Outros 2019 HV-UFMG
64 85 Macho Golden Retriever 1 InfeccBes de pele 2019 HV-UFMG
65 137 Fémea Boxer 1 Infeccdo de trato geniturindrio 2019 HV-UFMG
66 86 Macho Labrador Retriever 1 Outros 2019 HV-UFMG
67 139 Macho Pastor Alemado 1 Infec¢des de pele 2019 HV-UFMG
68 98 Macho Yorkshire 1 Infeccbes de pele 2019 HV-UFMG
69 59 Macho Pug 1 Otite 2019 HV-UFMG
70 109 Macho Labrador Retriever 1 Otite 2019 HV-UFMG
71 159 Macho Lhasa Apso 1 Outros 2019 HV-UFMG
72 32 Macho Buldogue Francés 1 Infec¢ao de ferida cirdrgica 2019 HV-UFMG
73 158 Macho  Pastor Branco Suico 1 Infeccdo de ferida cirdrgica 2019 HV-UFMG
74 17 Fémea Pastor Belga 1 Infec¢ao de ferida cirdrgica 2019 HV-UFMG
75 74 Macho SRD 1 Outros 2019 HV-UFMG
76 107 Fémea Shih Tzu 1 Infeccdo de trato geniturinario 2019 HV-UFMG
77 84 Fémea Fox Paulistinha 1 InfecgBes de pele 2019 HV-UFMG
78 NI Macho SRD 1 Outros 2019 HV-UFMG
79 109 Macho Labrador Retriever 1 Otite 2019 HV-UFMG
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80 126 Fémea Maltés 1 Otite 2019 HV-UFMG
81 109 Macho Boxer 1 Infec¢ao de trato geniturinario 2019 HV-UFMG
82 73 Macho SRD 1 Outros 2019 HV-UFMG
83 70 Fémea SRD 2 Infecgdes de pele 2019 HV-UFMG
84 124 Macho Schnauzer 1 Infeccdo de trato geniturinario 2019 HV-UFMG
85 84 Fémea SRD 1 Infecgbes de pele 2019 HV-UFMG
86 108 Fémea SRD 1 Otite 2019 HV-UFMG
87 121 Macho Yorkshire 1 Infeccbes de pele 2019 HV-UFMG
88 152 Fémea SRD 1 Infecgdes de pele 2019 HV-UFMG
89 60 Fémea Pitbull 1 Outros 2019 HV-UFMG
20 143 Fémea Maltés 1 Otite 2019 HV-UFMG
91 85 Macho Yorkshire 1 Infec¢ao de trato geniturinario 2019 HV-UFMG
92 120 Macho Yorkshire 2 Otite 2019 HV-UFMG
93 57 Fémea Shih Tzu 1 Otite 2019 HV-UFMG
94 26 Macho Yorkshire 1 Otite 2019 HV-UFMG
95 28 Macho Pug 1 Infec¢des de pele 2019 HV-UFMG
96 184 Fémea SRD 1 Infeccbes de pele 2019 HV-UFMG
97 83 Fémea Buldogue Francés 1 Infeccbes de pele 2019 HV-UFMG
928 99 Fémea Shih Tzu 2 Infecgdes de pele 2019 HV-UFMG
99 35 Fémea Pitbull 1 InfeccBes de pele 2019 HV-UFMG
100 127 Macho Yorkshire 1 Infecgdes de pele 2019 HV-UFMG
101 173 Macho Golden Retriever 1 InfeccBes de pele 2019 HV-UFMG
102 92 Macho Golden Retriever 1 Infecgdes de pele 2020 HV-UFMG
103 46 Macho SRD 1 Infecgdes de pele 2019 HV-UFMG
104 71 Macho Akita 1 Infeccbes de pele 2019 HV-UFMG
105 67 Macho Pequinés 1 InfecgBes de pele 2019 HV-UFMG
106 90 Macho Akita 1 Infeccbes de pele 2020 HV-UFMG
107 169 Fémea Schnauzer 2 Otite e InfecgBes de pele 2020 HV-UFMG
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108 17 Macho American bully 1 Infeccbes de pele 2020 HV-UFMG
109 31 Macho Shih tzu 1 Infecgdes de pele 2020 HV-UFMG
110 100 Fémea SRD 1 Infeccdo de trato geniturinario 2018 HV-UFMG
111 155 Fémea SRD 1 Infeccdo de trato geniturindrio 2018 HV-UFMG
112 NI Fémea NI 1 Infeccdo de trato geniturinario 2018 HV-UFMG
113 26 Fémea Pinscher 1 Infeccdo de trato geniturinario 2018 HV-UFMG
114 24 Fémea Labrador Retriever 1 Infeccdo de trato geniturindrio 2019 HV-UFMG
115 161 Fémea SRD 1 Infeccdo de trato geniturinario 2019 HV-UFMG
116 NI Fémea NI 1 Outros 2018 HV-UFMG
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Tabela 8 - Identificacdo das espécies dos isolados do SIG, de acordo com as técnicas de MALDI-TOF, PCR, sequenciamento do gene 16S rRNA
e sequenciamento do gene rpoB.

AMOSTRA MALDI-TOF PCR SIG 16S rRNA rpoB
SIG Espécie Score Cor Espécie Espécie Cobertura Identidade e-value Espécie
AC1l S. pseudintermedius 2,066 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC3 S. pseudintermedius 1,954  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
ACT7-2 S. pseudintermedius 1,897  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
ACS8 S. pseudintermedius 1,716  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC9 S. pseudintermedius 2,035 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC12 S. pseudintermedius 2,268 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC13 S. delphini 1,755  Amarelo S. delphini A NA NA NA NA NA
AC14 S. pseudintermedius 1,727  Amarelo S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC15 S. pseudintermedius 1,701  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC16 S. pseudintermedius 1,835  Amarelo S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC17 S. intermedius 1,800  Amarelo S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC18 S. intermedius 1,718  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC19 S. pseudintermedius 1,825  Amarelo S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC20 S. pseudintermedius 1,825  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC21 S. pseudintermedius 1,744  Amarelo S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC24 S. pseudintermedius 1,744  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC25 S. pseudintermedius 1,871  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC26 S. pseudintermedius 2,550 verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC27 S. pseudintermedius 2,172 verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC29 S. pseudintermedius 2,468 verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC30 S. pseudintermedius 2,425 verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC33 S. intermedius 1,793  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC34 S. pseudintermedius 1,827  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
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AC40 S. intermedius 2,078 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
AC41 S. intermedius 1,764  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
ACA42 S. pseudintermedius 1,576  vermelho S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR1 S. pseudintermedius 2,092 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR6 S. pseudintermedius 1,739  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR15 S. pseudintermedius 1,929 Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR16 S. pseudintermedius 1,946  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR19 S. pseudintermedius 2,037 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR29 S. pseudintermedius 1,889  Amarelo S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR43 S. pseudintermedius 1,955  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR49 S. intermedius 1,855  Amarelo S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR51 S. pseudintermedius 1,878  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR52 S. pseudintermedius 2,443 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR55 S. pseudintermedius 1,809  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR58-2 S. intermedius 1,833  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR60 S. pseudintermedius 1,582 Vermelho S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR61 S. pseudintermedius 1,492  Vermelho S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR63 S. pseudintermedius 1,923  Amarelo S. delphini A NA NA NA NA NA
BR64 S. intermedius 1,734  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR65 S. pseudintermedius 1,369 Vermelho S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR66 S. pseudintermedius 1,799  Amarelo S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR68 S. pseudintermedius 2,003 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR69 S. pseudintermedius 2,222 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR71 S. intermedius 1,622  Vermelho S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR80 S. pseudintermedius 1,827  Amarelo S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR81 S. pseudintermedius 1,836  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR83 S. delphini 1,729  Amarelo S. delphini A NA NA NA NA NA
BR84 S. pseudintermedius 1,986  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
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BR85 S. pseudintermedius 1,784  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR89 S. pseudintermedius 1,894  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR94 S. intermedius 1,724  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR95 S. pseudintermedius 2,031 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR96 S. pseudintermedius 1,739  Amarelo  S. pseudintermedius  S. pseudintermedius 100% 100% 0,0 NA
BR102 S. pseudintermedius 1,787  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR103 S. pseudintermedius 1,967 Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR106 S. pseudintermedius 2,034 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR112 S. pseudintermedius 1,967  Amarelo S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR120 S. intermedius 2,008 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR128 S. pseudintermedius 1,456 Vermelho S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR129 S. intermedius 1,629  Vermelho S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR130 S. intermedius 1,714  Amarelo S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR131 S. intermedius 1,725 Amarelo S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR132 S. pseudintermedius 1,590 Vermelho S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR133 S. pseudintermedius 1,612 Vermelho S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR149 S. intermedius 1,847 Amarelo S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR150 S. pseudintermedius 1,974  Amarelo S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR156 S. pseudintermedius 2,038 verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR158 S. pseudintermedius 2,495 verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR159 S. pseudintermedius 2,545 verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR162 S. pseudintermedius 1,767  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR164 S. pseudintermedius 1,868  Amarelo S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR172 S. intermedius 1,811 Amarelo S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR173 S. delphini 1,709  Amarelo Negativo S. pseudintermedius 100% 99,83% 0.0 S. delphini
BR174 S. pseudintermedius 2,143 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR175 S. pseudintermedius 1,903 Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
BR176 S. pseudintermedius 1,942  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
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BR177 S. delphini 1,784  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
Bruce esquerda S. intermedius 1,892  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
D1 S. intermedius 1,999  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
D2 S. pseudintermedius 1,787  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
D5 S. intermedius 1,777  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
D7 S. pseudintermedius 2,121 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
D8 S. pseudintermedius 2,468 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
D9 S. pseudintermedius 2,002 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
D10 S. pseudintermedius 2,007 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
D12 S. pseudintermedius 1,735  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
D16 S. pseudintermedius 2,301 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
D18 S. pseudintermedius 1,982  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
D19 S. pseudintermedius 1,925  Amarelo S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
D20 S. pseudintermedius 2,076 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
D21 S. pseudintermedius 2,177 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
D22 S. pseudintermedius 2,109 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
D23 S. pseudintermedius 1,993  Amarelo  S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
P6 S. intermedius 2,158 verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
P8 S. pseudintermedius 2,474 verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
P11 S. pseudintermedius 2,136 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
P13 S. pseudintermedius 1,953  Amarelo S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
P60 S. pseudintermedius 2,168 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
S18 S. pseudintermedius 2,130 Verde S. pseudintermedius NA NA NA NA NA
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Tabela 9 - Identificacdo das espécies dos isolados ndo-SIG, de acordo com as técnicas de MALDI-TOF, PCR, sequenciamento do gene 16S rRNA

e sequenciamento do gene rpoB.

AMOSTRA MALDI-TOF PCR SIG 16S rRNA rpoB
Nao SIG Espécie Score Cor Espécie Espécie Cobertura Identidade e-value Espécie
AC2 S. schleiferi 2,246 Verde NA NA NA NA NA NA
AC4 S. schleiferi 2,025 Verde NA NA NA NA NA NA
AC5 S. schleiferi 2,061 Verde NA NA NA NA NA NA
AC6 S. schleiferi 2,331 Verde NA NA NA NA NA NA
AC10 S. schleiferi 2,19 Verde NA NA NA NA NA NA
AC22 S. schleiferi 2,091 Verde NA NA NA NA NA NA
AC23 S. schleiferi 2,229 Verde NA NA NA NA NA NA
AC32 S. schleiferi 2,215 Verde NA NA NA NA NA NA
AC35 S. schleiferi 2,410 Verde NA NA NA NA NA NA
AC36 S. schleiferi 2,148 Verde NA NA NA NA NA NA
AC37 S. schleiferi 1,833 Amarelo NA S. schleiferi 100% 100% 0,0 NA
AC38 S. schleiferi 1,934 Amarelo NA S. schleiferi 99% 99,66% 0,0 NA
AC39 S. schleiferi 1,695 Amarelo NA S. schleiferi 100% 99,83% 0,0 NA
BR5 S. simulans 2,173 Verde NA NA NA NA NA NA
BR10 S. epidermidis 2,098 Verde NA NA NA NA NA NA
BR54 S. aureus 2,354 Verde NA NA NA NA NA NA
BR57 S. capitis 2,088 Verde NA NA NA NA NA NA
BR59 S. aureus 2,434 Verde NA NA NA NA NA NA
BR70 S. warneri 1,567 Vermelho NA S. warneri 100% 100% 0,0 NA
BR113 S. schleiferi 2,02 Verde NA NA NA NA NA NA
BR118 S. schleiferi 1,874 Amarelo NA S. schleiferi 100% 99,85% 0,0 NA
BR135 S. simulans 1,914 Amarelo NA S. simulans 100% 99,83% 0,0 NA
BR182 S. capitis 2,021 Verde NA NA NA NA NA NA
Bruce direita S. schleiferi - - NA S. schleiferi 99% 99,66% 0,0 NA
D3 S. schleiferi 2,148 Verde NA NA NA NA NA NA
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D6 S. schleiferi 2,140 Verde NA NA NA NA NA NA
D11 S. schleiferi 2,202 Verde NA NA NA NA NA NA
D17 S. schleiferi 2,338 Verde NA NA NA NA NA NA
P42 S. aureus 2,475 Verde NA NA NA NA NA NA
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