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RESUMO 

 

O gênero Staphylococcus apresenta grande relevância para a medicina humana e medicina 

veterinária, sendo composto, até o momento, por mais de 75 espécies. Estafilococos podem ser 

encontrados como parte da microbiota natural de animais e humanos, mas também como agente 

oportunista em processos infecciosos. Por sua alta capacidade em adquirir, abrigar e transmitir 

genes de resistência a antimicrobianos, este gênero bacteriano tem muita relevância em saúde 

pública, sendo de grande importância seu constante monitoramento não apenas na saúde 

humana, mas também nos animais domésticos e na vida selvagem, ambos descritos como parte 

essencial dessa cadeia epidemiológica. Diante da escassez de dados sobre a epidemiologia de 

estirpes multirresistentes de Staphylococcus spp. em cães no Brasil e em animais silvestres no 

mundo, os objetivos deste estudo foram: (1) avaliar a dinâmica de infecção/colonização, os 

fatores de risco, a diversidade genética e a resistência a antimicrobianos de estirpes de S. 

pseudintermedius isoladas de cães nos ambientes de clínica e Unidade de Terapia Intensiva 

(UTI) do Hospital Veterinário da Universidade Federal de Minas Gerais; (2) avaliar a 

ocorrência, distribuição e perfil de resistência a antimicrobianos de Staphylococcus spp. em 

diferentes espécies de animais silvestres, incluindo roedores, marsupiais, carnívoros, pombos e 

jabutis. Na avaliação de isolados oriundos de quadros infecciosos em cães, o presente estudo 

mostrou uma alta frequência de estafilococos multirresistentes (MDR), sobretudo S. 

pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP). Isolados de ferida cirúrgica apresentaram 

uma maior frequência de resistência quando comparado com os demais quadros clínicos 

estudados. Os isolados MRSP foram alocados dentro do complexo clonal (CC) 71, de 

reconhecida importância mundial, ou entre nove novos sequence type (ST) pertecentes a outros 

CCs. No estudo sobre a dinâmica de colonização de Staphylococcus spp. na UTI, 21,6% dos 

cães com isolamento estafilocócico apresentaram estirpes MRSP, enquanto 5,9% apresentaram 

estirpes de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA). Estirpes MRSP resistentes a nove classes 

de antimicrobianos, com perfis de resistência idênticos, foram observadas em diferentes cães 

durante todo o período de experimento, o que sugere a possibilidade de circulação de um clone 

entre os animais. Cães com estas estirpes, supostamente clones, apresentaram maior tempo de 

internação que aqueles colonizados por outras estirpes MRSP. A aquisição de MRSP durante a 

internação na UTI foi associada ao: sexo (fêmeas), idade (>7 anos) e cães que fizeram uso 

prévio de antimicrobianos. Nos estudos sobre distribuição e perfil de resistência em diferentes 



 

 

animais silvestres, todas as espécies apresentaram estirpes resistentes a antimicrobianos e, com 

exceção dos jabutis e marsupiais, todas apresentaram estirpes MDR. Destaca-se ainda a 

detecção de S. intermedius e S. delphini em quatis, e S. pseudintermedius em lobo-guará, 

sugerindo dois novos hospedeiros de bactérias do grupo S. intermedius (SIG). Novos STs de S. 

pseudintermedius foram relatados em lobos-guarás e demonstraram algumas semelhanças com 

linhagens anteriormente isoladas de cães no Brasil. O presente estudo relatou ainda, pela 

primeira vez na literatura, S. felis em animais silvestres, especificamente em duas onças-

pintadas e um lobo-guará. Este trabalho reforça a hipótese de que cães e animais silvestres 

podem atuar como reservatórios e disseminadores de estafilococos patogênicos e resistentes a 

múltiplos antimicrobianos.  

 

Palavras-chave: Multirresistência, resistência à meticilina, Grupo S. intermedius (SIG), S. 

aureus, S. pseudintermedius, S. felis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The genus Staphylococcus is of great relevance to human medicine and veterinary medicine 

and is composed of more than 75 species to date. Staphylococcus can be found as part of the 

natural microbiota of animals and humans, but also as an opportunistic agent in infectious 

processes. Because of its high capacity to acquire, harbor, and transmit antimicrobial resistance 

genes, this bacterial genus has great relevance in the public health scenario, and its constant 

monitoring is of great importance not only in human health, but also in domestic animals and 

wildlife, both described as an essential part of this epidemiological chain. Given the scarcity of 

data on the epidemiology of multidrug-resistant strains of Staphylococcus spp. in dogs in Brazil 

and in wild animals worldwide, the objectives of this study were: (1) to evaluate the 

infection/colonization dynamics, risk factors, genetic diversity, and antimicrobial resistance of 

S. pseudintermedius isolated from dogs in the clinic and Intensive Care Unit (ICU) 

environments of the Veterinary Hospital of UFMG; (2) to evaluate the occurrence, distribution, 

and antimicrobial resistance profile of Staphylococcus spp. in different groups of wild animals, 

including rodents, marsupials, coatis, canids, felids, pigeons, and tortoises. In evaluating 

isolates from infectious conditions in dogs, the present study showed a high frequency of 

multidrug-resistant staphylococci (MDR), especially methicillin-resistant S. pseudintermedius 

(MRSP). Isolates from surgical wound showed a higher frequency of resistance when compared 

to the other clinical infections studied. The MRSP isolates were allocated either within clonal 

complex (CC) 71, of recognized worldwide importance, or among nine new sequence types 

(ST) belonging to other CCs. In the study on the colonization dynamics of Staphylococcus spp. 

in the ICU, 21.6% of dogs with staphylococcal isolates had MRSP strains, while 5.9% had 

methicillin-resistant S. aureus (MRSA) strains. MRSP strains resistant to nine classes of 

antimicrobials, with identical resistance profiles, were observed in different animals throughout 

the experiment period, suggesting the possibility of a clone circulating among animals. Dogs 

with these strains, presumably clones, had longer hospital stays than those colonized by other 

MRSP strains. Acquisition of MRSP during ICU stay was associated with: sex (females), age 

(>7 years), and dogs that had prior antimicrobial use. In studies on distribution and resistance 

profile in different wild animals, all species showed antimicrobial resistant strains and, with the 

exception of jabutis and marsupials, all showed MDR strains. We also highlight the detection 

of S. intermedius and S. delphini in coatis, and S. pseudintermedius in maned wolves, 



 

 

suggesting two new hosts for bacteria of the S. intermedius group (SIG). New STs of S. 

pseudintermedius have been reported in maned wolves and showed some similarities to strains 

previously isolated from dogs in Brazil. The present study also reported, for the first time in the 

literature, S. felis in wild animals, specifically in two jaguars and one maned wolf. This work 

reinforces the hypothesis that dogs and wild animals may act as reservoirs and disseminators of 

pathogenic and multi-antimicrobial resistant staphylococci.  

 

Keywords: Multidrug resistance, methicillin resistance, S. intermedius group (SIG), S. aureus, 

S. pseudintermedius, S. felis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os estafilococos são importantes patógenos oportunistas que habitam a pele e mucosas 

da maioria das espécies animais. Por sua ampla capacidade de carrear e transmitir resistência 

a múltiplos antimicrobianos, esta bactéria tem causado preocupações significativas para a 

saúde humana e animal, sendo, atualmente, objeto de estudo em todo o mundo (Weese e 

Duijkeren, 2010; Pires Dos Santos et al., 2016; Lakhundi e Zhang, 2018). 

Muitos trabalhos têm demonstrado a importância dos animais como reservatórios de 

microrganismos patogênicos relevantes, assim como na cadeia epidemiológica da resistência a 

antimicrobianos. Apesar de sua importância, ainda existem poucos estudos sobre estafilococos 

em cães no Brasil, principalmente sobre as estirpes resistentes à meticilina, como 

Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP) e Staphylococcus aureus 

resistente à meticilina (MRSA). Até o presente momento, pouco se sabe sobre padrões de 

resistência e, principalmente, sobre a estrutura populacional dessas espécies, tanto na 

comunidade, como no ambiente hospitalar (Penna et al., 2010; Botoni et al, 2016; Bourguignon 

et al, 2016; Scherer et al, 2018). Além disso, em um contexto mundial, poucos trabalhos 

investigaram a possível relação entre as diferentes manifestações clínicas, os padrões de 

resistência a antimicrobianos (RAM) e a estrutura populacional de S. pseudintermedius em cães.  

Ao longo dos anos, os estafilococos e a RAM têm sido investigados com maior 

frequência em seres humanos e animais domésticos, mas há poucos estudos sobre a vida 

selvagem, principalmente em países em desenvolvimento (Himsworth et al., 2014). Sabe-se 

que alguns animais silvestres podem atuar como reservatórios para bactérias resistentes a 

antimicrobianos, transmitindo e disseminando estes microrganismos por diferentes rotas, 

incluindo fezes e urina (Jahan et al., 2020). Até o momento, a atenção tem sido voltada para os 

animais domésticos, porém, os animais silvestres, principalmente as espécies sinantrópicas e de 

hábitos generalistas, tais como pombos, roedores, marsupiais e quatis, também são importantes 

nesta cadeia, pois coabitam o mesmo ambiente e estão presentes em alta densidade na maioria 

dos centros urbanos (Spinelli et al. 2010; Silva et al. 2014; Torres-Mejía et al. 2018; Santana et 

al. 2022). 

É evidente e preocupante a limitação de estudos sobre colonização e perfil de resistência 

a antimicrobianos de estafilococos potencialmente patogênicos em animais domésticos no 
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Brasil e silvestres em todo o mundo. Hoje em dia, os animais domésticos são intimamente 

tratados como parte das famílias e os animais silvestres estão cada vez mais inseridos nos 

ambientes urbanos e submetidos, direta ou indiretamente, à atividade antrópica. Dessa forma, 

conhecer o perfil e a dinâmica de colonização dos estafilococos nestes animais, assim como a 

carga de resistência que carreiam, pode levar ao entendimento do potencial risco que 

representam para a comunidade, para que assim, medidas de prevenção e combate a possíveis 

ameaças sejam, estrategicamente, aplicadas.  

 

2. OBJETIVOS 

 

Os objetivos deste estudo foram: (1) avaliar a dinâmica de infecção/colonização, os 

fatores de risco, a diversidade genética e a resistência a antimicrobianos de estirpes de S. 

pseudintermedius isoladas de cães nos ambientes de clínica e Unidade de Terapia Intensiva 

(UTI) do Hospital Veterinário da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG); (2) 

realizar um estudo sobre a colonização e perfil de resistência a antimicrobianos de estafilococos 

em diferentes espécies de animais silvestres incluindo roedores, marsupiais, quatis, canídeos, 

felídeos, pombos e jabutis. 

 

3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Gênero Staphylococcus 

 

Staphylococcus spp. são bactérias cocoides, gram-positivas, anaeróbias facultativas, que 

integram a microbiota da pele e mucosas de seres humanos e animais. Podem ser classificados 

quanto à presença da enzima coagulase em dois grupos: Staphylococcus coagulase-positivos 

(CoPS) e Staphylococcus coagulase-negativos (CoNS). Ambos possuem potencial patogênico 

e atuam como microrganismos oportunistas, porém, espécies CoPS são consideradas de maior 

patogenicidade e mais comumente envolvidas em quadros infecciosos (Griffeth et al., 2008; 

Becker et al., 2014; Ma et al., 2020; Suepaul et al., 2021). 

Com mais de 75 espécies e 30 subespécies descritas, as bactérias deste gênero parecem 

ter predileção por determinados hospedeiros (Griffeth et al., 2008; Jaradat et al., 2020; Ma et 

al., 2020; Suepaul et al., 2021). S. aureus é frequentemente isolado de humanos, mas também 
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é um importante agente infeccioso em medicina veterinária. Pode ser isolado de quadros 

infecciosos de diferentes espécies animais, mas é associado com maior frequência a infecções 

de bovinos e bubalinos. Outras espécies também têm relevância veterinária, com destaque para 

S. hyicus subsp. hyicus em suínos, S. epidermidis em caprinos e ovinos, Staphylococcus felis 

em gatos e S. pseudintermedius em cães (Megid, Ribeiro e Paes, 2016; Jaradat et al., 2020; 

Bannoehr e Guardabassi, 2012; Bierowiec et al., 2019). 

 

3.2 Gênero Staphylococcus em cães 

 

3.2.1 Grupo Staphylococcus intermedius (SIG) 

 

Por mais de trinta anos, S. intermedius foi designado, erroneamente, como principal 

patógeno relacionado a quadros infecciosos de pele e mucosas de cães (Hàjek, 1976). Porém, 

em 2005, com a evolução das técnicas de diagnóstico molecular, uma nova espécie foi descrita 

e denominada S. pseudintermedius (Devriese et al., 2005). O nome designado reflete a alta 

similaridade fenotípica com S. intermedius, o que explica o diagnóstico equivocado por tantas 

décadas. Provas bioquímicas não são capazes de diferenciá-los assertivamente, pois há 

variações de resultados dentro das próprias espécies (Devriese et al., 2005; Bond e Loeffler, 

2012). A alta semelhança não é apenas fenotípica. A análise da sequência do gene 16S rRNA 

de S. pseudintermedius aponta 99% de similaridade com as sequências de S. intermedius e S. 

delphini, o que resultou na sua inclusão no mesmo grupo filogenético, até então, composto por 

estas duas espécies, denominado Grupo S. intermedius (SIG), que hoje abrange também as 

espécies S. cornubiensis e S. ursi (Takahashi et al., 1999; Devriese et al., 2005; van Duijkeren 

et al., 2011; Perreten et al., 2020). A descoberta levou a uma reclassificação dos isolados de S. 

intermedius e, estudos realizados após este evento, revelaram que 100% das estirpes de cães 

anteriormente identificadas como S. intermedius, eram, na verdade, S. pseudintermedius 

(Sasaki et al., 2007b; Devriese et al., 2009). Assim, a partir destes resultados, foi estabelecido 

que todas as amostras isoladas de cães, antes designadas como S. intermedius, fossem 

reclassificadas como S. pseudintermedius, a menos que o contrário fosse provado por métodos 

de tipificação genética (Sasaki et al., 2007b; Devriese et al., 2009). 

S. pseudintermedius é, portanto, a principal espécie de estafilococos encontrada em cães. 

Podem ser isolados de diferentes sítios muco-epiteliais, como narinas, boca, faringe, virilha, 
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vagina, prepúcio, ânus, axilas e orelhas de indivíduos saudáveis, mas também de espécimes 

clínicos de quadros infecciosos secundários, como afecções de pele, otites, infecções do trato 

geniturinário e infecções de feridas cirúrgicas (Griffeth et al., 2008; Takahashi et al., 1999; 

Devriese et al., 2005; van Duijkeren et al., 2011; Bannoehr e Guardabassi, 2012; Bergot et al., 

2018). Em casos raros, pode haver ainda a ocorrência de sepse e morte em animais muito jovens 

(Headley et al., 2017; Zakošek Pipan et al., 2019). 

 

3.2.2 Staphylococcus pseudintermedius 

 

S. pseudintermedius é um microrganismo oportunista comensal da pele e mucosas de 

cães (Bannoehr e Guadabassi, 2012). Possui distribuição mundial, cujos relatos de frequência 

em cães saudáveis variam de 40% a 90%, sendo influenciados de acordo com a população 

estudada, o local amostrado, o número de sítios amostrados por animal, a metodologia 

empregada e a localização geográfica (Bannoehr e Guadabassi, 2012; Smith et al., 2020). 

Segundo Bannoehr e Guardabassi (2012), o reto parece ser o melhor local para isolamento do 

agente, seguido por boca, narinas e virilha. Entretanto, para aumento considerável da taxa de 

isolamento, a amostragem de mais de um sítio anatômico é recomendada (Rubin e Chirino-

Trejo, 2011; Ma et al., 2019). 

Embora seja um integrante da microbiota natural do cão, diversos estudos apontam a 

ocorrência de S. pseudintermedius em diferentes quadros infecciosos (Penna et al., 2010; van 

Duijkeren et al., 2011; Griffeth et al., 2008; Bannoehr e Guadabassi, 2012; Bergot et al., 2018). 

A patogênese e importância clínica desta bactéria é determinada principalmente pelos fatores 

de virulência e de resistência a antimicrobianos que possui ou pode adquirir através de 

processos de co-colonização (Hritcu et al., 2020). Muitos destes fatores de virulência 

produzidos são similares àqueles encontrados em S. aureus e estão envolvidos em quase todos 

os processos de colonização, infecção e disseminação da bactéria. Dentre eles, encontra-se 

enzimas (coagulase, proteases e termonucleases), toxinas (hemolisinas, toxinas exfoliativas e 

enterotoxinas), fatores de adesão (como proteína A) e a capacidade de formação de biofilme 

(Futagawa-Saiko et al., 2006; Hritcu et al., 2020). Apesar de conhecidos, pouco se sabe ainda 

sobre estes fatores em S. pseudintermedius, o que, consequentemente, impacta o entendimento 

sobre a sua patogênese (Ferrer et al., 2021). 
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Diante do grande número de fatores de virulência encontrados em S. pseudintermedius 

e do pouco conhecimento acerca da patogênese deste microrganismo, mais estudos são 

necessários para a melhor compreensão dos processos de colonização e infecção. Esta bactéria 

tem, cada vez mais, sido relatada em diferentes quadros infecciosos, principalmente 

piodermites, otites, infecções do trato geniturinário (ITU) e infecções de ferida cirúrgica (IFC) 

(Penna et al., 2010; van Duijkeren et al., 2011 Griffeth et al., 2008; Bannoehr e Guadabassi, 

2012; Bergot et al., 2018). As piodermites, classificadas como superficiais ou profundas, 

geralmente são secundárias a alergias, endocrinopatias, ectoparasitas ou outras doenças 

dermatológicas (Bloom, 2014; Lynch and Helbig, 2021), apresentando altas taxas de frequência 

que podem corresponder a mais de 90% dos casos, dependendo do grupo estudado (Griffeth et 

al., 2008; Onuma, Tanabe e Sato, 2012; Larsen et al., 2018; Lynch and Helbig, 2021). No 

cenário brasileiro, a taxa de ocorrência de S. pseudintermedius em piodermites é próxima de 

90% (Botoni et al., 2016: Bourguignon et al., 2016).  

Assim como as piodermites, otites por S. pseudintermedius geralmente são secundárias 

a outras doenças (Bourély et al., 2019; Lynch e Helbig, 2021). As taxas de frequência variam 

entre 20 e 90%, geralmente sendo comum valores com média de 30% (Dziva et al., 2015; 

Bourély et al., 2019; Lee et al., 2019; Lynch e Helbig, 2021). No Brasil, variações de 30% a 

60% foram relatadas (Penna et al., 2010; Scherer et al., 2018). Em relação às ITUs, a principal 

bactéria atuante é a Escherichia coli, mas S. pseudintermedius figura entre os agentes mais 

relevantes deste tipo de enfermidade, principalmente em cistites, sendo a principal bactéria 

gram-positiva isolada (Lynch e Helbig, 2021). As taxas de frequência podem variar de 9% a 

94% em certos casos (Windahl et al., 2014; Lynch e Helbig, 2021), tendo sido relatada como 

30% no Brasil (Penna et al., 2010).  

Apesar da evidente predileção por cães, existem relatos de infecção e colonização em 

outras espécies (Devriese et al., 2005), dentre elas, a espécie humana (Somayaji et al., 2016; 

Ference et al., 2019). Na maioria dos casos, as pessoas infectadas ou colonizadas apresentavam 

contato próximo e contínuo com animais domésticos, principalmente com cães, o que sugere 

uma transmissão zoonótica. Adicionalmente, a maioria destas infecções e colonizações 

descritas ocorreram por estirpes resistentes a múltiplos antimicrobianos, também conhecidas 

como S. pseudintermedius resistentes à meticilina (MRSP), o que eleva o nível de preocupação 

ao cenário da saúde pública, visto o número reduzido de opções de antibióticos disponíveis para 
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tratamento desta infecção (Descloux et al., 2008; Stegmann et al., 2010; Paul et al., 2011; 

Somayaji et al., 2016; Lozano et al., 2017; Pomba et al., 2017). 

 

3.2.3 Staphylococcus pseudintermedius resistente à meticilina (MRSP) 

 

3.2.3.1 Epidemiologia  

 

O gênero Staphylococcus é conhecido por carrear genes de resistência a todos os 

antimicrobianos disponíveis para uso clínico em medicina veterinária (Morris et al., 2017). 

Assim como é observado em outras bactérias, há uma crescente expansão de estirpes de S. 

pseudintermedius resistentes a múltiplos antimicrobianos (MDR) (Nisa et al., 2019; Meroni et 

al., 2019). A aquisição de transposons carreadores de genes de resistência é apontada como uma 

das principais razões para o sucesso na dispersão de estirpes MDR de S. pseudintermedius, 

sendo a transferência horizontal destes elementos um evento comum à espécie (McCarthy et 

al., 2015). 

Estirpes MRSP, por si só, são consideradas MDR, pois apresentam resistência a todos 

os antimicrobianos beta-lactâmicos disponíveis no mercado veterinário (Frank e Loeffler, 2012; 

Kadlec e Schwarz, 2012). Por transferência horizontal, elas adquirem o gene mecA, que está 

presente em um elemento genético móvel denominado cassete cromossômico estafilocócico 

mec (SCCmec). A partir deste evento, passam a produzir uma proteína ligadora de penicilina 

alterada (PBP-2a) que não se liga mais a este grupo de antimicrobianos, justificando, assim, a 

resistência (Kadlec e Schwarz, 2012). O primeiro relato de MRSP foi descrito por Gortel et al. 

(1999). Desde então, a distribuição destas estirpes tem aumentado drasticamente em todo o 

mundo, com ocorrência acima de 60% em alguns países (Kawakami et al., 2010; Pires Dos 

Santos et al., 2016). 

No Brasil, poucos estudos avaliaram a ocorrência de MRSP em cães até o momento. 

Apesar de escassos, os trabalhos disponíveis têm demonstrado dados alarmantes, com 

frequências cronologicamente ascendentes, que levantam a hipótese sobre a emergência e 

disseminação generalizada destes microrganismos multirresistentes pelo país (Lilenbaum et al., 

2000; Penna et al., 2009; Penna et al., 2010; Silva et al., 2014; Lopes et al., 2015; Botoni et al., 

2016; Bourguignon et al., 2016; Scherer et al., 2018).  



27 

 

 

No Estado do Rio de Janeiro, dois estudos foram realizados com isolados de 

Staphylococcus spp. obtidos de cães com piodermite e otite externa. Aproximadamente 13% 

dos isolados obtidos de cães com piodermite eram MRSP e, surpreendentemente, 94,9% foram 

resistentes a três ou mais classes de antimicrobianos, ou seja, foram multirresistentes (Penna et 

al., 2009). Semelhantemente, para otite, 14,3% dos cães estavam infectados com MRSP e 

89,1% dos isolados apresentaram multirresistência (Penna et al., 2010). Os dois estudos 

testaram os antimicrobianos que eram mais utilizados na rotina veterinária da época, e ambos 

alegam que a elevada taxa de multirresistência provavelmente estaria relacionada ao tratamento 

empírico e uso indiscriminado de antibióticos. Outra importante questão abordada por Penna et 

al. (2010), foi o considerável aumento da multirresistência ao longo do tempo, na mesma região, 

quando comparou seus resultados com um estudo realizado pelo mesmo grupo no ano 2000, 

cuja taxa de multirresistência em estafilococos de cães com otite foi de 36,4% (Lilenbaum et 

al., 2000). Recentemente, Holmström et al. (2020) realizaram outro estudo no Rio de Janeiro, 

em que avaliaram a taxa de estirpes MRSP em isolados de otites, piodermites e ITUs. O valor 

encontrado foi de 43,9% e sugere que a resistência se mantém em ascendência mesmo após 10 

anos do último estudo realizado na região. 

No estado de Minas Gerais, um estudo realizado por Bourguignon et al. (2016) revelou 

uma incidência de 94,3% de isolados MRSP obtidos de cães com piodermite atendidos em um 

hospital veterinário de Viçosa. Esta alta frequência foi detectada apenas genotipicamente, pela 

presença do gene mecA, pois a detecção fenotípica, referente à resistência à oxacilina, apontou 

apenas 17% de estirpes MRSP. Apesar da comprovada correlação existente entre os resultados 

destas duas técnicas, os autores justificaram esta divergência em razão de que todos os isolados 

MRSP susceptíveis à oxacilina poderiam não estar expressando o gene mecA. A justificativa é 

possível, porém, contrária a vários outros estudos e ao próprio órgão responsável pelo 

desenvolvimento e padronização de testes de susceptibilidade aos antimicrobianos (Clinical and 

Laboratory Standards Institute - CLSI) (Bemis et al., 2006; Schissler et al., 2009; CLSI, 2021). 

De qualquer forma, esta frequência é muito preocupante, o que reflete a necessidade de 

monitoramento através de estudos e levantamentos epidemiológicos sobre estes 

microrganismos. 

Ainda em Minas Gerais, no município de Belo Horizonte, Botoni et al. (2016) relataram 

ocorrência de 37% de estirpes MRSP em lesões de pele e narinas de cães com piodermite 

atendidos no HV-UFMG. Vinte e oito por cento dos isolados obtidos neste estudo foram 
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resistentes a mais de seis tipos distintos de antimicrobianos e apenas 10% das estirpes foram 

sensíveis a todos os medicamentos testados.  Outro estudo realizado também no HV-UFMG, 

conduzido por Scherer et al. (2018), avaliou a frequência e susceptibilidade de S. 

pseudintermedius isolados de cães com otite. Os autores relataram a ocorrência de 40,9% de 

estirpes MRSP e destacaram que 59,1% dos isolados foram multirresistentes. 

É possível constatar que, ao longo do tempo, houve um aumento da ocorrência de 

infecções por MRSP em cães nos atendimentos clínicos dermatológicos de hospitais e clínicas 

veterinárias de diferentes regiões do país. Os estudos realizados por Botoni et al. (2016) e 

Scherer et al. (2018) permitiram confirmar que no HV-UFMG existe uma circulação 

relativamente alta de pacientes infectados por MRSP. Um melhor entendimento sobre a 

incidência de infecção e colonização por MRSP em diferentes sítios anatômicos, assim como 

sobre os possíveis fatores que contribuem para a infecção e colonização de cada um deles, 

permitiria criar medidas de controle e prevenção já direcionadas aos riscos, aumentando 

consideravelmente as chances de redução de uma alta taxa de ocorrência (Stull et al., 2018). 

Além disso, outros métodos, como técnicas de tipificação genética, também poderiam ser 

utilizados para obter mais informações e uma melhor compreensão da dinâmica de dispersão 

destas estirpes (Duim et al., 2016). 

 

3.2.3.2 Diversidade genética 

 

S. pseudintermedius é conhecido por sua alta diversidade genética, sendo possível que 

diferentes estirpes colonizem ou infectem um mesmo animal (Bannoehr e Guadabassi, 2012; 

Larsen et al., 2018). O uso de métodos como Multilocus Sequence Typing (MLST) permite 

avaliar esta diversidade, analisar a estrutura da população e estabelecer possíveis relações de 

ancestralidade (Solyman et al., 2013; Pires dos Santos et al., 2016). O método avalia o 

polimorfismo de genes conservados para a detecção de variação de sequências nos loci. Os 

resultados são diferentes perfis alélicos, denominados, também, de ̈ sequence types¨ (STs). Pelo 

grau de similaridade, o MLST agrupa as estirpes em “clusters”, também conhecidos como 

complexos clonais (CC) (Solyman et al., 2013), conforme ilustrado na figura 1.  

No contexto mundial, os principais CCs de MRSP já relatados são: CC71 e CC258 na 

Europa, CC68 na América do Norte, e CC45 e CC112 na Ásia (Perreten et al., 2010; Pires dos 

Santos et al., 2016; Meroni et al., 2019). Embora haja associação entre os CCs e a localização 
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geográfica, todos esses perfis já foram relatados em outros continentes, o que demonstra a 

ampla capacidade de disseminação dessas bactérias (Pires dos Santos et al., 2016). No Brasil, 

apenas a linhagem ST71 (pertencente ao CC71) foi relatada até os dias atuais, sendo isolada da 

microbiota nasal de um cão saudável que participou de um estudo em uma clínica no Rio de 

Janeiro (Quitoco et al., 2013). 

 

Figura 1 – Estrutura populacional de S. pseudintermedius mediante análise eBURST. Os complexos 

clonais de maior relevância são indicados em azul (fundadores primários) e amarelo (fundadores de 

subgrupos). O diâmetro dos círculos é diretamente proporcional ao número total de isolados relatados 

no banco de dados MLST (http://pubmlst.org/spseudintermedius/). Imagem adaptada de Pires dos 

Santos et al. (2016). CC: complexo clonal; ST: Sequence type. 

 

Estudos demonstram que pode haver associação entre a linhagem da estirpe e os padrões 

de resistência a antimicrobianos encontrados. O CC71 tende a apresentar resistência a todos os 

antimicrobianos de uso na rotina de pequenos animais (Paul et al., 2011) e, no que tange aos 

beta-lactâmicos, apresenta maiores taxas de resistência à oxacilina, ampicilina, amoxicilina 

com ácido clavulânico e cefalotina, o que pode explicar parte de sua eficiência na dispersão 

global (Wegener et al, 2020). Já o CC45 apresenta maiores taxas de resistência para o 

cloranfenicol, quando comparado aos CC71 e CC258, enquanto o CC258 apresenta maiores 
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taxas de resistência para sulfametoxazol/trimetoprim e maior susceptibilidade à 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 ocorrência da mesma tem reduzido, enquanto a frequência de outras linhagens, como o ST258 

e ST496 aumentaram (Duim et al., 2016; Bergot et al., 2018; Grönthal et al., 2017; Meroni et 

al., 2019). Esta mudança na dinâmica populacional, com aumento na ocorrência de “novas” 

linhagens, incluindo diversos singletons (estirpes que não se agrupam em complexos clonais já 

definidos), indicam que a dispersão clonal talvez não seja tão mais relevante frente a eventos 

de transferência horizontal de resistência (Bannoehr e Guadabassi, 2012; Pires dos Santos et 

al., 2016; Grönthal et al., 2017). Além disso, o fato de haver mudanças no perfil de resistência 

de acordo com as linhagens identificadas aponta para a necessidade de se definir protocolos 

terapêuticos de acordo com a estirpe isolada (Pires dos Santos et al., 2016), dificultando ainda 

mais o controle da disseminação de estirpes resistentes à meticilina. 

 

3.2.4 MRSP em hospitais veterinários 

 

Nas últimas décadas, muitos avanços técnicos foram obtidos na medicina veterinária 

com o objetivo de melhorar e prolongar a vida dos animais. Dispositivos e procedimentos 

cirúrgicos invasivos, terapias imunossupressoras, antimicrobianos, hospitalizações prolongadas 

e cuidados mais intensivos são considerados progressos para a saúde animal. Porém, em 

contrapartida, tudo isso tem contribuído para o aumento da incidência de infecções nosocomiais 

em hospitais veterinários (Stull e Weese, 2015). MRSP tem sido uma causa comum de infecções 

nosocomiais em todo o mundo (Sasaki et al., 2007a; Ishihara et al., 2010; Nienhoff et al., 2011b; 

Grönthal et al., 2014; Lehner et al., 2014; Qekwana et al., 2017; Shoen et al., 2019). Embora 

frequentemente isolada de pacientes ambulatoriais, esta bactéria tem sido também isolada do 

próprio ambiente, incluindo superfícies, equipamentos e fômites, assim como de funcionários 

e de pacientes internados (Sasaki et al., 2007a; Bergström et al., 2012; Hamilton et al., 2012; 

Shoen et al., 2019).  

Os fatores de risco inerentes à colonização/infecção nosocomial especificamente por 

MRSP mais relatados na literatura são: hospitalização prévia recente, visitas frequentes ao 

veterinário, animais com doenças de pele crônicas e uso prévio de antimicrobianos 

(principalmente, beta-lactâmicos) (Nienhoff et al., 2011a; Nienhoff et al., 2011b; Weese et al., 
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2012; Lehner et al., 2014; Hensel et al., 2016). De uma maneira geral, todos os animais 

admitidos diariamente em clínicas e hospitais veterinários, doentes ou saudáveis, são potenciais 

carreadores e transmissores de patógenos multirresistentes causadores de infecções 

nosocomiais, como MRSP, o que eleva ainda mais a importância de estudos epidemiológicos 

sobre patógenos MDR nestes ambientes (Stull e Weese, 2015). Mais alguns fatores de risco 

frequentemente associados à introdução de patógenos MDR, em geral, estão sumarizados na 

Tabela 1. Juntamente são apresentados, também, fatores de risco para pacientes se tornarem 

portadores de patógenos MDR, assim como para desenvolverem infecções por patógenos MDR 

em clínicas e hospitais veterinários. 

 

Tabela 1 – Fatores de risco associados à introdução, colonização e desenvolvimento de 

infecção por bactérias resistentes a múltiplos antimicrobianos (MDR) em instalações 

veterinárias. 

 

No ambiente hospitalar veterinário, uma área pouca estudada quanto à dinâmica de 

infecções por MRSP, porém de grande importância, é a Unidade de terapia intensiva (UTI). 

Este ambiente geralmente fornece uma boa condição de seleção e sobrevivência para patógenos 

multirresistentes, já que estes podem suportar o uso extensivo de diferentes antibióticos e 

desinfetantes (Stull et al., 2018; Shoen et al., 2019). Shoen et al. (2019) realizaram um estudo 

em que foram coletadas amostras ambientais de uma UTI de um hospital veterinário. O 

Risco Fatores de risco Referências 

Introdução de bactérias 

MDR 

Clínicas e hospitais com maior encaminhamento 

de pacientes; Animais que já tiveram infecções 

anteriores por patógenos MDR ou convivem 

com animal ou pessoas que já tiveram; Animais 

residentes de clínicas e hospitais veterinários; 

Veterinários com carreamento assintomático de 

patógenos MDR. 

Hanselman et al. (2006); 

Duijkeren et al. (2010); Jordan et 

al. (2011); Ghosh et al. (2012); 

Stull e Weese (2015); Morris et 

al. (2017); Walther, Tedin e 

Lübke-becker (2017); 

Colonização por bactérias 

MDR dentro de instalações 

veterinárias 

Hospitalização prolongada; Tratamento com 

antimicrobiano antes da admissão; Tratamento 

prolongado com antimicrobianos; Profilaxia 

antimicrobiana; Internação na Unidade de 

Terapia Intensiva (UTI); Uso de doses 

subterapêuticas de antimicrobianos, biocidas e 

compostos metálicos por longos períodos. 

Weese et al. (2006); Gibson et al. 

(2011); Ghosh, Dowd e Zurek 

(2011); Nienhoff et al. (2011a); 

Damborg et al. (2012); Maddox 

et al. (2012); Lehner et al. 

(2014); Argudín et al. (2017). 

Desenvolvimento de 

infecção por bactérias 

MDR dentro de instalações 

veterinárias 

Hospitalização prolongada; Tratamento com 

antimicrobianos; Cateterismo intravenoso; 

Quantidade de funcionários trabalhando no 

ambiente; Pacientes imunossuprimidos. 

Faires et al. (2010); Van den 

Eede et al. (2012); Suthar et al. 

(2014); Walther et al. (2014); 

Stull et al. (2018). 
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resultado confirmou a presença de diferentes espécies de MRS, dentre eles MRSP. Todas as 

amostras isoladas foram resistentes ao protocolo de desinfecção que era utilizado na instalação 

da UTI, o que levou à sua modificação. MRSP e MRSA também foram identificados em outro 

estudo realizado em UTI, em que foram isolados tanto dos pacientes, quanto de superfícies 

ambientais (Cocca et al., 2021). Mesmo escassos, os dados sobre Staphylococcus 

multirresistentes nestas unidades são extremamente alarmantes. Frente a isso, uma avaliação 

interna dos registros clínicos de pacientes internados na UTI do HV-UFMG, conduzida pelo 

Laboratório de Bacterioses e Pesquisa (dados não publicados), revelou a ocorrência frequente 

de infecções por MRSP nos animais internados neste local, o que fez com que o grupo se 

questionasse se estaria havendo colonização dos animais por MRSP após internação na UTI do 

HV-UFMG, além de quais fatores de risco poderiam estar contribuindo para a ocorrência de tal 

evento. 

 

3.2.5 MRSP em humanos 

S. pseudintermedius não é um agente comensal de humanos, entretanto, é crescente o 

número de relatos referentes ao carreamento de MRSP por pessoas, em especial veterinários 

(van duijkeren et al., 2011; Guardabassi et al., 2013).  Morris et al. (2010) demonstraram que 

veterinários 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 estimação. De maneira similar, 

Paul et al. (2011) encontraram cerca de 4% de veterinários positivos para MRSP, sendo dois 

participantes deste grupo positivos novamente um mês após a primeira coleta, sugerindo a 

possibilidade de colonização persistente ou reinfecção. 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 relevância do agente e de seu potencial zoonótico (Paul et al., 

2011; Guardabassi et al., 2013). 

É notório, também, o aumento de relatos de quadros de infecção de pele e tecidos moles 

em humanos causados por S. pseudintermedius, que estão, em sua grande maioria, associados 

à ocorrência de contato dos pacientes com cães (Somayaji et al., 2016; Ference et al., 2019). 

Diversos relatos de caso evidenciam a alta similaridade entre estirpes isoladas dos pacientes 

humanos e cães residentes do mesmo ambiente domiciliar, indicando estes animais como 

possível origem dos quadros infecciosos (Lozano et al., 2017; Blondeau et al., 2020; Gagetti et 
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al., 2020). Deve-se ressaltar também a possibilidade de que infecções em pacientes humanos 

causadas por S. pseudintermedius sejam subdiagnosticadas, uma vez que há, ainda, erros de 

identificação de espécies (Gagetti et al., 2020). 

Acredita-se, portanto, que o contato recorrente e a longo prazo com cães seja um fator 

de risco para a aquisição de S. pseudintermedius, especialmente estirpes MRSP, em humanos, 

colocando assim, profissionais de medicina veterinária e tutores de cães como grupos de maior 

risco (Stegmann et al., 2010; van Duijkeren et al., 2011). Dessa forma, é essencial entender e 

tratar infecções por S. pseudintermedius como um problema de saúde pública. Antimicrobianos 

como mupirocina, linezolida, quinupristina/dalfopristina, rifampicina e vancomicina, que são 

comumente usados como último recurso para tratamento em humanos, nunca devem, portanto, 

ser utilizados para tratamento de animais (Stegmann et al., 2010). Ademais, hospitais e clínicas 

veterinárias devem ser entendidas como parte importante na dispersão de MRSP, devendo ser 

adotadas medidas rigorosas para um controle eficiente do microrganismo (van Duijkeren et al., 

2011). 

 

3.3 Gênero Staphylococcus em animais silvestres 

Os estafilococos são bactérias ubíquas capazes de sobreviver em condições ambientais 

adversas e, além da pele e mucosas de seres humanos e animais, podem ser encontrados no ar, 

poeira, água, solo, plantas ou superfícies ambientais (Silva et al., 2020). Esta onipresença 

possibilita um fluxo constante destas bactérias e de seus genes de resistência entre diferentes 

nichos ecológicos e seres vivos, apontando para a importância de estudá-las em outros 

contextos, como em animais de vida livre. No entanto, os dados sobre a distribuição e perfil de 

resistência de Staphylococcus spp. na fauna silvestre são escassos, sendo a maioria dos estudos 

focados em S. aureus (Heaton et al., 2020; Silva et al., 2020; Abdullahi et al., 2021; Honert, 

Van den et al., 2021), por ser a espécie comensal de seres humanos, responsável por infecções 

cujo tratamento é, muitas vezes, impossibilitado pela resistência a praticamente todos os 

antimicrobianos disponíveis (Lakhundi e Zhang, 2018). 

S. aureus é realmente o representante mais importante do gênero Staphylococcus. 

Porém, outras espécies geralmente negligenciadas como as estirpes de Staphylococcus 

coagulase-negativas (CoNS), são de extrema relevância, pois, além de representarem a maioria 

dos estafilococos comensais de diferentes hospedeiros, podem causar infecções em seres 

humanos e animais, e têm ampla capacidade de adquirir, abrigar e transferir genes de resistência 
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para outros estafilococos e, até mesmo, para outras espécies bacterianas (Dimitriou et al., 2011; 

Persson Waller et al., 2011; Otto, 2013; Becker et al., 2014; Bierowiec et al., 2019; Heilmann 

et al., 2019; Rossi et al., 2020). Assim, CoNS são consideradas potenciais ameaças, pois podem 

transferir horizontalmente genes de RAM para espécies mais patogênicas, como o próprio S. 

aureus, aumentando, assim, sua capacidade de resistir à terapia medicamentosa (Haaber et al., 

2017). 

Embora a RAM seja considerada um dos maiores desafios para a segurança da saúde 

global (WHO, 2014), até o momento, a maioria das pesquisas sobre o tema tem sido baseada 

em ambientes clínicos (Davies e Davies, 2010). Os relatos na vida selvagem apenas especulam 

sobre possíveis fontes, mas pouco se sabe sobre o fluxo e destino de RAM no ambiente natural 

e sobre as diferentes espécies de animais silvestres que podem atuar eficientemente como 

dispersores (Greig et al., 2015; Huijbers et al., 2015). A figura 2 aponta o provável fluxo da 

RAM entre os diferentes nichos e ecossistemas existentes.  

  

Figura 2 - Dispersão da resistência a antimicrobianos entre comunidades humanas, hospitais, estações 

de tratamento de esgoto, fazendas e o meio ambiente mais amplo, inclusive através da vida selvagem - 

adaptado de Arnold et al. (2016). 

 

Com a crescente pressão das populações humanas em expansão, os animais silvestres 

são cada vez mais forçados a se alimentar de recursos contaminados pela antropização, não 

sendo surpreendente que a RAM venha sendo frequentemente descrita na vida selvagem peri-

doméstica (Graham et al., 2014; Wiethoelter et al., 2015; Vittecoq et al., 2016; Santana et al., 

2021). A RAM tem sido detectada, particularmente, entre bactérias comensais de mamíferos 
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selvagens, aves, répteis e peixes, com os padrões de frequência e resistência variando entre 

espécies, locais e, possivelmente, tempo (Cabello et al., 2013; Zigo, 2017; Mama et al., 2019; 

Ruiz-Ripa et al., 2020; Santana et al., 2021; Santana et al., 2022). Animais silvestres residentes 

de áreas relativamente remotas sem influência antrópica também já foram descritos como 

portadores de RAM, o que sugere que, na vida selvagem, a RAM não é simplesmente uma 

questão de contaminação ou seleção antrópica recente. O monitoramento de RAM dentro desses 

ecossistemas primitivos ou em sua interface com áreas de influência humana possibilita estimar 

a frequência com que genes que codificam resistência são trocados em comunidades 

microbianas, coexistindo dentro de populações humanas, animais domésticos e animais 

silvestres, bem como no ambiente mais amplo (Arnold et al., 2016). 

As consequências para a vida selvagem da evolução da RAM, provavelmente, são 

pequenas (Arnold et al., 2016; Swift et al., 2019). O problema clínico da RAM, principalmente 

em populações humanas e de animais domésticos, é a ameaça à capacidade de tratar infecções 

com antimicrobianos, uma prática rara em populações selvagens, exceto em casos individuais 

de cativeiro, como em hospitais de vida selvagem, parques e zoológicos (Morris et al., 2013; 

Arnold et al., 2016). O principal problema enfrentado pelas populações de vida selvagem é a 

resposta do manejo, caso sejam consideradas fontes significativas de RAM para humanos e 

animais domésticos. Neste caso, das três abordagens existentes – separação, vacinação e 

controle da população – apenas o controle da população, geralmente por abate, é possível, uma 

vez que vacinação não pode controlar a RAM e a separação física de animais selvagens e 

animais de produção é dispendiosa, cara e impraticável. Assim, o abate é muitas vezes a 

abordagem adotada, no entanto, sua eficiência em animais selvagens no controle de doenças é, 

na melhor das hipóteses, controversa (Arnold et al., 2016). 

É importante estudar a RAM na vida selvagem como um perigo potencial para a saúde 

pública, especialmente porque se pensa que cerca de 40% das doenças humanas emergentes se 

originaram na vida selvagem (Jones et al., 2008). O monitoramento da RAM na vida selvagem 

pode elucidar questões fundamentais na evolução e ecologia de transmissão de bactérias 

resistentes a antimicrobianos e determinantes de resistência que podem ser aplicados de volta à 

comunidade e aos ambientes clínicos. Uma melhor compreensão do papel da vida selvagem na 

disseminação da RAM pode orientar quais estratégias de controle e mitigação são necessárias 

e onde melhor aplicá-las. É importante entender que, enquanto a vida selvagem pode ser 
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dispersora de RAM, ela também pode ser sentinela para a abundância e distribuição de 

patógenos em nosso ambiente (Arnold et al., 2016; Swift et al., 2019).                                                                                                                                                                                                                                                  
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5. CAPÍTULO 1: Diversidade e resistência a antimicrobianos em Staphylococcus spp. 

isolados de cães  

 

5.1 Isolamento e caracterização de Staphylococcus spp. em cães com diferentes 

enfermidades atendidos em Belo Horizonte, Minas Gerais 

 

RESUMO 

 

Staphylococcus pseudintermedius é uma importante bactéria comensal da pele e mucosas de 

cães e um agente oportunista responsável por várias infecções clínicas, tais como piodermite, 

otite, infecções do trato urinário e infecções de feridas cirúrgicas. O surgimento do S. 

pseudintermedius resistente à meticilina (MRSP) tornou-se um problema de grande 

preocupação na medicina veterinária e humana, pois é multirresistente (MDR) e pode, também, 

infectar humanos. Este estudo teve como objetivo identificar a ocorrência de Staphylococcus 

spp. em cães infectados e investigar os perfis de resistência antimicrobiana e a estrutura 

molecular dos isolados de MRSP. Para isso, foram obtidas amostras de cães com diferentes 

quadros infecciosos e oriundos de duas clínicas veterinárias diferentes. Colônias sugestivas 

foram submetidas à identificação pela técnica de espectrometria de massa por 

dessorção/ionização a laser assistida por matriz (MALDI-TOF) e confirmadas ao nível de 

espécie pela reação em cadeia da polimerase (PCR). Sequenciamento dos genes 16S rRNA e 

rpoB foram usados em amostras selecionadas que não foram identificadas por MALDI-ToF e 

pela PCR específica da espécie. A susceptibilidade antimicrobiana e a detecção do gene mecA 

por PCR também foram realizadas. Os isolados de MRSP foram submetidos à tipagem de 

sequência multilocus (MLST). De todos os estafilococos isolados de casos clínicos (n=131), 98 

(74,8%) foram identificados como S. pseudintermedius. Multirresistência (resistência a ≥3 

classes de antimicrobianos) foi observada em 63,2% dos isolados de S. pseudintermedius, e 

24,5% dos isolados de S. pseudintermedius eram MRSP. Metade das estirpes de MRSP foram 

isoladas de infecções de ferida cirúrgica. Dentre os dez tipos de sequência (ST) identificados, 

nove foram descritos pela primeira vez. O ST71 foi o mais prevalente e associado à resistência 

às fluoroquinolonas. Terapia antimicrobiana prévia, hospitalização e infecções de ferida 

cirúrgica foram apontados como fatores de risco para aquisição de MRSP. O presente estudo 

mostrou uma alta taxa de estafilococos MDR em cães infectados. Este é o primeiro estudo a 
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investigar extensivamente a estrutura populacional de MRSP no Brasil, o que revelou a 

dispersão do CC71 e nove novos ST. Estes achados levantam preocupações tanto para a saúde 

animal quanto humana devido ao potencial zoonótico desta espécie e às limitadas opções 

terapêuticas disponíveis para as infecções por MRSP. 

 

Palavras-chave: S. pseudintermedius, CC71, multirresistência, MRSP, ferida cirúrgica. 
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5.1.1 INTRODUÇÃO 

 

Staphylococcus pseudintermedius é um importante agente comensal da pele e mucosas 

de cães e integra o grupo S. intermedius (SIG) juntamente com quatro outras espécies: S. 

intermedius, S. delphini, S. cornubiensis e S. ursi (Bannoehr e Guardabassi, 2012; Murray et 

al., 2018; Perreten et al., 2020). Embora seja comumente encontrado no nariz e no reto de 

indivíduos saudáveis, esta bactéria pode ser responsável por várias infecções clínicas, sendo 

uma das principais causas de piodermite, otite, infecções de feridas e, com menor frequência, 

infecções do trato urinário (Weese e van Duijkeren, 2010; Bannoehr e Guardabassi, 2012; Duim 

et al., 2016; Bergot et al., 2018). 

Na última década, o surgimento de S. pseudintermedius resistente à meticilina (MRSP) 

tornou-se um problema de grande preocupação na medicina veterinária (Duim et al., 2016; 

Wegener et al., 2018; Gagetti et al., 2019) devido à aquisição do cassete cromossômico 

estafilocócico mec (SCCmec), um elemento genético móvel que abriga o gene mecA e confere 

resistência a todos os antimicrobianos beta-lactâmicos, exceto às cefalosporinas, ceftarolina e 

ceftobiprole de quinta geração (Krapf et al., 2019). As estirpes de MRSP também são 

comumente resistentes a outras classes de antimicrobianos, tais como aminoglicosídeos, 

macrolídeos e fluoroquinolonas, representando um desafio às abordagens terapêuticas 

(Duijkeren, Van et al., 2011b; Kadlec e Schwarz, 2012; Duim et al., 2016; Morris et al., 2017). 

Além disso, SCCmec e/ou outros genes de resistência antimicrobiana podem ser transferidos 

entre diferentes estafilococos, o que pode levar a sérios problemas de saúde pública, 

especialmente quando envolvem MRSP e S. aureus resistente à meticilina (MRSA) (Duijkeren, 

Van et al., 2011b; Pomba et al., 2017; Kang e Hwang, 2021). Similar ao MRSP em cães, MRSA 

é um patógeno importante associado tanto a infecções hospitalares, como comunitárias em seres 

humanos, e é responsável por casos graves de infecções de tecidos moles (Morris et al., 2017; 

Pomba et al., 2017). 

Relatos de casos humanos de carreamento ou infecção por S. pseudintermedius têm sido 

pouco descritos durante os últimos anos (Duijkeren et al., 2011; Guardabassi et al., 2013). S. 

pseudintermedius pode causar uma série de infecções de pele e tecidos moles em seres 

humanos, e estudos têm demonstrado alta semelhança entre as linhagens isoladas de pacientes 

humanos e seus cães (Somayaji et al., 2016; Lozano et al., 2017; Ference et al., 2019; Gagetti 
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et al., 2019; Blondeau et al., 2020). Além disso, parece que o contato a longo prazo com cães 

pode ser um fator de risco para adquirir a bactéria, sendo os veterinários e tutores de animais 

de estimação os mais afetados (Stegmann et al., 2010; Duijkeren et al., 2011; Paul et al., 2011; 

Guardabassi et al., 2013). Neste contexto, o MRSP é um problema de saúde relevante devido a 

seu risco zoonótico potencial e às opções limitadas de tratamento atualmente disponíveis.  

 Apesar de sua crescente importância, existem poucos estudos sobre MRSP no Brasil. 

Até o momento, quase não há informações sobre sua estrutura populacional e padrões de 

resistência (Penna et al., 2010a; Botoni et al., 2016; Bourguignon et al., 2016; Scherer et al., 

2018). Além disso, poucos estudos investigaram a possível relação entre as diferentes 

manifestações clínicas causadas por S. pseudintermedius em cães, os padrões de resistência 

antimicrobiana (RAM) e o “background” genético. Assim, este estudo visou identificar a 

ocorrência de estafilococos, com foco principal em S. pseudintermedius, em cães clinicamente 

doentes, assim como investigar sua epidemiologia em Belo Horizonte, Minas Gerais, relatando 

os perfis de resistência antimicrobiana e analisando a estrutura molecular dos isolados de 

MRSP. 

 

5.1.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1.2.1 Delineamento experimental 

 

A figura 3 apresenta o delineamento experimental deste estudo. 
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Figura 3 - Fluxograma de etapas de processamento realizadas durante o estudo com animais infectados. 

As caixas elípticas representam os procedimentos e as caixas retangulares representam os isolados. 

 

5.1.2.2 Coleta, isolamento e identificação das amostras 

 

 Os espécimes clínicos (suabes) foram obtidos de cães durante a consulta no Hospital 

Veterinário da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG) e em uma clínica veterinária 

(VetMaster, Belo Horizonte, Minas Gerais) de 2017 a 2020. Após o consentimento informado 

dos tutores, foram incluídas no presente estudo amostras de cães com suspeita de infecção por 

estafilococos em qualquer sítio corporal. Dados de informação do paciente, incluindo motivos 

para consulta, idade, sexo, doença, tipo de amostra, uso de terapia antimicrobiana no momento 

da amostragem e resultado, foram coletados. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais sob o protocolo 287/2019. 

 As amostras coletadas foram inseridas em microtubos estéreis, acondicionadas em 

caixas de transporte com gelo e enviadas ao Laboratório de Bacterioses e Pesquisa da Escola 

de Veterinária da UFMG para processamento imediato. No laboratório, os suabes foram 

plaqueados em ágar manitol salgado (Kasvi, Brasil) e incubados por 24 h a 37 ºC, em aerobiose. 
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Colônias sugestivas foram plaqueadas em ágar Müller Hinton (Difco, EUA) e identificadas por 

MALDI-TOF MS, como descrito anteriormente (Assis et al., 2017).  Em resumo, para cada 

estirpe, 1 μl de ácido fórmico (70%) e 1 μl de matriz de MALDI-TOF MS, consistindo em uma 

solução saturada de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), 

foram aplicados no local e submetidos à secagem ao ar. Os espectros foram adquiridos 

utilizando o espectrômetro de massa Flex Control MicroFlex LT (Bruker Daltonics) com um 

laser de nitrogênio de 60-Hz com até 240 disparos de laser.  Os parâmetros para detecção da 

faixa de massa foram definidos para permitir a identificação de 1.960 a 20.137 m/z, onde a 

voltagem da fonte de íons 1 era 19,99 kv, a voltagem da fonte de íons 2 era 18,24 kv e a 

voltagem da lente era 6,0 kv para aquisição de dados. Antes das medições, a calibração foi 

precedida por um padrão de teste bacteriano (Escherichia coli DH5 alfa; Bruker Daltonics). Os 

critérios de escore de identificação em Tempo Real (RT) utilizados foram os recomendados 

pelo fabricante: escore ≥ 2.000 indica uma identificação em nível de espécie. Os isolados 

identificados como SIG por MALDI-TOF foram confirmados por PCR do gene nuc (Sasaki et 

al., 2010). Os isolados SIG que não foram amplificados por PCR e os isolados não-SIG com 

escore MALDI-TOF abaixo de 2.000 foram submetidos ao sequenciamento do gene 16S rRNA 

e sequenciamento do gene rpoB, quando necessário. Amplificação e sequenciamento dos genes 

16S rRNA e rpoB foram realizados como descrito anteriormente (Mellmann et al., 2006; Fox et 

al., 2011). 

 

5.1.2.3 Teste de suscetibilidade antimicrobiana 

 

 A susceptibilidade antimicrobiana de todos os isolados de Staphylococcus spp. foi 

testada pelo método de disco-difusão em ágar e interpretada de acordo com os documentos do 

Instituto de padrões clínico e laboratoriais (CLSI), M100-Ed31 (CLSI, 2021) e VET01S-Ed5 

(CLSI, 2020). Os seguintes antimicrobianos foram testados: oxacilina (OXA, 1 µg), cefoxitina 

(FOX, 30 µg), penicilina (PEN, 10 IU), gentamicina (GEN, 10 µg), eritromicina (ERI, 15 µg), 

clindamicina (CLI, 2 µg), tetraciclina (TET, 30 µg), ciprofloxacina (CIP, 5 µg), nitrofurantoína 

(NIT, 300 µg), trimetoprim-sulfametoxazol (SXT, 1,25/23,75 µg), cloranfenicol (CHL, 30 µg), 

e rifampicina (RIF, 5 µg) (Oxoid, EUA). S. aureus ATCC® 25923 foi usado como controle. 

Estirpes foram consideradas MDR quando resistentes a três ou mais classes de antimicrobianos 

(Sweeney et al., 2018). 
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5.1.2.4 Extração de DNA e detecção do gene mecA  

 

 A extração de DNA genômico bacteriano foi realizada com tiocianato de guanidina 

(Pitcher et al., 1989). O DNA extraído foi quantificado usando um espectrofotômetro Nanodrop 

(Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA). A pureza do DNA extraído foi determinada 

usando a razão de absorbância a 260/280 nm. Todos os isolados de estafilococos foram testados 

por PCR para determinar se carreavam o gene mecA (Murakami et al., 1991). 

 

5.1.2.5 Tipagem de sequência Multilocus (MLST) 

 

 O MLST foi realizado para todos os isolados MRSP, de acordo com a literatura 

(Solyman et al., 2013; Grönthal et al., 2017). Os STs foram determinados usando o banco de 

dados de MLST de S. pseudintermedius (https://pubmlst.org/organisms/staphylococcus-

pseudintermedius), e novos STs foram designados pelo curador Vincent Perreten 

(vincent.perreten@vbi.unibe.ch). O programa Phyloviz v2.0, usando o algoritmo goeBURST 

(Francisco et al., 2009; Nascimento et al., 2017), foi usado para inferir a estrutura da população, 

com complexos clonais (CCs) compostos de todas as linhagens que compartilham pelo menos 

seis alelos idênticos (variante de um único locus). A análise de sequência multilocus (MLSA) 

foi realizada com base em sequências concatenadas dos sete alelos do esquema MLST. Uma 

árvore filogenética foi construída usando o modelo de probabilidade máxima aproximada (ML) 

e modelos Hasegawa-Kishino-Yano de evolução de nucleotídeos foram construídos usando o 

IQ-TREE (Minh et al., 2020), com uma análise bootstrap com 1000 réplicas, e visualizados e 

anotados usando o iTol v.4 (Letunic e Bork, 2019). 

 

5.1.2.6 Análise estatística 

 

 Os dados foram sumarizados usando tabelas de frequência e percentuais para variáveis 

categóricas e medianas para variáveis contínuas. Para medir a associação entre as variáveis 

categóricas e as amostras isoladas, foi realizada uma análise univariada usando o teste exato de 

Fisher. As associações foram expressas como odds ratios (ORs) e seus intervalos de confiança 

(IC) de 95%. A significância estatística foi definida em p ≤ 0,05. Para variáveis quantitativas, 
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foi usado o teste Mann-Whitney, com um valor de p ≤ 0,05, e o teste de comparação de Tukey 

foi aplicado se significância estatística fosse observada. Todas as análises foram realizadas 

utilizando o software R 4.0.9 (R Development Core Team, NZ). 

 

5.1.3 RESULTADOS 

 

5.1.3.1 Coleta de dados 

 

 Cento e dezesseis cães foram incluídos neste estudo, o que forneceu 131 amostras de 

espécies estafilocócicas. Quando dois isolados do mesmo animal eram obtidos do mesmo sítio 

corporal e tinham o mesmo perfil de resistência a antimicrobianos, apenas um deles foi mantido 

no estudo. A maioria dos isolados (95/131-72,5%) foi obtida no HV-UFMG, enquanto 27,5% 

(36/131) das amostras provenientes de 27 animais foram obtidas em uma clínica privada. Os 

animais pertenciam a diferentes raças e idades (entre 12 e 204 meses), com uma média de 88 

meses (±46,3). Cinquenta e sete animais eram fêmeas, cinquenta e oito eram machos, e um não 

tinha informação sobre o sexo. Ao menos 64 animais (55,2%) fizeram uso prévio de 

antimicrobianos, 56 receberam antibióticos sistêmicos diferentes, oito deles tinham usado 

apenas antibióticos tópicos, e 15 deles usaram produtos sistêmicos e tópicos. Os principais 

antibióticos prescritos foram cefalexina (29/64), amoxicilina (9/64), uma combinação de 

amoxicilina e ácido clavulânico (16/64) ou enrofloxacina (11/64). A maioria dos espécimes 

clínicos estava associada a condições dermatológicas: 58 (44,3%) com piodermite, 28 (21,4%) 

com otite, 20 (15,3%) com infecções do trato geniturinário, 15 (11,4%) com infecções de ferida 

cirúrgica (IFC), e 10 (7,6%) de outros sítios corporais. 

 

5.1.3.2 Isolamento e identificação de amostras 

 

 Um total de 131 amostras foram obtidas e confirmadas como Staphylococcus spp. pelo 

MALDI-TOF. Um total de 102 isolados (77,9%) foram identificados pela MALDI-TOF como 

parte do SIG (Tabela 2). Entre estes, a PCR do gene nuc confirmou 98 (96,1%) isolados como 

S. pseudintermedius e quatro (3,9%) como S. delphini. A sequência do gene 16S rRNA 

confirmou todas as espécies, exceto em um caso, no qual a amostra foi enviada para 

sequenciamento do gene rpoB e foi identificada como S. delphini, confirmando os resultados 
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do MALDI-TOF. A espécie mais frequentemente isolada foi S. pseudintermedius (98/131, 

74,8%), seguida por S. schleiferi (20/131, 15,3%) (Figura 4), embora seja importante afirmar 

que a possível diferenciação de S. schleiferi em duas espécies, S. coagulans e S. schleiferi 

(Madhaiyan et al., 2020), não foi investigada devido à sua recente reclassificação. Nove animais 

tinham ambos piodermite e otite no momento da amostragem - dois deles causados por S. 

pseudintermedius e dois causados por S. schleiferi; em todos esses casos, os isolados do mesmo 

animal apresentaram o mesmo perfil de resistência antimicrobiana. Os outros cinco animais 

apresentaram otite e piodermite causados por espécies diferentes, mais especificamente uma 

combinação de S. pseudintermedius e S. schleiferi em quatro deles e o outro com uma 

combinação de S. pseudintermedius e S. delphini. Dois cães com piodermite carreavam S. 

pseudintermedius sensível à meticilina (MSSP) com diferentes padrões de resistência 

antimicrobiana, um carreava MSSP e MRSP e dois carreavam S. pseudintermedius e S. aureus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2 - Distribuição e proporção de espécies de estafilococos isolados de diferentes sítios 

de infecção de 116 cães atendidos em um hospital e uma clínica veterinária de Belo Horizonte, 

Brasil, entre 2017 e 2020. 

Sítio de infecção Espécie 
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Pele (n=58 – 44.3%) S. pseudintermedius (n=45) 

S. delphini (n=1) 

*S. schleiferi (n=10) 

S. aureus (n=2) 

Ouvido (n=28 – 21.4%) S. pseudintermedius (n=17) 

S. delphini (n=1) 

*S. schleiferi (n=10) 

Trato geniturinário (n=20 – 

15.3%) 

S. pseudintermedius (n=14) 

S. delphini (n=2) 

S. aureus (n=1) 

S. capitis (n=1) 

S. epidermidis (n=1) 

S. warneri (n=1) 

Ferida cirúrgica (n=15 – 11.4%) S. pseudintermedius (n=13)  

S. simulans (n=1) 

S. capitis (n=1) 

Outros (n=10 – 7.6%) S. pseudintermedius (n=9) 

S. simulans (n=1) 

* A diferenciação recentemente aprovada de S. schleiferi em duas espécies (S. coagulans e S. schleiferi) não foi 

considerada no presente trabalho. 
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Figura 4 - Distribuição e proporção de espécies de estafilococos isoladas em diferentes sítios infecciosos 

de 116 cães atendidos em duas diferentes clínicas veterinárias de Belo Horizonte, entre 2017 e 2020. A 

diferenciação recentemente aprovada de S. schleiferi em duas espécies (S. coagulans e S. schleiferi) não 

foi considerada no presente trabalho. 

 

5.1.3.3 Suscetibilidade a antimicrobianos 

 

 Os resultados de resistência a antimicrobianos de todas as espécies de estafilococos são 

descritos na Tabela 3. Um total de 88,2% (90/102) de isolados SIG foram resistentes a pelo 

menos um antibiótico. Cerca de 86,7% (85/98) de S. pseudintermedius foram resistentes à 

penicilina e 24,5% (24/98) foram resistentes à oxacilina. Em sequência, 59,2% (58/98) dos 

isolados foram resistentes à trimetoprim/sulfametoxazol, 58,2% (57/98) foram resistentes à 

tetraciclina e 42,9% (42/98) foram resistentes à clindamicina e à eritromicina. Todos os isolados 

foram suscetíveis à nitrofurantoína. Os isolados de IFC apresentaram taxas de resistência a nove 

dos antibióticos testados (p<0,05; Figura 5b). Sessenta e dois isolados (63,3%) foram 
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considerados MDR. Destes, 43,5% (27/62) foram isolados de piodermite, 21% (13/62) de IFCs, 

14,5% (9/62) de otites, 11,3% (7/62) de infecções do trato geniturinário e 9,7% (6/62) de outros 

sítios corporais.  Apenas uma estirpe de S. delphini mostrou resistência antimicrobiana, sendo 

resistente à penicilina e à tetraciclina. 

 

 Figura 5 – Resistência antimicrobiana entre isolados clínicos do SIG obtidos de cães atendidos 

em duas diferentes clínicas de Belo Horizonte, entre 2017 e 2020. a) Prevalência de acordo com o 

antimicrobiano; b) de acordo com o tipo de infecção. OXA: oxacilina; PEN: penicilina; ERI: 

eritromicina; CLI: clindamicina; SXT: trimetoprim/sulfametoxazol; RIF: rifampicina; GEN: 

gentamicina; TET: tetraciclina; CIP: ciprofloxacina; CLO: cloranfenicol; NIT: nitrofurantoína. 
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Tabela 3 - Resistência antimicrobiana entre os estafilococos isolados de cães infectados atendidos em uma clínica e um hospital veterinário, no 

período entre 2017 e 2020, em Belo Horizonte, Brasil. 

Espécie Isolados OXA/CEF PEN ERI CLI SXT RIF GEN TET CIP CLO NIT MDR 

S. 

pseudintermedius 

98 

(74,8%) 

24 

(18,3%) 

85 

(64,9%) 

42 

(32,1%) 

42 

(32,1%) 

58 

(44,3%) 

35 

(26,7%) 

28 

(21,4%) 

57 

(43,5%) 

34 

(26,0%) 

8 

(6,1%) 

0 

(0%) 

62 

(47,3%) 

S. delphini 
4 

(3,1%) 

0 

(0%) 

1 

(0.8%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

1 

(0.8%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

S. schleiferi* 
20 

(15,3%) 

0 

(0%) 

2 

(1,5%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

2 

(1,5%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

S. aureus 
3 

(2,3%) 

0 

(0%) 

2 

(1,5%) 

1 

(0,8%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

1 

(0,8%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

S. capitis 
2 

(1,5%) 

0 

(0%) 

2 

(1,5%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

S. epidermidis 
1 

(0,8%) 

1 

(0,8%) 

1 

(0,8%) 

0 

(0%) 

1 

(0,8%) 

1 

(0,8%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

1 

(0,8%) 

S. simulans 
2 

(1,5%) 

0 

(0%) 

1 

(0,8%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

S. warneri 
1 

(0,8%) 

0 

(0%) 

1 

(0,8%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

Total 
131 

(100%) 

25  

(19,1%) 

95 

(72,5%) 

43 

(32,8%) 

43 

(32,8%) 

59 

(45,0%) 

35 

(26,7%) 

30 

(22,9%) 

59 

(45,0%) 

34 

(26,0%) 

8 

(6,1%) 

0 

(0%) 

63 

(48,1%) 
OXA = oxacilina, CEF = cefoxitina, PEN = penicilina, ERI = eritromicina, CLI = clindamicina, SXT = trimetoprim/sulfametoxazol, RIF = rifampicina, GEN = gentamicina, 

TET = tetraciclina, CIP = ciprofloxacina, CLO = cloranfenicol, NIT = nitrofurantoína, MDR = multi-drug resistance.  

* A diferenciação recentemente aprovada de S. schleiferi em duas espécies (S. coagulans e S. schleiferi) não foi considerada no presente trabalho. 



 

65 

 

Entre os isolados não-SIG, 18 (62,1%) foram suscetíveis a todos os antimicrobianos. 

Nove isolados (31%) foram resistentes à penicilina, que foi a maior taxa de resistência 

observada entre estas estirpes. Dois isolados (6,9% - 2/29) foram resistentes a gentamicina e 

dois isolados resistentes a penicilina também foram resistentes a eritromicina (3,4% - 1/29) ou 

tetraciclina (3,4% - 1/29). Um isolado (3,4% - 1/29) foi resistente a cefoxitina, penicilina, 

clindamicina e sulfa-trimetoprim e positivo para o gene mecA, sendo assim o único isolado 

considerado multirresistente. 

  S. pseudintermedius foi significativamente associado à resistência a rifampicina (OR 

5,82, 95%CI), ciprofloxacina (OR 5,83, IC 95%), clindamicina (OR 7,82, IC 95%), eritromicina 

(OR 7,82, IC 95%), penicilina (OR 10,11, IC 95%), oxacilina (OR 13,11, IC 95%), sulfa-

trimetoprim (OR 14,73, IC 95%) e tetraciclina (OR 14,73, I 95%). As estirpes de S. 

pseudintermedius também foram associadas com MDR (OR 18.6, IC 95% 5.3-65.1) quando 

comparadas com outras estirpes de estafilococos. 

 

5.1.3.4 Estafilococos resistente à meticilina 

 

 Aproximadamente 23,5% (24/102) dos isolados SIG foram positivos para o gene mecA, 

todos eles identificados como S. pseudintermedius. Três (10,3%) dos isolados não-SIG também 

foram positivos para o gene mecA. Destes, dois eram S. schleiferi e um era S. epidermidis. 

Entretanto, apenas S. epidermidis foi fenotipicamente resistente à oxacilina ou cefoxitina (halo 

de inibição = 24mm para CEF). Esta estirpe foi obtida de um cão com infecção nosocomial do 

trato geniturinário. Nenhum isolado de MRSA foi identificado neste estudo. 

 

5.1.3.5 MRSP 

 

 Vinte e quatro isolados de S. pseudintermedius foram resistentes à oxacilina e positivos 

para o gene mecA por PCR, sendo assim considerados MRSP (Tabela 4). Destes, 50% (12/24) 

eram de feridas cirúrgicas, 29,2% (7/24) de lesões cutâneas, 12,5% (3/24) de otite, e 8,3% (2/24) 

de outros locais. Quando classificadas pelo tipo de infecção, as taxas de MRSP foram 15,6% 

(7/45) em cães com infecções cutâneas, 17,6% (3/17) em cães com otite, 92,3% (12/13) em 

cães com IFCs, e 22,2% (2/9) em outros locais. Nenhuma das linhagens de MRSP foi isolada 

de cães com infecção do trato geniturinário. Todos os isolados foram resistentes a pelo menos 

três classes de antibióticos não β-lactâmicos. Os perfis de resistência antimicrobiana mais 
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comuns foram OXA-PEN-ERI-CLI-SXT-RIF-CIP-TET-GEN (16,7% - 4/24) e OXA-PEN-

ERI-CLI-SXT-RIF-TET-GEN (16,7% - 4/24). 

 

Tabela 4 - Perfil de resistência a antimicrobianos de estirpes MRSP isoladas de cães (Belo 

Horizonte, Brasil) de acordo com os STs e sítios de infecção. 

ST CC Perfil de resistência a antimicrobianos Sítio de infecção 

71 (n=9) 71 

OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, RIF, CIP, TET, GEN 
Ferida cirúrgica (2) 

Pele (1) 

OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, RIF, CIP, GEN 

Ferida cirúrgica (1) 

Pele (1) 

Outros (1) 

OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, RIF, CIP, TET Ferida cirúrgica (3) 

2124 (n=2) NA 
OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, CIP, GEN Otite (1) 

OXA, PEN, SXT, RIF, CIP, TET, GEN Outros (1) 

2125 (n=3) NA 

OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, RIF, CIP, GEN Ferida cirúrgica (1) 

OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, CIP, GEN Pele (1) 

OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, CIP Ferida cirúrgica (1) 

2126 (n=4) NA OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, RIF, TET, GEN 

Pele (2) 

Ferida cirúrgica (1) 

Otite (1) 

2127 (n=1) NA OXA, PEN, SXT, RIF, TET Pele (1) 

2128 (n=1) NA OXA, PEN, SXT, RIF, CIP, TET Ferida cirúrgica (1) 

2129 (n=1) NA OXA, PEN, ERI, CLI, CLO, CIP, TET, GEN Ferida cirúrgica (1) 

2130 (n=1) 71 OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, RIF, CIP, TET, GEN Otite (1) 

2131 (n=1) NA OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, RIF, TET Ferida cirúrgica (1) 

2164 (n=1) NA OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, RIF, CHL, CIP, TET, GEN Pele (1) 
OXA = oxacilina, PEN = penicilina, ERI = eritromicina, CLI = clindamicina, SXT = trimetoprim/sulfametoxazol, 

RIF = rifampicina, GEN = gentamicina, TET = tetraciclina, CIP = ciprofloxacina, CLO = cloranfenicol.  

*NA= não aplicável 

 

Dez diferentes perfis de ST foram identificados, incluindo nove novos STs (ST2124 - 

ST2131 e ST2164) (Figura 6). Na análise do goeBURST, dez isolados (ST71 e ST2130) 

pertenciam ao conhecido CC71 (Figura 7e); o ST2124 estava relacionado ao CC2166 (Figura 

7b); os STs 2125 e 2128 parecem estar relacionados ao CC781 (Figura 7d), enquanto o ST2127 

estava mais próximo do CC558 - que evoluiu do CC781 (Figura 7d); os STs 2126 e 2131 

estavam mais próximos do subfundador ST1709 (Figura 7d); e os STs 2129 e 2164 estavam 

mais próximos do CC1758 (Figura 7c). Na análise estatística, o CC71 foi associado à resistência 

à ciprofloxacina (p < 0,05). 
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Figura 6 - Relação genética de estirpes MRSP de cães de Belo Horizonte (2017-2020). a) Snapshot da 

população de STs encontrados no presente estudo, utilizando-se a análise goeBURST full MST. Linhas 

e sombras indicam o número de variações alélicas entre os STs, e cores indicam o tipo de infecção 

relacionado a cada ST. b) Uma árvore filogenética baseada no alinhamento da sequência concatenada 

dos genes do MLST foi inferida utilizando-se o programa iqTree; probabilidades posteriores são 

mostradas em vermelho. Colunas com símbolos de triângulos, círculo e estrela indicam a apresentação 

clínica relacionada a cada isolado; colunas de quadrados coloridos indicam presença ou ausência de 

resistência a antimicrobianos de diferentes classes de não-beta-lactâmicos.
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Figura 7 - Snapshot da população de S. pseudintermedius considerando-se variação de apenas um locus. A cor azul representa sequence types (STs) de todo o 

mundo já 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 não 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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5.1.3.6 Preditores para MRSP 

 

 Não houve diferença significativa na proporção de MRSP isolados entre cães fêmeas e 

machos ou entre grupos etários. Entretanto, tratamentos antimicrobianos anteriores (OR9,21 CI 

95% 2,05-41,25) e infecções hospitalares foram associados com o isolamento de estirpes de 

MRSP. Ao considerar a condição clínica apresentada pelos animais, as IFCs foram 

significativamente associadas ao isolamento de MRSP: um cão com IFC tinha maior 

probabilidade de transportar uma estirpe MRSP do que uma estirpe MSSP (OR 3,7 IC 95% 1,5-

9,4). Além disso, estirpes MRSP tinham maior probabilidade de ser isoladas de IFCs do que de 

piodermite, otite, infecção do trato geniturinário ou infecções de outros sítios (p<0,05). 

 

5.1.4 DISCUSSÃO 

 

 No presente estudo, foi caracterizada a ocorrência de diferentes espécies de 

Staphylococcus isoladas de vários tecidos diferentes em cães e avaliou-se sua resistência a 

antimicrobianos. S. pseudintermedius foi a espécie mais prevalente neste estudo. Como é o 

principal agente causador do piodermite em cães, a maioria dos espécimes clínicos foi obtida 

de lesões cutâneas (Bannoehr e Guardabassi, 2012; Hensel et al., 2016). A segunda espécie 

mais frequentemente observada foi S. schleiferi, mas é importante lembrar que a diferenciação 

recentemente aprovada de S. schleiferi em S. coagulans e S. schleiferi (Madhaiyan et al., 2020) 

não foi considerada no presente trabalho. De qualquer forma, o S. schleiferi é raramente 

encontrado em portadores saudáveis e é comumente isolado de cães com otite ou piodermite 

(Morris et al., 2006; Morris et al., 2017; Lee et al., 2019). Alguns animais foram infectados 

tanto por MSSP quanto por MRSP, ou mesmo por duas espécies diferentes de Staphylococcus, 

semelhante a relatos anteriores (Bannoehr e Guardabassi, 2012; Morris et al., 2017). Como 

estas bactérias podem compartilhar elementos genéticos móveis, como o SCCmec, é 

preocupante que estirpes anteriormente suscetíveis possam adquirir genes de resistência e/ou 

virulência quando em contato com linhagens virulentas/resistentes (Kadlec e Schwarz, 2012; 

Pomba et al., 2017). 

Altas taxas de RAM foram observadas entre os isolados do SIG para a maioria dos 

antimicrobianos testados neste estudo. A RAM é considerada um fenômeno natural, mas o uso 

excessivo ou inadequado de medicamentos antimicrobianos na medicina humana e veterinária 

acelera sua ocorrência (OIE, 2020). Mais da metade dos animais incluídos no estudo haviam 
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sido previamente tratados com pelo menos um antibiótico sistêmico, o que pode estar ligado às 

altas taxas de RAM encontradas. Infelizmente, esta frequência não é surpreendente, 

considerando as principais manifestações clínicas apresentadas por estes animais. Na clínica de 

pequenos animais, as infecções de pele são comumente vistas na rotina, sendo a principal razão 

para a administração de antimicrobianos em cães, respondendo por quase um terço das 

prescrições de antimicrobianos em clínicas de pequenos animais (Larsen et al., 2018). 

Similarmente, otite e doença bacteriana do trato geniturinário são causas comuns de morbidade 

em cães e estão entre as principais causas de uso de antimicrobianos (Penna et al., 2010b; Weese 

et al., 2019; Lynch e Helbig, 2021); e a cirurgia frequentemente requer profilaxia 

antimicrobiana e administração pós-operatória de antimicrobianos (Nelson, 2011; BSAVA, 

2018). Os principais antibióticos prescritos foram cefalexina, amoxicilina, amoxicilina/ácido 

clavulânico e enrofloxacina. Os beta-lactâmicos são geralmente o grupo antimicrobiano mais 

utilizado em pequenos animais, especialmente quando a cultura bacteriana não está disponível 

(Guardabassi et al., 2013; Pomba et al., 2017; Weese et al., 2019). 

Com exceção dos antibióticos que contêm penicilinase, o MSSP geralmente apresenta 

taxas satisfatórias de suscetibilidade antimicrobiana relatadas na literatura (Frank e Loeffler, 

2012; Kadlec e Schwarz, 2012; Moodley et al., 2014; McCarthy et al., 2015). Entretanto, nossos 

resultados revelaram altas taxas de resistência antimicrobiana a várias classes de antibióticos, 

incluindo agentes antimicrobianos de importância crítica veterinária (OIE, 2018), tanto nas 

estirpes de MSSP quanto MRSP, com ocorrência significativa de MDR. Em contraste, 

cloranfenicol e nitrofurantoína foram os antibióticos com maiores taxas de susceptibilidade 

entre as estirpes de S. pseudintermedius, o que é esperado, já que ambos são proibidos para uso 

veterinário no Brasil (Brasil, 2003).  

O presente estudo identificou uma ocorrência geral de 24,5% de MRSP entre todos os 

isolados de S. pseudintermedius, o que está dentro da faixa esperada, já que a literatura relata 

taxas variáveis de prevalência de MRSP em cães, variando de 0% a 60% (Weese e Duijkeren, 

2010; Duijkeren et al., 2011a; Pires Dos Santos et al., 2016). Estudos anteriores realizados no 

Brasil mostraram taxas semelhantes ou maiores de MRSP em animais com piodermite, otite e 

infecção do trato geniturinário (Penna et al., 2010b; Penna et al., 2010a; Botoni et al., 2016; 

Bourguignon et al., 2016; Scherer et al., 2018) quando comparados com o presente trabalho. É 

importante ressaltar que não é simples fazer comparações entre diferentes estudos, pois a 

prevalência de MRSP depende não apenas da região geográfica, mas também do tipo de 
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amostra, da população incluída e da metodologia do estudo (Bannoehr e Guardabassi, 2012; 

Hritcu et al., 2020). 

Curiosamente, mais de 90% das estirpes de S. pseudintermedius isoladas de feridas 

cirúrgicas foram MRSP. A análise estatística revelou que as IFCs, tratamento antimicrobiano 

prévio e infecções nosocomiais estão associados à ocorrência de MRSP. Isto está de acordo 

com a literatura, que demonstrou que a exposição prévia a antimicrobianos, hospitalização e 

lesões cutâneas e/ou feridas cirúrgicas estão associadas a um risco maior de adquirir MRSP 

(Duijkeren et al., 2011a; Weese et al., 2012; Grönthal et al., 2014; Grönthal et al., 2017; Saputra 

et al., 2017). Além disso, é possível que o grande uso de amoxicilina/ácido clavulânico, 

cefalosporinas e fluoroquinolonas, que foram os principais antimicrobianos prescritos aos cães 

incluídos neste estudo, possam estar ligados à seleção de MRSP (Guardabassi et al., 2013; 

Pomba et al., 2017). 

 Estudos anteriores utilizando MLST forneceram informações sobre a estrutura 

populacional do MRSP e mostraram que a disseminação deste patógeno está ligada a algumas 

linhagens clonais de sucesso, particularmente CC71 e CC258 na Europa, CC68 na América do 

Norte, e ambos CC45 e CC112 na Ásia (Perreten et al., 2010; Pires Dos Santos et al., 2016; 

Meroni et al., 2019). No Brasil, apenas um estudo relatou o CC de seus isolados - uma única 

linhagem MRSP ST71 isolada da fossa nasal de um cão saudável (Quitoco et al., 2013), de 

modo que não há um conhecimento extenso sobre o histórico genético de S. pseudintermedius 

que circula atualmente no país. No presente estudo, aproximadamente 41,7% (10/24) das 

estirpes de MRSP pertenciam ao CC71, o que também foi relatado anteriormente no Brasil 

(Quitoco et al., 2013). Estudos demonstraram que o CC71 é frequentemente resistente a todos 

os antimicrobianos utilizados na rotina de pequenos animais, incluindo macrolídeos, 

aminoglicosídeos e fluoroquinolonas, e que pode ser associado a maiores taxas de resistência à 

oxacilina, amoxicilina/ácido clavulânico, cefalotina e ampicilina (Paul et al., 2011; Duim et al., 

2016; Wegener et al., 2020). De fato, os isolados pertencentes ao CC71 no presente estudo 

foram todos resistentes a pelo menos seis classes de antimicrobianos não beta-lactâmicos, 

incluindo as fluoroquinolonas, que estão associadas à propagação bem-sucedida das linhagens 

MDR MRSP (McCarthy et al., 2015). A maioria das linhagens CC71 foram isoladas de IFCs 

no mesmo hospital veterinário (dados não mostrados), o que levantou a preocupação de uma 

possível transmissão nosocomial, como relatado anteriormente (Grönthal et al., 2014). Uma 

caracterização molecular adicional é necessária para confirmar esta hipótese. 
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 Estudos recentes na Europa, América do Norte e Oceania mostraram que a prevalência 

de novas linhagens está aumentando, possivelmente superando a prevalência do CC71 dentro 

de anos (Duim et al., 1999; Duim et al., 2016; Grönthal et al., 2017; Bergot et al., 2018; Meroni 

et al., 2019; Nisa et al., 2019). No presente estudo, 62,5% (15/24) das linhagens de MRSP 

pertenciam a nove novos STs. Todos os STs foram resistentes a pelo menos três classes 

diferentes de antimicrobianos não beta-lactâmicos, e alguns deles foram isolados de mais de 

um animal. Esta observação corrobora a hipótese de que eventos de transferência horizontal de 

genes podem ser tão relevantes quanto a dispersão clonal para MRSP e destaca a necessidade 

de mais estudos no Brasil para entender melhor a evolução destas novas linhagens (Bannoehr 

e Guardabassi, 2012; Duim et al., 2016; Pires Dos Santos et al., 2016; Grönthal et al., 2017). 

 Este é o primeiro estudo a investigar extensivamente as características fenotípicas e 

moleculares dos isolados de S. pseudintermedius no Brasil. Além disso, este estudo identificou 

fatores de risco para aquisição de MRSP e analisou a estrutura populacional de estirpes de 

MRSP, o que contribui para compreender a dispersão de MRSP não apenas no Brasil, mas 

também na América do Sul, onde ainda há uma falta de informação sobre o mesmo. O presente 

estudo confirmou que S. pseudintermedius é a principal espécie estafilocócica isolada de cães 

infectados em Belo Horizonte. A alta taxa de MDR observada, especialmente as linhagens 

MRSP-MDR, é motivo de grande preocupação. O CC71 está atualmente circulando entre as 

clínicas veterinárias brasileiras e representa um desafio aos protocolos terapêuticos devido a 

sua resistência à maioria das classes antimicrobianas de uso diário na prática de pequenos 

animais e sua rápida dispersão. Entretanto, os novos STs encontrados neste estudo indicam que 

a propagação do MRSP via transferência horizontal de genes pode ser tão relevante quanto a 

dispersão clonal. Para nosso conhecimento, este é o primeiro relato brasileiro que identificou o 

MRSP ST71 em cães doentes e revelou novos STs circulantes no país. 
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5.2 Isolamento, caracterização, resistência a antimicrobianos e dinâmica de colonização 

de Staphylococcus spp. em cães internados na Unidade de Terapia Intensiva do Hospital 

veterinário da UFMG 

 

RESUMO 

 

No ambiente hospitalar veterinário, a Unidade de terapia intensiva (UTI) geralmente fornece 

uma boa condição de seleção e sobrevivência para patógenos multirresistentes, já que estes 

podem suportar o uso extensivo de diferentes antimicrobianos. Estafilococos, principalmente 

estafilococos resistentes à meticilina (MRS), são bactérias com ampla capacidade de adquirir e 

transmitir determinantes de resistência. Apesar disso, inexistem estudos avaliando a dinâmica 

de colonização desse gênero bacteriano em UTIs de hospitais veterinários. O objetivo deste 

estudo foi isolar, caracterizar e avaliar a dinâmica de colonização e a resistência a 

antimicrobianos de estirpes de Staphylococcus spp., principalmente S. pseudintermedius 

resistente à meticilina (MRSP), isoladas de cães internados na UTI do Hospital Veterinário da 

Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG). Para isso, foi realizado um estudo 

longitudinal, em que foram coletadas amostras de 54 cães internados na UTI do HV-UFMG em 

Belo Horizonte, Minas gerais, entre agosto de 2018 e abril de 2019, totalizando um período de 

264 dias. Cada indivíduo inserido no estudo foi submetido à coleta de amostras por meio de 

suabes estéreis, de três sítios corporais distintos (narina, axila e reto), uma vez ao dia, do 

primeiro ao último dia de internação, incluindo aqueles que vieram a óbito, por diversas causas. 

As amostras isoladas foram identificadas pela técnica de espectrometria de massa por 

dessorção/ionização a laser assistida por matriz (MALDI-TOF) e confirmadas pela reação em 

cadeia da polimerase (PCR) ou sequenciamento do gene 16S rRNA. Foram realizados teste de 

susceptibilidade antimicrobiana e detecção por PCR do gene mecA em todas as amostras. Cerca 

de 94% dos cães apresentaram isolamento de Staphylococcus spp. e a espécie mais isolada foi 

S. pseudintermedius (88,2%). Multirresistência (MDR) foi observada em 64,4% dos cães e 

cerca 39% foram positivos para MRS, sendo 21,6% MRSP e 1,9% S. aureus resistente à 

meticilina (MRSA). Estirpes MRSP resistentes a 9 classes de antimicrobianos com perfis de 

resistência idênticos foram observadas em pacientes diferentes e em dias diferentes. Animais 

colonizados por estas estirpes apresentaram tempo de internação maior que aqueles que 

carreavam outras estirpes MRS. A aquisição de MRSP durante a internação na UTI foi 

associada ao: sexo (fêmeas), idade (>7 anos) e cães que fizeram uso prévio de antimicrobianos. 
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Os resultados encontrados são de relevância para a saúde pública, uma vez que esta bactéria 

apresenta importante potencial zoonótico e as opções terapêuticas disponíveis são limitadas. 

 

Palavras-chave: resistência à meticilina, S. pseudintermedius, S. aureus, infecção 

nosocomial, multirresistência. 

 

5.2.1 INTRODUÇÃO 

 

Nas últimas décadas, muitos avanços técnicos foram obtidos na medicina veterinária 

com o objetivo de melhorar e prolongar a vida dos animais. Porém, em contrapartida, 

procedimentos cirúrgicos invasivos, terapias imunossupressoras, antimicrobianos, 

hospitalizações prolongadas e cuidados mais intensivos têm contribuído para o aumento de 

infecções nosocomiais e para a disseminação de patógenos multirresistentes em hospitais 

veterinários (Stull e Weese, 2015). S. pseudintermedius resistente à meticilina (MRSP) é 

descrito como causa comum de infecções nosocomiais em todo o mundo (Sasaki et al., 2007; 

Ishihara et al., 2010; Nienhoff et al., 2011b; Grönthal et al., 2014; Lehner et al., 2014; Qekwana 

et al., 2017; Shoen et al., 2019). Embora frequentemente isolada de pacientes ambulatoriais, 

esta bactéria tem sido também isolada do próprio ambiente, incluindo superfícies, equipamentos 

e fômites, assim como de funcionários e de pacientes internados (Sasaki et al., 2007a; 

Bergström et al., 2012; Hamilton et al., 2012; Shoen et al., 2019).  

Apesar da importância, a dinâmica de colonização de MRSP no ambiente hospitalar 

continua pouco entendida. Nesse contexto, destaca-se a unidade de terapia intensiva (UTI), 

como um ambiente que fornece condição favorável à seleção e sobrevivência de patógenos 

multirresistentes, devido ao uso extensivo de diferentes antimicrobianos (Stull et al., 2018; 

Shoen et al., 2019). Uma avaliação interna dos registros clínicos de pacientes internados na UTI 

do Hospital Veterinário da UFMG (HV-UFMG), conduzida pelo Laboratório de Bacterioses e 

Pesquisa, revelou MRSP como uma das principais causas de infecção em animais internados 

nestes leitos, o que gerou a hipótese de que poderia estar ocorrendo colonização dos animais 

por MRSP após internação na UTI do HV-UFMG, além do questionamento sobre quais fatores 

de risco poderiam estar contribuindo para a ocorrência de tal evento. Adicionalmente, um 

estudo recente realizado durante atendimentos clínicos no mesmo hospital demonstrou a 

circulação de estirpes MRSP clonais em cães com diferentes tipos de infecções por 

Staphylococcus spp.  (Viegas et al., 2022), o que acrescentou a ideia de que estirpes clonais de 
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MRSP poderiam estar circulando em diferentes áreas do HV-UFMG, podendo configurar 

transmissão nosocomial entre diferentes pacientes de diferentes setores. Dessa forma, o objetivo 

deste estudo foi isolar, caracterizar e avaliar a dinâmica de colonização e a resistência a 

antimicrobianos de estirpes de Staphylococcus spp., principalmente MRSP, isoladas de cães 

internados na UTI do HV-UFMG. 

 

5.2.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.2.2.1 Delineamento experimental 

A figura 8 apresenta o delineamento experimental deste estudo. 

 

Figura 8 – Fluxograma de etapas de processamento realizadas durante o estudo com cães internados 

na UTI. As caixas elípticas representam os procedimentos e as caixas retangulares representam os 

isolados. 

 

5.2.2.2 Coleta, isolamento e identificação das amostras 

 

Foi realizado um estudo longitudinal, em que foram coletadas amostras de 54 cães 

internados na UTI do HV-UFMG em Belo Horizonte, Minas gerais, entre agosto de 2018 e abril 

de 2019, totalizando um período de 264 dias. Cada indivíduo inserido no estudo foi submetido 

à coleta de suabes estéreis de três sítios corporais distintos (narina, axila e reto), uma vez ao 
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dia, do primeiro ao último dia de internação, incluindo aqueles que vieram a óbito. No total, 

501 suabes foram coletados e processados no Laboratório de Bacterioses e Pesquisa da Escola 

de Veterinária da UFMG no mesmo dia da coleta. Dados epidemiológicos foram obtidos através 

da avaliação das fichas clínicas dos participantes. Foram computadas informações sobre: idade, 

sexo, raça, porte, motivo e tempo de internação, comorbidades, uso de antimicrobianos prévio 

ou durante a internação, profissão do tutor (profissionais de saúde ou outros), convívio com 

outros animais e óbito. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Uso Animal (CEUA) 

da UFMG sob o protocolo 287/2019.  

Todas as amostras foram plaqueadas em ágar manitol salgado (Kasvi, Brasil) e 

incubadas por 24 h a 37 ºC.  Colônias sugestivas de cada amostra foram subcultivadas em ágar 

Müller Hinton (Difco, EUA) e identificadas pela técnica de espectrometria de massa por 

dessorção/ionização a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) (Assis et al., 2017).  Em 

resumo, para cada estirpe, 1 μl de ácido fórmico (70%) e 1 μl de matriz de MALDI-TOF MS, 

consistindo em uma solução saturada de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (Bruker Daltonics, 

Bremen, Alemanha), foram aplicados no local e submetidos à secagem ao ar. Os espectros 

foram adquiridos utilizando o espectrômetro de massa Flex Control MicroFlex LT (Bruker 

Daltonics) com um laser de nitrogênio de 60-Hz com até 240 disparos de laser.  Os parâmetros 

para detecção da faixa de massa foram definidos para permitir a identificação de 1.960 a 20.137 

m/z, onde a voltagem da fonte de íons 1 era 19,99 kv, a voltagem da fonte de íons 2 era 18,24 

kv e a voltagem da lente era 6,0 kv para aquisição de dados. Antes das medições, a calibração 

foi precedida por um padrão de teste bacteriano (Escherichia coli DH5 alfa; Bruker Daltonics). 

Os critérios de escore de identificação em Tempo Real (RT) utilizados foram os recomendados 

pelo fabricante: escore ≥ 2.000 indica uma identificação em nível de espécie. Os isolados 

identificados como representantes do Grupo S. intermedius (SIG) por MALDI-TOF foram 

confirmados por reação em cadeia da polimerase (PCR) do gene nuc (Sasaki et al., 2010). Os 

isolados não-SIG com escore MALDI-TOF abaixo de 2.000 foram submetidos ao 

sequenciamento do gene 16S rRNA (Fox et al., 2011). 

 

5.2.2.3 Teste de suscetibilidade antimicrobiana 

 

 A susceptibilidade antimicrobiana de todos os isolados de Staphylococcus spp. foi 

avaliada pelo método de disco-difusão em ágar e interpretada de acordo com os documentos do 

Instituto de padrões clínicos e laboratoriais (CLSI), M100-Ed31 (CLSI, 2021) e VET01S-Ed5 
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(CLSI, 2020). Os seguintes antimicrobianos foram testados: oxacilina (OXA, 1 µg), cefoxitina 

(CEF, 30 µg), penicilina (PEN, 10 IU), gentamicina (GEN, 10 µg), eritromicina (ERI, 15 µg), 

clindamicina (CLI, 2 µg), tetraciclina (TET, 30 µg), ciprofloxacina (CIP, 5 µg), nitrofurantoína 

(NIT, 300 µg), trimetoprim-sulfametoxazol (SXT, 1,25/23,75 µg), cloranfenicol (CLO, 30 µg), 

enrofloxacina (ENO, 5 µg) e rifampicina (RIF, 5 µg) (Oxoid, EUA). S. aureus ATCC® 25923 

foi usado como controle. Estirpes foram consideradas resistentes a múltiplas drogas (MDR) 

quando resistentes a três ou mais classes de antimicrobianos (Sweeney et al., 2018). 

 

5.2.2.4 Extração de DNA e detecção do gene mecA  

 

 A extração de DNA genômico bacteriano foi realizada com tiocianato de guanidina, 

segundo Pitcher et al. (1989). O DNA extraído foi quantificado usando um espectrofotômetro 

Nanodrop (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA). A pureza do DNA foi determinada 

usando a razão de absorbância a 260/280 nm. Todos os isolados de estafilococos foram testados 

por PCR para determinar se carreavam o gene mecA (Murakami et al., 1991). 

 

5.2.2.5 Análise estatística 

 

 Teste Qui-quadrado de aderência foi aplicado para identificar a distribuição dos dados. 

O comportamento do contágio em relação aos fatores de interesse foi avaliado utilizando tabelas 

de contingência. Para medir a associação entre variáveis categóricas e estirpes isoladas, foi 

realizada uma análise univariada usando o teste exato de Fisher. As associações foram expressas 

como odds ratios (ORs) e seus intervalos de confiança de 95% (ICs). Para variáveis 

quantitativas, foi usado o teste Mann-Whitney, sendo o teste de comparação de Tukey realizado 

caso significância estatística fosse observada. Regressão linear foi aplicada para avaliar a 

relação entre a duração da hospitalização e os fatores de interesse. Para todos os testes foi 

considerado o nível de significância de 5%. Todas as análises foram realizadas utilizando o 

software R 4.0.9 (R Development Core Team, NZ). 

 

5.2.3 RESULTADOS 

 

5.2.3.1 Coleta de dados 
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Em 264 dias de experimento, 54 cães foram admitidos na UTI do HV-UFMG e 

submetidos a 167 coletas de esfregaços nasais, retais e axilares, totalizando 501 amostras de 

esfregaço, que forneceram 211 isolados de Staphylococcus spp. (42% - 211/501) de 51 cães 

(94% - 51/54). O tempo de hospitalização dos cães variou de um a dez dias, com uma média de 

três dias (±2,1). Os animais pertenciam a diferentes raças e idades variando de quinze dias a 

219 meses, com uma média de 88 meses (±61,4). Para realizar as análises estatísticas para a 

idade, os animais foram categorizados em escores de acordo com Harvey et al. (2021), sendo 

escore 1 para jovens (≤12 meses), escore 2 para adultos (>12 e ≤84 meses), e escore 3 para 

idosos (≥84 meses). Após a categorização, seis animais foram considerados jovens (6/46 - 

13%), dezessete adultos (37% - 17/46), vinte e três idosos (50%) e oito não tiveram idade 

informada. Trinta e quatro animais eram fêmeas (64% - 34/53), dezenove eram machos (36% - 

19/53), e um não tinha informação sobre o sexo. Dezessete cães eram de grande porte (32% - 

17/53), dezesseis eram de pequeno porte (30% - 16/53), vinte eram de médio porte (38% - 

20/53), e um não tinha continha essa informação. Trinta cães tiveram contato com outros 

animais (70% - 30/43), treze não tiveram (30% - 13/43), e onze não continham essa informação. 

Vinte animais usaram antimicrobianos previamente à admissão na UTI (49% - 20/41), vinte e 

um não usaram (51% - 21/41), e esta informação não foi obtida para treze animais. Vinte e 

cinco animais apresentavam alguma comorbidade quando admitidos na UTI (47% - 25/53), 

vinte e oito não apresentavam (53% - 28/53), e não há informações sobre um animal. Quarenta 

e um cães receberam tratamento antimicrobiano durante sua estadia na UTI (77% - 41/53), 

apenas doze não receberam (23% - 12/53), e não há informações sobre um animal. Vinte 

animais morreram durante a internação (38% - 20/53), trinta e três não (62% - 33/53), e não há 

informações sobre um animal.  

 

5.2.3.2 Isolamento 

 

Duzentos e onze isolados estafilocócicos (42%) foram obtidos de 51 cães (94%) admitidos 

na UTI de HV-UFMG. A descrição de cães hospitalizados, cães positivos e isolados de 

Staphylococcus spp., S. pseudintermedius e MRSP recuperados por dia está sumarizada na 

tabela 5. 
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Tabela 5 - Frequência de isolamento total e por dia de internação de Staphylococcus spp., S. 

pseudintermedius e MRSP recuperados de 54 cães internados na UTI do HV-UFMG entre 

agosto de 2018 e abril de 2019. 

Dia 

Isolamento 

Staphylococcus 

spp. (%) 

Cães positivos 

para 

Staphylococcus 

spp. (%) 

Isolamento S. 

pseudintermedius 

(%) 

Cães positivos 

para S. 

pseudintermedius 

(%) 

Isolamento 

MRSP 

(%) 

Cães 

positivos 

para MRSP 

(%) 

1 97/162 (59,9%) 45/54 (83,3%) 65/97 (67,0%) 37/45 (82,2%) 11/97 (11,3%) 7/45 (15,6%) 

2 37/114 (32,5%) 23/38 (60,5%) 25/37 (67,6%) 19/23 (82,6%) 5/37 (13,5%) 4/23 (17,4%) 

3 29/93 (31,2%) 19/31 (61,3%) 20/29 (69,0%) 15/19 (78,9%) 5/29 (17,2%) 4/19 (21,0%) 

4 25/60 (41,7%) 14/20 (70,0%) 20/25 (80,0%) 11/14 (78,6%) 8/14 (32,0%) 3/14 (21,4%) 

5 8/36 (22,2%) 6/12 (50,0%) 7/8 (87,5%) 5/6 (83,3%) 1/8 (12,0%) 1/6 (16,7%) 

6 6/12 (50%) 4/4 (100,0%) 5/6 (83,3%) 4/4 (100,0%) 3/6 (50,0%) 2/4 (50,0%) 

7 2/9 (22,2%) 2/3 (66,7%) 2/2 (100,0%) 2/2 (100,0%) 1/2 (50,0%) 1/2 (50,0%) 

8 5/9 (55,6%) 3/3 (100,0%) 4/5 (80,0%) 3/3 (100,0%) 2/5 (40,0%) 1/3 (33,3%) 

9 1/3 (33,3%) 1/1 (100,0%) 1/1 (100,0%) 1/1 (100,0%) 1/1 (100,0%) 1/1 (100,0%) 

10 1/3 (33,3%) 1/1 (100,0%) 1/1 (100,0%) 1/1 (100,0%) 1/1 (100,0%) 1/1 (100,0%) 

Total 
211/501 

(42,1%) 

51/54 

(94,4%) 

150/211 

(71,1%) 

45/51 

(88,2%) 

38/211 

(18,0%) 

11/51 

(21,6%) 

 

Dos 211 isolados de Staphylococcus spp. obtidos, 85 (50,9%), 72 (43,1%) e 54 (32,3%) 

foram recuperados dos sítios nasal, retal e axilar, respectivamente (Tabela 6). Houve diferença 

estatística significativa na frequência de isolamento de Staphylococcus spp. entre os sítios 

amostrados (p=0,05), sendo o isolamento no sítio nasal igual ao isolamento no sítio retal 

(p=0,226) e maior que no sítio axilar (p=0,001). Já a frequência de isolamento no sítio retal foi 

estatisticamente igual à do sítio axilar (p=0,07) (Tabela 6). 

 

5.2.3.3 Distribuição de espécies de Staphylococcus 

 

Doze espécies de Staphylococcus foram encontradas entre os 211 isolados obtidos (Tabela 

6). S. pseudintermedius foi a espécie mais frequente (71,1%), tendo, ao menos, seis vezes mais 

chances de ser isolada que qualquer outra espécie identificada neste estudo (p<0,001). Este 

agente foi recuperado de 45 (88,2%) dos 51 cães que obtiveram isolamento estafilocócico e 

apresentou isolamento estatisticamente maior nos sítios nasal (39,3% - p=0,002) e retal (38% - 

p=0,005) quando comparados ao sítio axilar (22,7%). 

S. aureus foi a segunda espécie mais observada (12,8%), porém, com exceção de S. 

pseudintermedius, não houve diferença estatística entre sua frequência de isolamento e a soma 

das frequências dos demais agentes (p=0,4861). Esta bactéria foi isolada de 13 cães (25,5%) e 
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encontrada, principalmente, no sítio nasal, apresentando 5,6 vezes mais chances de isolamento 

neste sítio do que na soma dos demais (p=0,005). 

As outras dez espécies identificadas apresentaram frequência de isolamento total abaixo 

de 7% (Tabela 6). A diversidade de espécies por sítio foi avaliada e apresentou diferença 

estatística significativa (p=0,037). O sítio axilar apresentou 11 espécies das 12 encontradas 

(91,7%), indicando diversidade estatisticamente maior que o sítio nasal (41,6% - p=0,027). 

Porém, quando comparado ao sítio retal (9/12 – 75%), o sítio axilar foi considerado 

estatisticamente igual (p=0,590). Os sítios retal e nasal também foram considerados 

estatisticamente iguais quanto à diversidade de espécies isoladas (p=0,213). 

 

Tabela 6 – Distribuição de espécies e frequência de isolados (total e por sítio de coleta). 

*A recente diferenciação aprovada de S. schleiferi em duas espécies (S. coagulans e S. schleiferi) não foi 

considerada no presente trabalho. **Letras iguais nas linhas indicam que não houve diferença estatística. Letras 

diferentes indicam que houve diferença estatística ao nível de 5% (p<0,05 – Teste de Qui-quadrado). 

 

5.2.3.4 Resistência a antimicrobianos 

 

5.2.3.4.1 Resistência geral 

 

Dos 211 isolados, 158 (74,9%) foram resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos 

testados, 92 (43,6%) foram multirresistentes (Figura 9), e apenas 53 (25,1%) foram totalmente 

suscetíveis. Avaliando os cães que tinham isolados estafilocócicos, 45 (88,2%) tinham estirpes 

resistentes, 33 (64,7%) carreavam estirpes multirresistentes e 30 (39,2%) carreavam estirpes 

MRS. A relação de isolados resistentes a diferentes classes de antimicrobianos é descrita na 

tabela 7. 

Espécie Isolados totais Isolados nasais Isolados retais Isolados axilares 

SIG 151/211 (71,5%) 59/151 (39,1%) 57/151 (37,7%) 35/151 (23,2%) 

S. pseudintermedius 150/211 (71,1%) 59/150 (39,3%)d 57/150 (38,0%)d 34/150 (22,7%)e 

S. delphini Grupo A 1/211 (0,5%) 0/1 (0%) 0/1 (0%) 1/1 (100,0%) 

Não-SIG 60/211 (28,4%) 26/60 (43,3%) 15/60 (25,0%) 19/60 (31,7%) 

S. aureus 27/211 (12,8%) 19/27 (70,4%)f 2/27 (7,4%)g 6/27 (22,2%)g 

S. haemolyticus 13/211 (6,2%) 5/13 (38,5%) 4/13 (30,8%) 4/13 (30,8%) 

S. devriese 4/211 (1.9%) 0/4 (0%) 1/4 (25,0%) 3/4 (75,0%) 

S. felis 3/211 (1,4%) 0/3 (0%) 3/3 (100,0%) 0/3 (0%) 

S. epidermidis 3/211 (1,4%) 0/3 (0%) 1/3 (33,3%) 2/3 (66,7%) 

S. hominis 3/211 (1,4%) 1/3 (33,3%) 1/3 (33,3%) 1/3 (33,3%) 

S. simulans 3/211 (1,4%) 0/3 (0%) 2/3 (66,7%) 1/3 (33,3%) 

S. saprophyticus 2/211 (1,0%) 1/2 (50,0%) 0/2 (0%) 1/2 (50,0%) 

S. schleiferi 1/211 (0,5%) 0/1 (0%) 1/1 (100,0%) 0/1 (0%) 

S. equorum 1/211 (0,5%) 0/1 (0%) 0/1 (0%) 1/1 (100,0%) 

Total** 211 (100%) 85/211 (50,9%)a 72/211 (43,1%)ab 54/211 (32,3%)b 
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Tabela 7 - Frequência de isolados susceptíveis e resistentes a diferentes classes de 

antimicrobianos. 

Susceptibilidade a antimicrobianos Isolados % 

Susceptíveis 53 25,1 

Resistentes a 1 classe 36 17,1 

Resistentes a 2 classes 30 14,2 

Resistentes a 3 ou mais classes 92 43,6 

Total 211 100,0 

 

 

 

Figura 9 – Frequência (%) total de estafilococos resistentes a múltiplos antimicrobianos (MDR) e 

frequência (%) de isolados resistentes a 3 ou mais classes de antimicrobianos. 

 

Penicilina G (57,8%) foi o antimicrobiano com mais isolados resistentes (Tabela 8), 

sendo estatisticamente igual à tetraciclina (52,1%) (p=0,281), mas superior aos demais 

(p=0,008). A tabela 8 apresenta a frequência de resistência encontrada para todos os 

antimicrobianos testados. A maioria deles apresentou frequências de resistência entre 20 e 50%, 

sendo apenas cloranfenicol (7,6%) e nitrofurantoína (1,9%) abaixo deste intervalo.
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Tabela 8 - Resistência antimicrobiana entre os estafilococos isolados de cães internados na UTI do HV-UFMG em Belo Horizonte, Minas Gerais, 

entre agosto de 2018 e abril de 2019. 

*A recente diferenciação aprovada de S. schleiferi em duas espécies (S. coagulans e S. schleiferi) não foi considerada no presente trabalho. 

Espécie Isolados OXA/FOX PEN TET SXT ERI CLI RIF CIP GEN ENO CHL NIT MRS MDR 

SIG 
151 

(71,5%) 

38 

(18,0%) 

97 

(46,0%) 

88 

(41,7%) 

75 

(35,5%) 

52 

(24,6%) 

52 

(24,6%) 

44 

(20,8%) 

42 

(19,9%) 

42 

(19,9%) 

41 

(19,4%) 

13 

(6,2%) 

1 

(0,5%) 

38 

(18,0%) 

69 

(32,7%) 

S. 

pseudintermedius  

150 

(71,1%) 

38 

(18,0%) 

96 

(45,5%) 

87 

(41,2%) 

75 

(35,5%) 

52 

(24,6%) 

52 

(24,6%) 

44 

(20,8%) 

42 

(19,9%) 

42 

(19,9%) 

41 

(19,4%) 

13 

(6,2%) 

1 

(0,5%) 

38 

(18,0%) 

69 

(32,7%) 

S. delphini 

Grupo A 

1 

(0,5%%) 

0 

(0%) 

1 

(0,5%) 

1 

(0,5%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

Não-SIG 
60 

(28,4%) 

14 

(6,6%) 

25 

(11,8%) 

22 

(10,4%) 

19 

(9,0%) 

24 

(11,4%) 

22 

(10,4%) 

6 

(2,8%) 

15 

(7,1%) 

10 

(4,7%) 

15 

(7,1%) 

3 

(1,4%) 

3 

(1,4%) 

19 

(9,0%) 

23 

(10,9%) 

S. aureus 
27 

(12,8%) 

4 

(1,9%) 

11 

(5,2%) 

10 

(4,7%) 

7 

(3,3%) 

9 

(4,3%) 

8 

(3,8%) 

3 

(1,4%) 

6 

(2,8%) 

5 

(2,4%) 

6 

(2,8%) 

2 

(0,9%) 

2 

(0,9%) 

4 

(1,9%) 

8 

(3,8%) 

S. haemolyticus 
13 

(6,2%) 

2 

(0,9%) 

6 

(2,8%) 

5 

(2,4%) 

2 

(0,9%) 

6 

(2,8%) 

3 

(1,4%) 

1 

(0,5%) 

2 

(0,9%) 

1 

(0,5%) 

2 

(0,9%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

7 

(3,3%) 

3 

(1,4%) 

S. devriese 
4 

(1.9%) 

0 

(0%) 

2 

(0,9%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

2 

(0,9%) 

2 

(0,9%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

1 

(0,5%) 

2 

(0,9%) 

S. felis 
3 

(1,4%) 

3 

(1,4%) 

2 

(0,9%) 

2 

(0,9%) 

2 

(0,9%) 

2 

(0,9%) 

2 

(0,9%) 

1 

(0,5%) 

2 

(0,9%) 

2 

(0,9%) 

2 

(0,9%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

2 

(0,9%) 

3 

(1,4%) 

S. epidermidis 
3 

(1,4%) 

2 

(0,9%) 

0 

(0%) 

2 

(0,9%) 

3 

(1,4%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

2 

(0,9%) 

0 

(0%) 

2 

(0,9%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

1 

(0,5%) 

2 

(0,9%) 

S. hominis 
3 

(1,4%) 

1 

(0,5%) 

2 

(0,9%) 

1 

(0,5%) 

2 

(0,9%) 

3 

(1,4%) 

2 

(0,9%) 

1 

(0,5%) 

1 

(0,5%) 

1 

(0,5%) 

1 

(0,5%) 

1 

(0,5%) 

1 

(0,5%) 

2 

(0,9%) 

2 

(0,9%) 

S. simulans 
3 

(1,4%) 

1 

(0,5%) 

1 

(0,5%) 

1 

(0,5%) 

1 

(0,5%) 

1 

(0,5%) 

3 

(1,4%) 

0 

(0%) 

1 

(0,5%) 

0 

(0%) 

1 

(0,5%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

1 

(0,5%) 

2 

(0,9%) 

S. saprophyticus 
2 

(1,0%) 

1 

(0,5%) 

1 

(0,5%) 

1 

(0,5%) 

1 

(0,5%) 

1 

(0,5%) 

1 

(0,5%) 

0 

(0%) 

1 

(0,5%) 

1 

(0,5%) 

1 

(0,5%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

1 

(0,5%) 

1 

(0,5%) 

S. schleiferi* 
1 

(0,5%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

1 

(0,5%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

S. equorum 
1 

(0,5%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

1 

(0,5%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

Total 
211 

(100%) 

52c 

(24,6%) 

122f 

(57,8%) 

110ef  

(52,1%) 

94de 

(44,5%) 

76d  

(36,0%) 

74d  

(35,0%) 

50c  

(23,7%) 

57c  

(27,0%) 

52c  

(24,6%) 

56c 

(26,5%) 

16b  

(7,6%) 

4a 

(1,9%) 

57 

(27,0%) 

92 

(43,6%) 
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 5.2.3.4.2 Resistência à meticilina (MRS) 

 

Dos 211 isolados, 57 (27,0%) foram MRS (Tabela 8) e pertenciam a 20 (39,2%) dos 51 

cães que apresentaram isolamento estafilocócico (Tabela 9). Trinta e oito (18%) isolados MRSP 

foram obtidos de 11 cães (21,6%) e quatro MRSA (1,9%) foram obtidos de três cães (5,9%). A 

tabela 9 apresenta também as frequências de cães com estirpes MDR das espécies S. 

pseudintermedius e S. aureus. 

 

Tabela 9 - Frequência de Staphylococcus spp., S. pseudintermedius e S. aureus resistentes à 

meticilina (MRS) e resistentes a múltiplos antimicrobianos (MDR) em cães que apresentaram 

isolamento estafilocócico. 

 

 Isolado 
Cães (%) 

Estirpes MRS Estirpes MDR 

Staphylococcus spp. 20/51 (39,2%) 33/51 (64,7%) 

S. pseudintermedius 11/51 (21,6%%) 25/51 (49,0%) 

S. aureus 3/51 (5,9%) 6/51 (11,8%) 

 

 

5.2.3.4.3 Resistência genotípica (gene mecA) 

 

Das 57 estirpes MRS, 48 (84,2%) foram positivas para o gene mecA e nove (15,8%) 

foram fenotipicamente resistentes à cefoxitina. Os 48 (22,7%) isolados positivos para o gene 

mecA pertenciam a 17 (33,3%) cães. Cinco espécies diferentes apresentaram esse gene (tabela 

10), mas a frequência de S. pseudintermedius (79,2%) foi excessivamente maior, podendo, 

nesta condição, ter mecA pelo menos 22,2 vezes mais que as demais espécies (p<0,001). A 

frequência de MRSP também foi avaliada nos três sítios amostrados (nasal: 16/85 - 18,9%; 

retal: 15/72 - 20,83% e axilar: 7/54 - 13,0%) e todos foram considerados estatisticamente iguais 

(p=0,511). 

Quarenta das 48 (83,3%) estirpes MRS foram resistentes fenotipicamente à 

oxacilina/cefoxitina (teste preditor do gene mecA em estafilococos). Com exceção de MRSP, 

todas as quatro espécies restantes apresentaram fenótipos susceptíveis neste teste, gerando 

resultados incompatíveis com o teste genotípico (Tabela 10). Dentre os oito isolados, seis 
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(12,5%) foram susceptíveis a cefoxitina e penicilina e dois foram susceptíveis à cefoxitina e 

resistentes à penicilina. 

 

Tabela 10 – Total de isolados, frequência e espécies estafilocócicas que apresentaram o gene 

mecA. 

Espécie Total de Isolados e 

Frequência (%) 

mecA+ e susceptibilidade a 

CEF/OXA 

S. pseudintermedius 38/48 (79,2%) 0/38 (0%) 

S. haemolyticus 7/48 (14,6%) 5/7 (71,4%) 

S. hominis 1/48 (2,1%) 1/1 (100,0%) 

S. epidermidis 1/48 (2,1%) 1/1 (100,0%) 

S. devriesei 1/48 (2,1%) 1/1 (100,0%) 

Total 48/48 (100,0%) 8/48 (16,7%) 

 

 

5.2.3.4.4 Resistência fenotípica à meticilina (resistência à cefoxitina) 

 

Nove (4,3%) isolados de 7 (13,7%%) cães apresentaram perfil fenotípico condizente 

com MRS (resistência à cefoxitina, penicilina e, no mínimo, mais duas classes diferentes de 

antimicrobianos), mesmo não sendo positivos para o gene mecA. Cinco espécies diferentes 

foram encontradas (Tabela 11), entre elas MRSA, porém, diferença estatística não foi observada 

entre suas frequências (p=0,2925).  

 

Tabela 11 – Espécies estafilocócicas e total de isolados que apresentaram perfil fenotípico de 

resistência à meticilina (MRS). 

Espécie Frequência (%) 

S. aureus 4/9 (44,4%) 

S. felis 2/9 (14,6%) 

S. hominis 1/9 (11,1%) 

S. simulans 1/9 (11,1%) 

S. saprophyticus 1/9 (11,1%) 

Total 9/48 (100,0%) 
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5.2.3.5 Dinâmica de colonização de estirpes MRSP nos cães internados na UTI do HV-

UFMG 

 

Quando avaliada a dinâmica de isolamento durante os dias de internação (Tabela 5), foi 

observada uma relação linear significativa entre os dias e a proporção de isolados MRSP (p-

valor = 0,001, R² = 0,733) em que, para cada dia de internação, observou-se um crescimento de 

9,142% de isolados nesta proporção (Figura 10a). Quando avaliada por animal, essa relação 

também foi significativa (p-valor = 0,003, R² = 0,656), em que, para cada dia de internação, foi 

observado um crescimento de 9,748% de cães positivos para MRSP nesta proporção (Figura 

10b). 

 

Figura 10 – Relação entre o dia de internação e a proporção de estirpes MRSP (a); Relação entre o dia 

de internação e a proporção de cães positivos para estirpes MRSP. 
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Algumas análises sobre a influência de estirpes MRSP no tempo de internação dos 

animais também foram realizadas. Não foi encontrada diferença no tempo de internação entre 

cães que são MSSP e MRSP já no primeiro dia de internação, assim como em cães que 

adquiriram MRSP após o segundo dia de internação. No entanto, a análise de estirpes MRSP 

resistentes a diferentes classes de antimicrobianos apresentou diferença estatística (Figura 11). 

Cães com estirpes MRSP resistentes a 9 classes de antimicrobianos (19 delas com perfil 

idêntico, conforme descrito na Tabela 12) ficaram internados, em média, 6,4 dias, enquanto a 

média geral de todos os cães com outras estirpes MRSP foi 2,4 dias (p = 0,009). 

 

 

Figura 11 – Comparação do tempo médio de dias de internação entre cães com estirpes MRSP 

resistentes a nove classes de antimicrobianos e cães com outras estirpes MRSP. * Diferença estatística 

significativa (p = 0,009). 

 

Alguns perfis de resistência de estirpes MRSP foram observados repetidas vezes durante 

o período do experimento. Dos 38 isolados MRSP, sete (18,4%), obtidos todos do mesmo cão 

(32), apresentaram o mesmo perfil de resistência a dez classes de antimicrobianos (perfil 4 - 

tabela 12), sendo estes isolados os únicos que apresentaram resistência à cloranfenicol. 

Dezenove isolados (50,0%) foram resistentes a nove classes diferentes de 

antimicrobianos, sendo que 18 deles apresentaram perfis idênticos de resistência (perfil 2 - 

tabela 12) e foram recuperados de seis animais diferentes que foram internados na UTI entre os 

dias 13 e 263 (tabela 12). O animal 5 foi o primeiro a apresentar um MRSP com este perfil de 

resistência já no primeiro dia de internação (dia 13). O mesmo tinha histórico de uso prévio de 

antimicrobianos e apresentou, também no primeiro dia, outra estirpe MRSP com perfil 
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resistente a 7 classes (perfil 3 - tabela 12), idêntico ao perfil de resistência registrado 

posteriormente em um MRSP isolado do animal 10 no dia 34. O perfil 2 também foi encontrado 

nos animais 16 (MRSP - do 4° ao 6° dias de internação – dias 48 a 50), 53 (MRSP - 6° e 9° dias 

de internação – dias 236 e 239), 54 (MRSP - 3° e 4° dias de internação – dias 234 e 235) e 57 

(MRSP - 1°, 2° e 4° dias de internação - dias 260, 261 e 263). 

O animal 53 também apresentou outro MRSP com perfil de resistência diferente (perfil 

7 - Tabela 12) no 3°, 5° e 10° dia de internação (dias 233, 235 e 240, respectivamente). Este 

animal foi aquele que ficou mais tempo internado (10 dias). Ele chegou à UTI sem isolamento 

de MRSP e parece ter adquirido estas estirpes a partir do 3° dia de internação (dia 233). 

O animal 55 apresentou MRSP no 1° e 2° dias de internação (dias 246 e 247, 

respectivamente) com perfil diferente dos demais já isolados (perfil 8) que não foi encontrado 

posteriormente em outros animais.  

Todos os animais acima citados portadores de MRSP usaram antimicrobianos durante a 

internação (Tabela 12), incluindo beta-lactâmicos. Três deles também fizeram uso prévio de 

antimicrobianos, sendo que dos outros três não foi possível recuperar esta informação.  
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Tabela 12 – Dia de internação, dia real do experimento, uso prévio de antimicrobianos e perfis 

de resistência dos isolados MRSP recuperados de cães internados na UTI do HV-UFMG entre 

agosto de 2018 e abril de 2019.  

Animal 
Isolados 

MRSP 

Dia 

UTI* 

Dia 

real** 

ATB 

UTI 
Perfil de resistência fenotípica 

Perfil de 

resistência 

1 S1.3N 3 3 Não OXA-RIF-PEN-TET 1 

5 

S5.1N 1 13 Sim 
OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-RIF-PEN-CIP-TET-

GEN 
2 

S5.1R 1 13 Sim OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-PEN-CIP-GEN 3 

S5.2N 2 14 Sim 
OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-RIF-PEN-CIP-TET-

GEN 
2 

10 S10.1R 1 34 Sim OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-PEN-CIP-GEN 3 

16 

S16.4R 4 48 Sim 

OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-RIF-PEN-CIP-TET-

GEN 
2 

S16.4A 4 48 Sim 

S16.5R 5 49 Sim 

S16.6N 6 50 Sim 

S16.6R 6 50 Sim 

32 

S32.1N 1 188 Não OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-RIF-PEN-CLO-CIP-

TET-GEN 
4 

S32.1R 1 188 Não 

S32.2N 2 189 Não 
OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-PEN-CLO-CIP-TET-

GEN 
5 

S32.2R 2 189 Não 

OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-RIF-PEN-CLO-CIP-

TET-GEN 
4 

S32.3N 3 190 Não 

S32.3R 3 190 Não 

S32.4N 4 191 Não 

S32.4R 4 191 Não 

50 

S50.1N 1 228 Não 

OXA-ERI-CLI-SUT-PEN-TET 6 S50.1R 1 228 Não 

S50.1A 1 228 Não 

53 

S53.3N 3 233 Sim 
OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-RIF-PEN-CIP-GEN 7 

S53.5A 5 235 Sim 

S53.6R 6 236 Sim OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-RIF-PEN-CIP-TET-

GEN 
2 

S53.9N 9 239 Sim 

S53.10N 10 240 Sim OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-RIF-PEN-CIP-GEN 7 

54 

S54.3N 3 234 Sim 

OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-RIF-PEN-CIP-TET-

GEN 
2 

S54.4N 4 235 Sim 

S54.4R 4 235 Sim 

S54.4A 4 235 Sim 

55 
S55.1R 1 246 Sim 

OXA-ERI-CLI-SUT-RIF-PEN-TET-GEN 8 
S55.2A 2 247 Sim 

57 

S57.1A 1 260 Sim 

OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-RIF-PEN-CIP-TET-

GEN 
2 

S57.2N 2 261 Sim 

S57.4N 4 263 Sim 

S57.4R 4 263 Sim 

S57.4A 4 263 Sim 

59 S59.1R 1 261 Sim OXA-ERI-CLI-SUT-RIF-PEN-TET 9 
A: axilar; N: nasal; R: retal  

*Dia UTI: Dia de internação do animal.  

** Dia real: Dia do experimento, considerando o total de 264 dias. 
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5.2.3.6 Preditores para MRSP em cães internados na UTI do HV-UFMG 

 

Alguns dados clínicos foram avaliados como possíveis fatores de risco para aquisição 

de estirpes MRSP na UTI do HV-UFMG. A Tabela 14 apresenta todas as variáveis que foram 

avaliadas. A frequência de isolados MRSP foi estatisticamente maior em cadelas (p<0,001; 

OR=7,31), cães idosos (p = 0,016; OR = 2,64) e em cães que fizeram uso prévio de 

antimicrobianos (p = 0,017; OR = 2,53). 

 

Tabela 13 - Variáveis avaliadas como possíveis fatores de risco para aquisição de MRSP na 

UTI do HV-UFMG entre agosto de 2018 e abril de 2019. 

Variável Isolados MRSP p-valor OR 

Sexo    

Machos 4/84 (5%) 
< 0,001 7,31 

Fêmeas 34/127 (27%) 

Porte        

Pequeno (P) 14/79 (18%) 
PxM = 0,522; PxG = 0,656; MxG 

= 0,180 
NA Médio (M) 14/60 (23%) 

Grande (G) 10/72 (14%) 

Idade       

Jovem (≤ 12 meses) (J) 4/24 (17%) 

(J+A) x I = 0,016 2,64 Adulto (> 12 e ≥ 84 meses) (A) 7/56 (13%) 

Idoso (> 84 meses) (I) 27/91 (30%) 

Convívio com outros animais       

Sim  31/119 (26%) 
0,272 NA 

Não 6/37 (16%) 

Comorbidade       

Sim  22/123 (18%) 
1,0 NA 

Não 16/88 (18%) 

Uso prévio de antimicrobianos       

Sim  24/74 (32%) 
0,017 2,53 

Não 11/69 (16%) 

Uso de antimicrobianos durante a 

internação 
      

Sim  26/155 (17%) 
0,425 NA 

Não 12/56 (21%) 

Uso de beta-lactâmicos durante a 

internação 
      

Sim  26/129 (20%) 
0,706 NA 

Não 12/71 (17%) 

Óbito       

Sim  1/20 (5%) 
0,135 NA 

Não 37/191 (19%) 
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5.2.4 DISCUSSÃO 

 

Durante aproximadamente nove meses de estudo, 82% dos cães admitidos na UTI do HV-

UFMG estavam colonizados por S. pseudintermedius e 15,6% por MRSP. A ocorrência de S. 

pseudintermedius encontrada nos cães deste estudo condiz com os dados da literatura que 

variam de 40% a até mais de 90%, reafirmando a predileção dessa espécie pelo hospedeiro 

canino (Sasaki et al., 2007; Bannoehr e Guardabassi, 2012; Fungwithaya et al., 2017; Smith et 

al., 2020). Para MRSP, a frequência tem variado de 0 a 4,6% em cães saudáveis, seja na 

comunidade, ou em atendimentos em hospitais veterinários (Weese e Duijkeren, 2010; Gómez-

Sanz et al., 2011; Kjellman et al., 2015). Para cães admitidos em UTI, apenas o estudo de Cocca 

et al. (2021), até o momento, relatou a frequência de 16,4% de MRSP neste local, um valor 

muito próximo do encontrado neste estudo e superior àquele encontrado em outros ambientes, 

o que realça a UTI como um recinto altamente propício para seleção e isolamento de estirpes 

multirresistentes a antimicrobianos, como MRSP. 

Considerando o total de 501 amostras coletadas durante os diferentes dias de internação na 

UTI do HV-UFMG, 42,1% de isolados de Staphylococcus spp. foram obtidos, e destes, 71% 

foram identificados como S. pseudintermedius. Este agente foi recuperado de 45 (88,2%) dos 

51 cães que obtiveram isolamento estafilocócico, tendo, ao menos, seis vezes mais chances de 

ser isolado que qualquer outra espécie identificada neste estudo (p<0,001). De fato, cães são 

conhecidos como hospedeiros naturais dessa espécie, sendo comum encontrá-la em diversas 

mucosas desses animais (Griffeth et al., 2008; Bannoehr e Guardabassi, 2012; Paul et al., 2012). 

O presente estudo sugeriu, ainda, que a amostragem dos sítios nasal e retal apresentam maior 

probabilidade de isolamento que o sítio axilar, o que também é similar ao que é sugerido em 

trabalhos anteriores (Griffeth et al., 2008; Bannoehr e Guardabassi, 2012; Paul et al., 2012). Da 

mesma forma, a detecção de S. aureus também foi superior no sítio nasal, apresentando 5,6 

vezes mais chances de isolamento neste sítio do que na soma dos demais (p=0,005). Juntos, 

esses resultados sugerem que os sítios nasal e retal são de grande relevância para estudos sobre 

a dinâmica de colonização por S. pseudintermedius e S. aureus em cães (Griffeth et al., 2008; 

Weese e Duijkeren, 2010; Bannoehr e Guardabassi, 2012; Paul et al., 2012).  

Ao avaliar a diversidade de espécies por sítio de coleta, o sítio axilar apresentou onze das 

doze espécies estafilocócicas isoladas, sendo estatisticamente maior que o número observado 

para o sítio nasal. Essa maior diversidade pode estar relacionada à contaminação da axila pelo 
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contato com o ambiente externo e, principalmente, pela manipulação do animal, que na grande 

maioria das vezes ocorre por este local (Perkins et al., 2020). Somado a isso, a grande maioria 

das espécies encontradas são comumente relatadas como colonizadoras de seres humanos 

(Becker et al., 2014), o que reforça a hipótese de contaminação e demonstra que o sítio axilar, 

além do baixo índice de isolamento, não é confiável para estudos de colonização. 

Três em cada quatro isolados foram resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos 

testados e quase metade foram MDR, incluindo 27% de isolados MRS. No estudo realizado por 

Cocca et al. (2021), a taxa de estafilococos MDR foi um pouco superior (58,2%), mas também 

muito próxima à observada neste estudo. A alta taxa de resistência a antimicrobianos 

identificada, inclusive, em estirpes MRS e MDR, era esperada, uma vez que UTIs são ambientes 

com amplo uso de antimicrobianos, o que é muito apropriado para seleção de microrganismos 

multirresistentes (Nienhoff et al., 2011a; Shoen et al., 2019).  

Dentre todos os isolados MRS, 18% foram identificados como MRSP, tanto pela presença 

do gene mecA, quanto pela resistência à oxacilina, corroborando com as diretrizes do CLSI 

(2021).  Já para MRSA (1,9%), apesar do resultado negativo para o gene mecA, as quatro 

estirpes apresentaram resistência à cefoxitina, penicilina e, no mínimo, mais duas classes 

diferentes de antimicrobianos, sendo designadas como amostras fenotipicamente resistentes à 

meticilina (CLSI, 2021). Neste contexto, é importante salientar que apesar de não ter sido 

detectado o gene mecA nestas estirpes, é bem provável que outro determinante de resistência 

da família deste gene esteja envolvido, como por exemplo, o gene mecC, já identificado em 

amostras MRSA de bovinos aqui no Brasil (Silva et al., 2021). No mais, além da preocupação 

com MRSP, a possível circulação de MRSA na UTI do HV-UFMG é extremamente alarmante, 

visto as graves implicações que este patógeno representa para os seres humanos (Shoen et al., 

2019; Silva et al., 2020). 

Alguns perfis de resistência de estirpes MRSP foram observados repetidas vezes ao longo 

dos 264 dias de experimento (Tabela 12). Seis diferentes perfis de resistência a antimicrobianos 

que se repetiram pelo menos uma vez no mesmo animal ou em animais diferentes foram 

observados (perfis 2, 3, 4, 6, 7 e 8). Dois deles (perfis 2 e 3) foram observados em dias diferentes 

e em animais diferentes. Curiosamente, os dois perfis foram verificados pela primeira vez no 

estudo no dia 13 e eram carreados pelo mesmo animal (5), sendo o perfil 2 isolado da narina e 

o 3 isolado do reto. O perfil 3 foi observado mais uma vez no dia 34, também no isolado retal 

de outro animal (10). Já o perfil 2 foi observado no isolado nasal do mesmo animal (5) no 
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segundo dia de internação (dia 14), e em mais cinco animais, sendo quatro deles após o terceiro 

dia de internação e um no primeiro dia de internação. Essas repetições tiveram início no 13º do 

estudo e foram observadas até o 263° dia de estudo. A aparição do perfil 2 durante todo o 

estudo, na maioria das vezes após o terceiro dia de internação, traz o questionamento se não se 

trata de uma estirpe MRSP clonal que poderia estar sendo transmitida dentro da UTI do HV-

UFMG. Alguns animais coabitaram a UTI durante a verificação desse perfil (Tabela 12), o que 

poderia indicar a transmissão entre pacientes. Porém, a perpetuação durante todo o estudo, gera 

a suspeita se esta estirpe estaria sendo compartilhada através de outros meios, como fômites, 

equipamentos e funcionários, como já descrito em ambientes hospitalares em outros trabalhos 

(Grönthal et al., 2014; Shoen et al., 2019; Cuny et al., 2022). Em um estudo recente, realizado 

por este mesmo grupo, abrangendo o mesmo período (2017-2020), estirpes MRSP do complexo 

clonal CC71 foram detectadas em cães com diferentes quadros infecciosos atendidos no HV-

UFMG (Viegas et al., 2022). Curiosamente, as estirpes identificadas tinham o mesmo perfil de 

resistência que foi observado nos cães da UTI durante todo este estudo, incluindo resistência a 

fluoroquinolonas – classe que está associada à disseminação bem-sucedida de linhagens MRSP 

MDR, incluindo MRSP CC 71 (McCarthy et al., 2015; Viegas et al., 2022). No trabalho em 

questão, Viegas et al. (2022) afirma que a maioria das estirpes CC71 foram isoladas de 

infecções de sítios cirúrgicos provenientes do HV-UFMG e sugere que uma possível 

transmissão nosocomial possa estar ocorrendo. Frente à semelhança entre os perfis de 

resistência, à aquisição tardia de MRSP com o perfil 2, às repetidas aparições durante todo o 

estudo e ao fato de que clones de MRSP foram identificados no mesmo período de realização 

deste estudo no HV-UFMG, é altamente possível que os perfis de resistência idênticos 

encontrados na UTI sejam clones MRSP, e que transmissão nosocomial esteja ocorrendo neste 

ambiente (Grönthal et al., 2014). Porém, a caracterização molecular destas estirpes é necessária 

para a comprovação desta hipótese.  

Algumas análises foram feitas para avaliar a dinâmica de isolamento das estirpes MRSP 

na UTI do HV-UFMG (Tabela 5). Neste estudo, foi observada uma relação linear significativa 

entre os dias de internação e a proporção de isolados MRSP em que, para cada dia de internação, 

observou-se um crescimento de 9,142% de isolados nesta proporção (Figura 10a). Para cães, a 

relação foi a mesma, em que, para cada dia de internação, observou-se um crescimento de 

9,748% de cães positivos para MRSP nesta proporção (Figura 10b). A perpetuação de estirpes 

MRSP ao longo dos dias de internação na UTI do HV-UFMG é justificável, pois os perfis de 
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resistência detectados são resistentes a praticamente todos os antimicrobianos utilizados na 

rotina veterinária. Dessa forma, a estirpe não é combatida e se perpetua ao longo dos dias de 

internação. (Viegas et al., 2022).  

Outra relação avaliada foi se cães com estirpes MRSP resistentes a diferentes classes de 

antimicrobianos poderiam influenciar no tempo de internação dos animais. Nesta análise, foi 

observado que cães com estirpes MRSP pertencentes ao perfil 2 (Tabela 12) ficaram internados, 

em média, 6,4 dias, enquanto a média geral de todos os cães com outras estirpes MRSP foi 2,4 

dias (p = 0,09). A predominância deste perfil nesta relação pode ser mais uma evidência de que 

se trata de estirpes clonais de dispersão bem-sucedida (Viegas et al., 2022). A caracterização 

destas estirpes é necessária para responder a estes questionamentos que, caso sejam 

confirmados, necessitam de um plano de controle para combater a transmissão e disseminação 

dessas bactérias, não apenas na UTI, mas em todo o ambiente do HV-UFMG (Figura 11). 

Neste estudo também foram avaliadas variáveis que possivelmente seriam fatores de 

risco para a aquisição de estirpes MRSP na UTI do HV-UFMG. Neste ínterim, fêmeas, cães 

idosos (<7 anos) e uso prévio de antimicrobianos foram detectados como fatores de risco para 

aquisição de MRSP na UTI. O uso prévio de antimicrobianos é um fator de risco 

frequentemente detectado em estudos com estirpes MRSP realizados em ambientes hospitalares 

(Walther et al., 2017; Shoen et al., 2019), sendo também identificado recentemente por Viegas 

et al. (2022) no HV-UFMG em atendimentos clínicos de cães infectados por Staphylococcus 

spp. A maior probabilidade de colonização em cães idosos não foi descrita anteriormente como 

fator de risco para aquisição de MRSP, mas algumas circunstâncias poderiam justificar esse 

achado, como a maior propensão destes indivíduos à imunossupressão e, consequentemente, à 

predisposição a doenças, assim como à maior ocorrência de terapias recorrentes e internações 

hospitalares (Pereira et al., 2019). Em relação a ser fêmea, nenhum outro estudo identificou esta 

variável como fator de risco. É possível que fêmeas sejam mais susceptíveis que machos por 

questões fisiológicas relacionadas às fases do ciclo estral, uma vez que na fase progesterônica, 

assim como nas gestações, as fêmeas são mais suscetíveis à infecção/colonização por 

microrganismos devido à redução da atividade leucocitária e consequente imunossupressão 

(Feldman e Nelson, 2003). 

Este foi o primeiro estudo a avaliar a frequência, resistência antimicrobiana e dinâmica 

de colonização de estirpes MRSP em cães internados em UTI no Brasil. Os achados descrevem 

altas taxas de Staphylococcus spp. MDR e sugere que clones podem estar circulando e sendo 
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transmitidos neste ambiente. Caracterização molecular das estirpes encontradas é necessária 

para confirmação das hipóteses levantadas, para que, caso sejam confirmadas, um plano de 

controle de infecção e monitoramento seja implementado para combater a disseminação da 

resistência a antimicrobianos na UTI do HV-UFMG. 
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6. CAPÍTULO 2: Diversidade e resistência a antimicrobianos em Staphylococcus spp. de 

animais silvestres de diferentes origens 

 

RESUMO 

 

Sabe-se que animais silvestres, sobretudo sinantrópicos, podem atuar como vetores de 

microrganismos causadores de infecção em seres humanos, incluindo bactérias do gênero 

Staphylococcus. Em adição, cada vez mais têm-se discutido o papel de animais silvestres como 

reservatórios de microrganismos multirresistentes a antimicrobianos, outro ponto de grande 

relevância para saúde pública. No presente trabalho, a colonização por Staphylococcus spp. e a 

resistência a antimicrobianos dos isolados foi investigada em columbiformes, roedores, 

marsupiais, répteis (jabutis) e carnívoros silvestres. Amostras desses animais foram plaqueadas 

em ágar manitol salgado para isolamento de estafilococos e a identificação de espécies foi 

realizada utilizando MALDI-TOF MS, PCR do gene nuc e sequenciamento dos genes 16S rRNA 

e rpoB, quando necessário. A susceptibilidade antimicrobiana foi avaliada pelo método de 

disco-difusão em ágar, e a presença do gene mecA foi investigada por PCR para detectar a 

resistência à meticilina. S. xylosus, S. sciuri e S. saprophyticus foram as espécies mais 

encontradas em clumbiformes, jabutis e roedores, respectivamente. Uma alta frequência de 

espécies de Staphylococcus do grupo S. intermedius (SIG) foram encontrados em quatis (S. 

delphini) e lobos-guarás (S. pseudintermedius). Com exceção dos jabutis, isolados de 

Staphylococcus spp. multirresistentes (MDR) foram encontrados em todas as espécies 

trabalhadas, variando de 4,7% em carnívoros a 10,8% em roedores. O presente trabalho revelou 

a presença de Staphylococcus spp. comumente envolvidos em quadros de infecção em seres 

humanos em diversas espécies, sobretudo em roedores. Dois novos hospedeiros naturais do SIG 

foram encontrados, o que pode ajudar a elucidar a epidemiologia desse grupo de grande 

relevância. Já a detecção de estirpes multirresistentes enfatiza o papel de diferentes espécies 

silvestres como reservatórios de genes de resistência a antimicrobianos. 

 

Palavras-chave: multirresistência a antimicrobianos; roedores; pombos; carnívoros; répteis 
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6.1 INTRODUÇÃO 

 

O crescimento da resistência a antimicrobianos (RAM), uma séria ameaça à saúde 

humana e animal, é comumente associado ao uso indevido ou inadequado de antimicrobianos. 

No entanto, um aumento significativo de relatos de RAM em bactérias isoladas de ambientes e 

animais não expostos a estes agentes tem sido observado, sendo a transferência horizontal de 

genes apontada como uma explicação para este fenômeno (Laborda et al., 2022). Neste 

contexto, os estafilococos são conhecidos como excelentes portadores e transmissores de genes 

de resistência (Otto, 2013; Becker et al., 2014),  que podem, também, causar uma grande 

variedade de infecções oportunistas em seres humanos e animais (Wieler et al., 2011; Walther 

et al., 2017; Heilmann et al., 2019). Porém, pouco se sabe sobre a colonização e perfil de 

resistência a antimicrobianos destas bactérias em grande parte dos animais, principalmente, nos 

animais silvestres que, atualmente, estão cada vez mais inseridos nos ambientes urbanos.  

Nas últimas décadas, ambientes urbanos ao redor do mundo têm apresentado um 

crescimento exponencial das populações de animais sinantrópicos, tais como pombos e 

roedores, já conhecidos por transportar e transmitir uma ampla gama de patógenos zoonóticos 

(Tarsitano et al., 2010; Perez-Sancho et al., 2020). Diante disso, é notório que o contato próximo 

com estes animais e suas fezes representa um risco para aqueles que frequentam e compartilham 

do mesmo ambiente (Rocha-e-Silva et al., 2014; Matias et al., 2018). Atualmente, este é o 

cenário para seres humanos e animais presentes em algumas áreas urbanas de Belo Horizonte, 

como o Hospital Veterinário da UFMG (HV-UFMG), no qual a quantidade de pombos da 

espécie Columbia livia tem aumentado acentuadamente nos últimos anos, e os parques 

municipais, onde uma alta densidade de espécies de roedores interagem direta e indiretamente 

com a população (Spinelli et al., 2010; Silva et al., 2014; Torres-Mejía et al., 2018). Apesar da 

grande relevância, estudos sobre estafilococos e RAM nestas espécies são limitados 

(Himsworth et al., 2014; Ge et al., 2019), pois a maioria deles é direcionada à investigação em 

seres humanos e animais domésticos. Porém, em geral, sabe-se que os sinantrópicos podem 

atuar como reservatórios para bactérias resistentes a antimicrobianos, transmitindo e 

disseminando estes microrganismos por diferentes rotas, incluindo fezes e urina (Jahan et al., 

2020). 

Em adição a espécies sinantrópicas, sabe-se que espécies com hábitos generalistas, tais 

como marsupiais e quatis, são também relevantes nesta cadeia, pois são encontrados próximos 
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uns dos outros e em alta densidade na maioria dos centros urbanos (Spinelli et al., 2010; Silva 

et al., 2014; Torres-Mejía et al., 2018). Os quatis (Nasua nasua) são procionídeos com hábitos 

generalistas, da ordem Carnivora, e estão amplamente distribuídos no continente sul-americano. 

Estes animais são facilmente vistos em pequenas áreas florestais, inclusive no Parque Municipal 

das Mangabeiras, também localizado em Belo Horizonte, Minas Gerais (Beisiegel, 2001; 

Spinelli et al., 2010). Este parque é cercado por uma área urbana e, com densidade maior do 

que a registrada em ambientes naturais (Hemetrio, 2011), os quatis são comumente vistos 

alimentando-se das lixeiras do local, assim como emcasas e estabelecimentos comerciais 

próximos. Devido à visível pressão antrópica e ao amplo potencial destes animais como 

transmissores de doenças infecciosas para a comunidade, alguns estudos com diferentes 

patógenos já foram realizados (Silva et al., 2014; Silva et al., 2016; Costa et al., 2018; Almeida 

et al., 2020; Estevam et al., 2020). Entretanto, Staphylococcus spp., um gênero de grande 

importância para a saúde humana e veterinária, ainda não foi avaliado. 

Em contraste com os sinatrópicos e os quatis, os carnívoros silvestres estão sob crescente 

ameaça de redução de populações (Chiarello et al., 2008). De acordo com a Lista Vermelha de 

Espécies Ameaçadas da IUCN (International Union for Conservation of Nature), o lobo-guará 

(Chrysocyon brachyurus) e a onça-pintada (Panthera onca) são atualmente classificadas como 

espécies quase ameaçadas, enquanto outras, como o leão (Panthera leo), já são consideradas 

vulneráveis (Paula et al., 2015; Bauer et al., 2016; Quigley et al., 2017). Esta situação acaba 

levando à reprodução de espécimes destas espécies em cativeiro, tais como parques e 

zoológicos, aumentando ainda mais o contato com seres humanos e, consequentemente, a 

possibilidade de transmissão mútua de microrganismos zoonóticos e, até mesmo, resistentes a 

antimicrobianos, como Staphylococcus spp. (Feßler et al., 2018). Apesar disso, pouco se sabe 

sobre a epidemiologia desta bactéria na maioria das espécies de felídeos e canideos silvestres, 

sendo a literatura limitada a poucos relatos de casos clínicos (Jee et al., 2007; Esson et al., 2019; 

Yang et al., 2022).  

Nas últimas décadas, houve ainda um aumento global na adoção de répteis como 

animais de companhia. De acordo com dados do último censo, o Brasil tem a nona maior 

população de répteis do mundo (IBGE, 2013). Esses pets não convencionais, especialmente 

jabutis e cágados, ganharam popularidade devido à sua aparência e natureza agradável (Hossain 

et al., 2020). Apesar desta crescente popularidade, estudos têm demonstrado que estes animais 

representam uma ameaça potencial à saúde pública (CDC, 2019; Ramos et al., 2019). Répteis 
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podem atuar como reservatórios e disseminadores potenciais de microrganismos patogênicos, 

incluindo Salmonella spp., E. coli patogênica, e Leptospira spp., e podem, também, contribuir 

para a disseminação de genes de resistência a antimicrobianos (Ebani, 2017; Ramos et al., 

2019). Apesar disso, são raros os estudos sobre estafilococos isolados de répteis saudáveis e a 

maioria destes não avaliou a resistência a antimicrobianos dos isolados (Taddei et al., 2010; Di 

Ianni et al., 2015; Oriá et al., 2015; Cardoso-Brito et al., 2019).  

É evidente e preocupante a limitação de estudos sobre colonização e perfil de resistência 

a antimicrobianos de estafilococos na vida selvagem, uma vez que estes animais estão cada vez 

mais inseridos nos ambientes urbanos e submetidos, direta ou indiretamente, à atividade 

antrópica. Conhecer as diferentes espécies de estafilococos que os colonizam, assim como a 

carga de resistência que carreiam, pode levar ao entendimento do potencial risco que 

representam para a comunidade e à provisão de medidas de controle e prevenção, caso seja 

necessário. Afinal, grande parte dos estafilococos já foi relatada em infecções oportunistas, 

muitas vezes multirresistentes, na saúde humana e animal. Assim, com o intuito de ampliar os 

conhecimentos acerca da diversidade e resistência a antimicrobianos de Staphylococcus spp. 

em animais silvestres, o presente estudo teve como objetivo avaliar a frequência, distribuição e 

padrão de resistência a antimicrobianos de espécies estafilocócicas isoladas de pombos, 

roedores, quatis, felídeos, canídeos e jabutis de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. 

 

6.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

6.2.1 Amostras 

 

6.2.1.1 Amostras de pombos (Columbia livia) 

 

Este estudo foi realizado no HV-UFMG, um hospital que recebe cerca de 35.000 

animais por ano, incluindo cães, gatos, equinos, gado e espécies selvagens. Embora esteja 

situado em Belo Horizonte, está localizado dentro da universidade e cercado por uma grande 

área de vegetação natural (Figura 12). O estudo foi motivado pelo aumento da população de 

pombos nos últimos anos nos arredores do HV-UFMG, levantando a necessidade de entender 

melhor os riscos associados a estes animais. Ao invés de suabes, fezes foram escolhidas como 

material para isolamento devido à grande quantidade de excretas a que todos estão 
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constantemente expostos neste ambiente. Após três campanhas de captura (janeiro/2019, 

julho/2019 e janeiro/2020), um total de 47 pombos (Columba livia) foram amostrados. Os 

animais foram capturados por redes durante as primeiras manhãs, no local de alimentação dos 

grandes animais. Após a contenção física, eles receberam anéis coloridos para fins de 

identificação e monitoramento, e aspectos relativos à sua saúde foram avaliados por um 

veterinário experiente. Os pombos foram deixados em repouso entre a captura e a manipulação, 

onde fezes frescas foram coletadas das gaiolas individuais imediatamente após a queda, e 

transferidas para microtubos estéreis. As gaiolas foram limpas com água e sabão, desinfetadas 

com hipoclorito de sódio a 2,5% e também tiveram a cobertura plástica descartável do piso 

trocada para cada animal, para evitar contaminação. Todas as amostras foram armazenadas em 

uma caixa de transporte com gelo e enviadas dentro de duas horas para o Laboratório de 

Bacterioses e Pesquisa da Escola de Veterinária da UFMG, para processamento imediato. Este 

estudo foi aprovado pela CEUA da UFMG sob o protocolo 361/2018 e pelo Instituto Chico 

Mendes de Conservação da Biodiversidade (ICMBio) sob o protocolo 66535-2. 

 

Figura 12 - Mapeamento do HV-UFMG na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. A. Mapa 

de Belo Horizonte com a localização da escola veterinária da UFMG. B. Mapa do Brasil com a 

localização do estado de Minas Gerais. C. Mapa do estado de Minas Gerais com a localização de Belo 

Horizonte. 
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6.2.1.2 Amostras de roedores e marsupiais de vida livre 

 

A captura foi realizada em dois parques urbanos em Belo Horizonte, Minas Gerais, 

Brasil. O Parque 1, chamado "Parque Municipal Jacques Cousteau" (19°58ʹ S e 43°59ʹ O), 

possui uma área total de 335 mil metros quadrados. O Parque 2, "Parque Municipal das 

Mangabeiras" (19°56ʹ S e 43°54ʹ O), tem uma área total de 2,4 milhões de metros quadrados 

(Figura 13). Estes parques servem como centros de recreação e áreas de lazer para a população 

e, geralmente, recebem um grande número de visitantes todos os dias ao longo do ano. O Parque 

1 está localizado completamente dentro da cidade. O espaço funcionou como um aterro para 

Belo Horizonte durante vinte anos (1951-1971), e depois foi transformado em um parque e 

jardim hortícola para a produção de mudas de árvores e plantas utilizadas para paisagismo. O 

local possui nascentes e cursos de água perenes que são impactados pelos efluentes de esgoto 

da cidade (Parque Municipal Jacques Cousteau, 2019). O Parque 2 é considerado um dos 

maiores parques urbanos do Brasil, com, aproximadamente, vinte mil visitantes por mês. Está 

localizado em uma área urbana em contato com alguns bairros, mas é cercado por vegetação 

nativa e outras áreas de preservação ambiental. Possui nascentes de água ao redor e em todo o 

seu percurso, mas os cursos não são impactados por águas residuais (Parque Municipal das 

Mangabeiras, 2020). 
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Figura 13 - Mapeamento dos parques 1 e 2 localizados na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, 

Brasil. A. Mapa do Brasil com a localização do estado de Minas Gerais. B. Mapa do estado de Minas 

Gerais com a localização de Belo Horizonte. C1. Parque Municipal Jacques Cousteau (parque 1). C2. 

Parque Municipal de Mangabeiras (parque 2). Os pontos amarelos e azuis representam os locais onde 

os animais foram capturados nos transectos 1 e 2, respectivamente.  

 

Um total de 159 animais de vida livre, incluindo 136 roedores e 23 marsupiais, foram 

amostrados entre abril de 2018 e março de 2019 (Tabela 16). Assim como para os pombos, 

fezes foram escolhidas como espécime para isolamento, uma vez que os visitantes dos parques 

normalmente estão mais expostos às excretas do que aos próprios animais. Para a captura, foram 

estabelecidos dois transectos para o Parque 1 e três transectos para o Parque 2. Cada transecto 

havia quinze estações de coleta separadas uma da outra em 20 metros. As estações continham 

uma armadilha Sherman para captura de pequenos roedores e marsupiais e uma armadilha com 

isca suspensa para captura de animais maiores, totalizando trinta armadilhas em cada transecto. 

Cada transecto foi inspecionado uma vez por dia. A isca utilizada era uma mistura de sardinhas, 

amendoins, bananas e farelo de milho. As armadilhas foram iscadas no momento do 
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levantamento, pela manhã, entre 08:00 e 09:00, em cada dia de coleta. As coletas ocorreram 

durante cinco dias consecutivos, a cada dois meses, totalizando seis campanhas em cada parque, 

durante um período de um ano. Após a captura, os animais foram pesados. Foram, então, 

sedados com uma combinação de xilazina 2% (roedores, 10 mg/kg, IP; marsupiais, 5 mg/kg, 

IM) e cloridrato de cetamina (roedores, 100 mg/kg, IP; marsupiais, 25 mg/kg, IM). Após a 

sedação, foram coletadas amostras fecais diretamente da ampola retal dos marsupiais. Estes 

animais receberam marcações auriculares para evitar a coleta de múltiplas amostras do mesmo 

animal e liberados no mesmo local de captura. Os roedores foram eutanasiados com uma 

overdose de propofol (10 mg/kg) pela via intracardíaca, e o conteúdo intestinal foi coletado do 

reto (fezes) durante a necropsia. As amostras fecais foram inseridas em microtubos estéreis, 

armazenadas em uma caixa de transporte com gelo e transportadas para o Laboratório de 

Bacterioses e Pesquisa da Escola Veterinária da UFMG, onde foram armazenadas a -80 °C até 

o processamento. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Uso Animal (CEUA) da 

UFMG sob o protocolo 306/2017 e pelo Instituto Chico Mendes de Conservação da 

Biodiversidade (ICMBio) sob o protocolo 12989-2. 

 

6.2.1.3 Amostras de quatis (Nasua nasua) 

 

A captura dos quatis também foi realizada no Parque Municipal das Mangabeiras 

(19°56ʹ S e 43°53ʹ O), em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil (Figura 14). Foram amostrados 

55 quatis de vida livre, onze em março de 2019 e 44 entre janeiro e julho de 2021. A captura 

ocorreu através de armadilhas de ferro galvanizado do tipo Tomahawk® iscadas com bananas. 

Cinco armadilhas foram colocadas em cinco pontos estratégicos de passagem dos animais e 

foram referenciadas geograficamente por GPS (Figura 15). Após a captura, os animais 

receberam aplicação intramuscular do medicamento Zoletil® 100 (Virbac®, cloridrato de 

tiletamina e cloridrato de zolazepam - 7 a 10 mg/kg) (Teixeira e Ambrosio, 2014) e receberam 

um implante subcutâneo de microchip na região interescapular e um brinco de polipropileno 

numerado. Após identificação, foram coletadas amostras de suabes retais, que foram inseridas 

em microtubos estéreis, armazenadas em uma caixa de transporte com gelo e transportadas para 

o Laboratório de Bacterioses e Pesquisa da Escola de Veterinária da UFMG. Este estudo foi 

aprovado pela CEUA da UFMG sob o protocolo 100/21, pelo Sistema de Autorização e 
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Informação em Biodiversidade (SISBIO) sob o protocolo 75831 e pela Fundação de Parques 

Municipais de Belo Horizonte sob o protocolo FU 004-2020. 

 

Figura 14 - Localização do Parque Municipal das Mangabeiras (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) 

e distribuição das armadilhas (pontos vermelhos) para capturar os quatis (Nasua nasua) no Parque 

Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. 

 

6.2.1.4 Amostras de canídeos e felídeos silvestres do Zoológico de Belo Horizonte  

Os dez animais amostrados para este estudo foram provenientes do Zoológico de Belo 

Horizonte, Minas Gerais. Eles eram mantidos em recintos de acordo com a biologia e o manejo 

reprodutivo da espécie.  Os lobos-guarás (C. brachyurus) (n=7) eram mantidos separados em 

seis recintos: um para cada adulto (n=5) e um para os jovens (n=2). Um dos adultos era uma 

fêmea recém-chegada ao recinto, que foi gravemente ferida devido a uma colisão de carro, e 

estava sob os cuidados clínicos e cirúrgicos do Zoológico de Belo Horizonte e da UFMG, 

quando as amostras foram coletadas. O leão (P. leo) (n=1) e as onças-pintadas (P. onca) (n=2), 

todos adultos, eram mantidos separados em dois recintos. Todos os indivíduos de P. leo e P. 

onca foram quimicamente contidos pelos veterinários do Zoológico de Belo Horizonte. Um 

macho adulto de C. brachyurus também foi quimicamente contido para exames de rotina e 

coleta de amostras. A fêmea adulta de C. brachyurus foi quimicamente contida para 
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procedimentos cirúrgicos e coleta de amostras. Todos os outros indivíduos de C. brachyurus 

foram fisicamente contidos de acordo com a rotina do Zoológico de Belo Horizonte, que tem 

condicionado a espécie a este tipo de manejo. Nenhum destes animais recebeu antimicrobianos 

até um ano antes da coleta de amostras. De cada indivíduo, foram coletados suabes de três sítios 

corporais pré-selecionados (oral, retal e nasal), totalizando 30 amostras. Todas as amostras 

foram inseridas em microtubos, armazenadas em uma caixa de transporte com gelo e 

transportadas para o Laboratório de Bacterioses e Pesquisa da Escola Veterinária da UFMG 

para processamento. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Uso Animal da UFMG 

(CEUA) sob o protocolo 213/2019 e pelo ICMBio sob o protocolo 69958-1.  

 

6.2.1.5 Amostras de jabutis (Chelonoidis carbonaria)  

 

Uma amostragem de conveniência de 66 jabutis aparentemente saudáveis (Chelonoidis 

carbonaria) foi realizada durante um período de 12 meses (fevereiro de 2019 a fevereiro de 

2020). As amostras foram coletadas pela equipe veterinária do Centro de Triagem de Animais 

Silvestres (CETAS) na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. O CETAS é uma 

organização responsável por receber, reabilitar e reintroduzir os animais silvestres em seu 

ambiente natural. Os animais, incluindo os jabutis amostrados neste trabalho, chegam ao centro 

através de entrega voluntária, resgate ou apreensão por agências de vigilância. Para 

procedimentos de amostragem, um suabe estéril (Cral; Cotia, SP, Brasil) foi introduzido 5-6 

cm na cloaca e rotacionado cinco vezes, como descrito por Ives et al. (2017). O suabe foi 

colocado em um microtubo estéril, armazenado em uma caixa de transporte com gelo e 

transportado para o Laboratório de Bacterioses e Pesquisa da Escola Veterinária da UFMG para 

processamento imediato. O estudo foi aprovado pela CEUA da UFMG sob o protocolo 

238/2015 e pelo ICMBio sob o protocolo 49195-1. 

 

6.2.2 Isolamento e identificação de Staphylococcus spp. 

 

Para o isolamento de Staphylococcus spp., as amostras fecais foram suspensas em 

solução salina 0,85% e 100 μL foram estriados em ágar manitol salgado (Difco, EUA). Já os 

suabes foram plaqueados diretamente em ágar manitol salgado. As placas foram, então, 

incubadas a 37 °C durante 24 horas. Colônias sugestivas foram subcultivadas em ágar Müller 



 

116 

 

Hinton (Difco, EUA) e identificadas por MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Alemanha). O 

escore de ponto de corte de 2 foi usado para validar a identificação a nível de espécie, como 

recomendado pelo fabricante (Matsuda et al., 2012). Os isolados identificados como 

pertencentes ao SIG pelo MALDI-TOF foram confirmados por PCR multiplex do gene nuc 

(Sasaki et al., 2010) e, quando necessário, submetidos ao sequenciamento do gene 16S rRNA 

e/ou rpoB (Mellmann et al., 2006; Fox et al., 2011). Os isolados não-SIG com escore MALDI-

TOF abaixo de 2,0 foram submetidos ao sequenciamento do gene 16S rRNA (Fox et al., 2011). 

 

6.2.3 Suscetibilidade a antimicrobianos e detecção do gene mecA 

 

Os testes de suscetibilidade a antimicrobianos foram realizados utilizando o teste de 

disco-difusão em ágar, de acordo com os documentos M100-Ed31 (CLSI, 2021) e VET01S-

Ed5 (CLSI, 2020) do CLSI. Foram testados os seguintes antimicrobianos: oxacilina (1 µg), 

cefoxitina (30 μg), penicilina G (10 unidades), tetraciclina (30 μg), trimetoprim/sulfametoxazol 

(25 μg), cloranfenicol (30 μg), eritromicina (15 μg), clindamicina (2 μg), gentamicina (10 μg) 

e ciprofloxacina (5 μg) (DME, BRA). S. aureus ATCC 25923 foi usado como controle e os 

isolados foram considerados MDR quando resistentes a três ou mais classes de agentes 

antimicrobianos (Sweeney et al., 2018). Para detecção do gene mecA, a extração de DNA foi 

realizada segundo Pitcher et al. (1989), e estafilococos resistentes à meticilina (MRS) foram 

investigados por PCR, como descrito anteriormente por Murakami et al. (1991).  

 

6.2.4 MLST de S. pseudintermedius de canídeos silvestres 

 

Estirpes de S. pseudintermedius que apresentaram diferentes perfis fenotípicos de 

susceptibilidade a antimicrobianos foram selecionadas e submetidas à técnica de MLST, como 

descrito anteriormente por Solyman et al. (2013) e Grönthal et al. (2017). Os STs foram 

determinados usando o banco de dados de MLST de S. pseudintermedius e novos STs foram 

designados. Phyloviz v2.0 usando o algoritmo goeBURST (Francisco et al., 2009; Nascimento 

et al., 2017) foi usado para inferir a estrutura da população, com complexos clonais sendo 

compostos por todas as linhagens compartilhando pelo menos cinco alelos idênticos (variação 

de duplo loci). A análise filogenética foi realizada com base nas sequências nucleotídicas do 

esquema MLST. Uma árvore filogenética usando o modelo ML e modelos Hasegawa-Kishino-
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Yano de evolução de nucleotídeos foi construída usando o IQ-TREE (Mihn et al., 2020), sendo 

visualizada e anotada usando o iTol v.4 (Letunic et al., 2019).  

 

6.2.5 Análise estatística 

 

A associação entre a resistência fenotípica e as espécies estafilocócicas foi avaliada pelo 

teste exato de Fisher. O teste de aderência ao qui-quadrado foi usado para avaliar a distribuição 

das variáveis. Todas as análises estatísticas foram realizadas usando o GraphPad Prism v.8 

(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). As diferenças foram consideradas significativas 

quando p < 0,05.  

 

6.3 RESULTADOS 

 

6.3.1 Pombos (Columbia livia) 

 

Entre os 47 pombos capturados, 20 (42,5%) isolados estafilocócicos foram recuperados 

de 18 (38,3%) animais. Oito espécies diferentes foram detectadas, sendo S. xylosus (30%) a 

espécie mais frequente (Tabela 15). 

 

Tabela 14 - Frequência, distribuição e fenótipos de resistência a antimicrobianos de espécies 

estafilocócicas recuperadas de pombos (n = 47) no HV-UFMG, Belo-Horizonte, Minas Gerais, 

Brasil. 

  Número de isolados resistentes a antimicrobianos 

Espécie n (%) TET PEN ERI CLI CEF SXT GEN CIP CLO 

S. xylosus 6 (30) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

S. sciuri* 5 (25) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

S. lentus* 3 (15) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

S. haemolyticus 2 (10) 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

S. aureus 1 (5) 0 1 1 1 0 0 0 0 0 

S. intermedius 1 (5) 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

S. succinus 1 (5) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

S. schleiferi* 1 (5) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Total 
20 

(100%) 

4 

(20%) 

3 

(15%) 

1 

(5%) 

1 

(5%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

*Este trabalho não levou em consideração a recente reclassificação de S. sciuri e S. lentus como 

Mammaliicoccus sciuri e Mammaliicoccus lentus, e também a diferenciação de S. schleiferi em duas espécies, S. 

coagulans e S. schleiferi (Madhaiyan et al., 2020). 
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Sete (35%) isolados foram resistentes a pelo menos um agente antimicrobiano, enquanto 

treze (65%) foram susceptíveis a todos os compostos testados. Houve resistência à tetraciclina 

(35,5%), seguido por penicilina G (15%), eritromicina (5%), e clindamicina (5%). Não foram 

encontradas diferenças significativas na resistência entre estes antimicrobianos. Um isolado de 

S. aureus apresentou resistência à penicilina G, eritromicina e clindamicina, sendo então 

classificado como MDR. Todos os isolados foram suscetíveis à cefoxitina, cloranfenicol, 

gentamicina, ciprofloxacina, e trimetoprim-sulfametoxazol, e negativos para o gene mecA. 

 

6.3.2 Roedores e marsupiais de vida livre 

 

Um total de 159 animais de vida livre, incluindo 136 roedores e 23 marsupiais, foram 

amostrados durante um período de um ano (Tabela 16). O número de animais amostrados no 

Parque 1 (76,1%) foi aproximadamente três vezes maior que o do Parque 2 (23,9%) (p < 0,001). 

No Parque 1, os roedores foram capturados com maior frequência (97,5%) do que os marsupiais 

(2,5%), sendo os ratos pretos (Rattus rattus) os mais encontrados (31,4%) (Tabela 16). Entre 

os marsupiais, somente o gambá de orelhas brancas (Didelphis albiventris) foi capturado. No 

Parque 2, a frequência de captura foi de 52,6% para marsupiais e 47,4% para roedores. Os 

principais representantes de marsupiais e roedores neste parque eram gambás de orelhas brancas 

(Didelphis albiventris) (45%) e o gênero Cerradomys (55,5%), respectivamente (Tabela 16). 

Para os marsupiais, a frequência de captura foi maior (52,6%) e mais diversidade de espécies 

foi observada no Parque 2 do que no Parque 1 (2,5%) (p < 0,001). 
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Tabela 15 - Frequência e distribuição de roedores e marsupiais capturados no Parque 

Municipal Jacques Cousteau (parque 1) e no Parque Municipal Mangabeiras (parque 2) em 

Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. 

Animais Nome comum (espécie) 
  Total 

Parque 1 Parque 2 Soma Grupo 

Roedores 

Gênero Cerradomys 29 10 39 

136 

(85,5%) 

Ratinho do cerrado (Necromys lasiurus) 34 4 38 

Rato preto (Rattus rattus) 37 0 37 

*Ordem Rodentia 18 4 22 

Marsupia

is 

Gambá de orelha branca (Didelphis 

albiventris) 
3 9 12 

23 

(14,5%) Gambá de orelha preta (Didelphis aurita) 0 6 6 

Cuíca cinza (Marmosops incanus) 0 5 5 

Total 
121 

(76,1%) 

38 

(23,9%) 

159 

(100%) 

159 

(100%) 
*Alguns roedores não foram classificados por gênero e espécie e foram categorizados como membros da ordem 

Rodentia. 

 

No total, estafilococos foram isolados de 36 dos 136 (26,5%) roedores testados, com um 

animal apresentando dois isolados com espécies diferentes. Dentre os 37 estafilococos isolados, 

35 (94,5%) eram do Parque 1, e apenas dois eram do Parque 2. Não houve diferença 

estatisticamente significativa no carreamento estafilocócico por espécies de roedores (Tabela 

17). Também não houve diferença na frequência de isolamento em diferentes períodos sazonais 

(chuva e seca). Apenas um isolado (4,3%) foi recuperado dos marsupiais, especificamente de 

um gambá de orelha preta (Didelphis aurita) capturado no Parque 2. Estafilococos foram mais 

frequentemente isolados de roedores do que de marsupiais (p = 0,0164). 

Oito espécies diferentes de estafilococos foram detectadas em roedores, com S. 

saprophyticus (48,6%) sendo isolado significativamente com maior frequência do que as outras 

espécies (p < 0,001) (Tabela 17). S. aureus foi isolado de três animais (8,1%). Para marsupiais, 

a única estirpe isolada foi identificada como S. saprophyticus, que foi suscetível a todos os 

antimicrobianos testados. 
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Tabela 16 - Frequência e distribuição de espécies estafilocócicas isoladas de roedores (n=136) 

de dois parques urbanos em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. 

Isolado 
Cerradomys 

sp. (n=39) 

Necromys 

lasiurus 

(n=38) 

 

Rattus 

rattus 

(n=37) 

Rodentia*** 

(n=22) 

Total de 

isolados 

S. saprophyticus 6 4  6 2 18 (48.6%)a 

S. xylosus 0 6  0 0 6 (16.2%)b 

S. aureus 2 0  1 0 3 (8.1%)b 

S. sciuri** 1 1  1 0 3 (8.1%)b 

S. succinus 0 1  2 0 3 (8.1%)b 

S. epidermidis 0 1  1 0 2 (5.4%)b 

S. cohnii 0 0  1 0 1 (2.7%)b 

S. warneri 0 1  0 0 1 (2.7%)b 

Total de isolados/roedor 
9  

(23,8%)a 

14  

(36,8%)ab 
 

12 

(32,4%)ab 

2  

(9,1%)b 

37  

(100%) 
* Comparação múltipla: letras diferentes indicam diferenças significativas.  

** Este trabalho não levou em consideração a recente reclassificação de S. sciuri como Mammaliicoccus sciuri 

(Madhaiyan et al., 2020).  

***Alguns roedores não foram classificados por gênero e espécie e foram categorizados como membros da ordem 

Rodentia. 

 

Nove (6,6%) roedores abrigavam estafilococos resistentes a antimicrobianos, todos do 

Parque 1 e, dos 37 isolados, nove (24,3%) foram resistentes a pelo menos um agente 

antimicrobiano. Quatro (10,8%) foram classificados como MDR, dois (5,4%) foram resistentes 

à cefoxitina, e foram classificados como MRS. Um destes isolados foi positivo para o gene 

mecA (Tabela 18). Penicilina G teve a maior frequência de resistência (24,3%), seguida por 

eritromicina (8,1%), cefoxitina (5,4%) e clindamicina (5,4%). A resistência à penicilina G 

(cefoxitina/clindamicina: p = 0,04; outros: p = 0,002) foi significativamente maior do que a dos 

outros agentes antimicrobianos testados, exceto a eritromicina (p = 0,11). Entretanto, não foram 

encontradas diferenças significativas na resistência à eritromicina e a outros antimicrobianos. 

Todos os isolados foram suscetíveis ao cloranfenicol, ciprofloxacina, gentamicina, tetraciclina 

e trimetoprim/sulfametoxazol. Todas as espécies de roedores no presente estudo mostraram 

pelo menos um isolado resistente a antimicrobianos e não foi encontrada diferença estatística 

entre estas espécies (p = 0,15). Além disso, não houve diferença na frequência de isolados 

resistentes entre os transectos em cada parque (p = 0,24) ou entre os parques (p = 0,6). 

 

 

 



 

121 

 

Tabela 17 - Caracterização dos isolados estafilocócicos obtidos de animais capturados no 

Parque 1 (transectos 1 e 2) que apresentaram resistência a antimicrobianos. 

* Este trabalho não levou em consideração a recente reclassificação de S. sciuri como Mammaliicoccus sciuri 

(Madhaiyan et al., 2020). 

 

6.3.3 Quatis (Nasua nasua) 

 

Entre os 55 quatis capturados, 43 (78,1%) isolados estafilocócicos foram recuperados 

de 40 (72,7%) animais. Nove espécies diferentes de estafilococos foram detectadas, com S. 

intermedius (60,4%) e S. delphini (20,9%) isolados mais frequentemente do que as outras 

espécies (p < 0,001) (Tabela 19).  

Seis quatis (10,9%) apresentaram estafilococos resistentes a antimicrobianos. Penicilina 

G teve a maior frequência de resistência (13,9%), seguida por tetraciclina (2,3%) e cloranfenicol 

(2,3%). A resistência à penicilina G foi significativamente maior do que a resistência aos outros 

agentes antimicrobianos testados (p = 0,0259), exceto à tetraciclina e ao cloranfenicol (p = 

0,1096). Entretanto, não foram encontradas diferenças significativas entre a resistência à 

tetraciclina e ao cloranfenicol e a resistência a outros agentes antimicrobianos. Um isolado de 

S. saprophyticus apresentou resistência à penicilina G, tetraciclina e cloranfenicol, sendo 

classificado como MDR. Todos os isolados foram suscetíveis à ciprofloxacina, gentamicina, 

trimetoprim/sulfametoxazol, eritromicina, clindamicina, rifampicina e cefoxitina, e negativos 

para o gene mecA. 

 

 

 

 

 

Isolado Parque Transecto Animal  
Staphylococcus 

spp. 

Gen

emec

A  

Fenótipo de 

resistencia* 

JC07 1 1 Rato preto (R. rattus) S. epidermidis Não PEN 

JC11 1 1 Rato preto (R. rattus) S. saprophyticus Não PEN 

JC49 1 1 Rato preto (R. rattus) S. aureus Não PEN; ERI; CLI 

JC26 1 2 Gênero Cerradomys S. saprophyticus Não PEN; ERI; CLI 

JC50.2 1 2 Ratinho do cerrado (N. lasiurus) S. warneri Não PEN 

JC54 1 2 Ratinho do cerrado (N. lasiurus) S. xylosus Não PEN 

JC81 1 2 Ratinho do cerrado (N. lasiurus) S. epidermidis Sim PEN; ERI; CEF 

JC98 1 2 Ratinho do cerrado (N. lasiurus) S. sciuri* Não PEN 

JC121 1 2 Ordem Rodentia S. saprophyticus Não PEN; CEF 



 

122 

 

Tabela 18 - Frequência, distribuição e fenótipos de resistência antimicrobiana de espécies 

estafilocócicas recuperadas de quatis (n = 55) no estado de Minas Gerais, Brasil. 

  Número de isolados resistentes a antimicrobianos 

Espécie n (%) PEN TET CLO ERI CLI CEF SXT GEN CIP RIF 

S. intermedius 26 (60.4%) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

S. delphini 9 (20.9%) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

S. epidermidis 2 (4.6%) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

S. capitis 1 (2.3%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

S. kloosii 1 (2.3%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

S. saprophyticus 1 (2.3%) 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

S. coagulans 1 (2.3%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

S. sciuri* 1 (2.3%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

S. warneri 1 (2.3%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Total 
43 6 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

(100%) (13.9%) (2.3%) (2.3%( (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) 

*A recente reclassificação de S. sciuri como Mammaliicoccus sciuri  não foi considerada neste trabalho 

(Madhaiyan et al. 2020). 

 

6.3.4 Canídeos e felídeos silvestres 

 

Staphylococcus spp. foram isolados de 21 das 30 (70%) amostras coletadas. S. 

pseudintermedius foi a espécie mais frequente (47,6%), tendo sido isolada apenas de lobos-

guarás (Tabela 20). S. felis foi a segunda espécie mais comum, sendo detectada em cinco 

amostras (23,8%) de três animais, duas onças-pintadas e um lobo-guará (suabe oral). S. 

nepalensis e S. xylosus foram encontrados em duas amostras (9,5%), cada uma, enquanto S. 

saprophyticus e S. intermedius foram isolados de uma amostra (4,7%) cada.  Todos os isolados 

do SIG (S. pseudintermedius e S. intermedius) foram recuperados de lobos-guarás (C. 

brachyurus). 
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Tabela 19 - Freqüência e distribuição de espécies estafilocócicas isoladas de lobo-guará (Chrysocyon brachyurus), onça-pintada (Panthera onca) 

e leão (Panthera leo) mantidos em cativeiro no Zoológico de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. 

Espécie  

Lobo-guará (Chrysocyon brachyurus) 

(n=7) 

Onça-pintada (Panthera onca) 

(n=2) 

Leão 

 (Panthera leo) 

(n=1) 
Total de isolados 

Oral Nasal Retal Oral Nasal Retal Oral Nasal Retal 

S. pseudintermedius 1 (4,7%) 4 (19%) 5 (23,8%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 10 (47,6%) 

S. felis 1 (4,7%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (4,7%) 1 (4,7%) 2 (9,5%) 0 (%) 0 (%) 0 (%) 5 (23,8%) 

S. nepalensis 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (4,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (4,7%) 2 (9,5%) 

S. xylosus 1 (4,7%) 1 (4,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (9,5%) 

S. intermedius 0 (0%) 1 (4,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (4,7%) 

S. saprophyticus 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (4,7%) 0 (0%) 1 (4,7%) 

Total de isolados/espécie 3 (14,3%) 6 (28,6%) 5 (23,8%) 2 (9,5%) 1 (4,7%) 2 (9,5%) 0 (0%) 1 (4,7%) 1 (4,7%) 21 (100%) 
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Seis isolados de S. pseudintermedius (um por animal e um extra) foram selecionados e 

submetidos ao MLST. Cinco novos STs foram identificados: ST2559, 2560, 2563, 2564 e 2566 

(Figura 16). A análise do eBURST revelou que estas estirpes compartilharam entre um a quatro 

alelos com isolados descritos anteriormente, enquanto uma árvore filogenética baseada no 

alinhamento de todos os genes MLST mostrou que estes isolados tinham semelhanças, 

principalmente, com estirpes de MSSP de cães isolados de estudos anteriores realizados no 

Brasil. 
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Figura 15 - Relação genética de isolados de S. pseudintermedius de lobos-guarás (Chrysocyon 

brachyurus) em Belo Horizonte (2020). a) Snapshot da população de MRSP (goeBURST). b) 

Localização do ST2563. c) Localização dos ST2559 e ST2564. ST2560 e ST2565 são singletons (não 

incluídos). d) Uma árvore filogenética baseada no alinhamento de todos os genes MLST de cada tipo de 

sequência foi inferida usando iqTree. S. pseudintermedius do banco de dados PubMLST 

(https://pubmlst.org/) compartilhando quatro ou mais alelos com os isolados dos estudos foram 

adicionados para fins de comparação. As colunas com triângulos em vermelho indicam estirpes de 

MRSP enquanto os triângulos em azul indicam isolados de MSSP. Os círculos em preto, vermelho e 

amarelo indicam cães, humanos ou outros hospedeiros, respectivamente. 
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Um total de oito (8/21=38,1%) estafilococos isolados de sete animais (7/10=70%) foram 

resistentes a pelo menos um antimicrobiano. A resistência à tetraciclina (6/21=28,6%) ou à 

penicilina (5/21=23,8%) foi significativamente maior do que a resistência aos outros agentes 

antimicrobianos testados (p = 0,0207). Um isolado de S. nepalensis, recuperado do suabe oral 

de uma onça-pintada, foi positivo para o gene mecA e resistente a cinco agentes antimicrobianos 

(cefoxitina, clindamicina, penicilina, tetraciclina e ciprofloxacina), sendo assim classificado 

como MRS e MDR (Sweeney et al., 2018). Todos os isolados foram suscetíveis à eritromicina, 

cloranfenicol, trimetoprim/sulfametoxazol e gentamicina. 

 

6.3.5 Jabutis (Chelonoidis carbonaria) 

 

Neste estudo, 48 dos 66 (72,7%) jabutis testados foram positivos para espécies 

estafilocócicas (Tabela 21). Todos os isolados foram CoNS e quatro espécies diferentes foram 

detectadas, com S. sciuri (81,3%) isolado com frequência significativamente maior que as 

outras espécies (Tabela 21) (p < 0,001). A frequência de S. xylosus também foi 

significativamente diferente da de S. kloosii e S. saprophyticus (p = 0,048). 

Vinte e sete (56,2%) isolados foram resistentes a pelo menos um agente antimicrobiano, 

enquanto vinte e um (43,8%) foram suscetíveis a todos os antimicrobianos testados. Houve alta 

frequência de resistência à penicilina G (35,5%), seguida por tetraciclina (29,1%), clindamicina 

(2%) e trimetoprim/sulfametoxazol (2%) (p < 0,05). A resistência à penicilina G (CLI/SUT: p 

< 0,001; outros: p < 0,001) e à tetraciclina (CLI/SUT: p = 0,0004; outros: p < 0,001) foi 

significativamente maior do que a dos outros agentes antimicrobianos testados. Entretanto, não 

foram encontradas diferenças significativas na resistência entre a penicilina G e a tetraciclina. 

Todos os isolados foram suscetíveis à cefoxitina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina e 

ciprofloxacina. 

A Tabela 21 apresenta os fenótipos de resistência antimicrobiana das espécies 

estafilocócicas recuperadas de jabutis saudáveis no Brasil. Staphylococcus sciuri apresentou 

resistência à penicilina G, tetraciclina e clindamicina. S. xylosus e S. kloosii apresentaram 

resistência à penicilina G e à tetraciclina e S. saprophyticus apresentou resistência à tetraciclina 

e ao trimetoprim-sulfametoxazol. Todas as quatro espécies estafilocócicas recuperadas 

apresentaram isolados resistentes à tetraciclina, e todas apresentaram isolados com resistência 
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a mais de um agente antimicrobiano (co-resistência). Todos os isolados foram negativos para o 

gene mecA. 

 

Tabela 20 - Frequência, distribuição e fenótipos de resistência antimicrobiana de espécies 

estafilocócicas recuperadas de jabutis saudáveis (n = 66) em Minas Gerais, Brasil. 

  Números de isolados resistentes a antimicrobianos 

Espécies n (%) * PEN TET CLI SXT CEF ERI  GEN CIP CLO 

S. sciuri** 39 (81.3) a 13 10 1 0 0 0 0 0 0 

S. xylosus 6 (12.5) b 2 2 0 0 0 0 0 0 0 

S. kloosii 2 (4.2) c 2 1 0 0 0 0 0 0 0 

S. saprophyticus 1 (2) c 0 1 0 1 0 0 0 0 0 

Total  
48  

(100%) 

17  

(35.5%) 

14  

(29.1%) 

1  

(2%) 

1 

(2%) 

0 

(0%) 

0  

(0%) 

0  

(0%) 

0  

(0%) 

0 

(0%) 

* Comparação múltipla: letras diferentes indicam diferenças significativas.  

**A recente reclassificação de S. sciuri como Mammaliicoccus sciuri não foi considerada neste trabalho 

(Madhaiyan et al. 2020). 

 

 A tabela 22 resume os principais achados encontrados nos animais silvestres avaliados 

no presente estudo. Em suma, cada grupo avaliado foi colonizado por espécies diferentes de 

estafilococos. Quatis e lobos-guarás foram predominantemente colonizados por espécies do 

SIG, enquanto jabutis por S. sciuri. S. felis foi isolado de felídeos e, também, do suabe oral de 

um lobo-guará. Adicionalmente, com exceção dos jabutis, todas as espécies avaliadas 

apresentaram isolados MDR, sendo os roedores e pombos, aqueles que obtiveram maior 

frequência destas estirpes (10,8% e 5%, respectivamente).  

 

Tabela 21 – Principais achados sobre estafilococos e susceptibilidade a antimicrobianos em 

diferentes espécies de animais silvestres. 

 
Espécie 

Pombos Roedores Quatis Canídeos e felídeos Jabutis 

Principais estafilococos 

S. xylosus 

(30%) 

S. saprophyticus 

(48,6%) 

S. intermedius 

(60,4%) 

S. pseudintermedius 

(47,6%) 

S. sciuri 

(81,3%) 

S. sciuri 

(25%) 

S. xylosus 

(16,2%) 

S. delphini 

(20,9%) 

S. felis  

(23,8%) 

S. xylosus 

(12,5%) 

MDR 5% 10,8% 2,3% 4,7% 0% 

MRS 0% 5,4% 0% 4,7% 0% 

Observações 
S. aureus 

MDR 

Hospedeiro 

S. saprophyticus 

Hospedeiro 

SIG 

Hospedeiro 

SIG e S. felis 

Hospedeiro 

S. sciuri 
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6.4 DISCUSSÃO 

 

Staphylococcus spp. são importantes bactérias comensais de grande parte dos seres 

vivos, conhecidas como excelentes portadoras e transmissoras de genes de resistência (Otto, 

2013; Becker et al., 2014), que podem, também, causar uma grande variedade de infecções 

oportunistas em seres humanos e animais (Chu et al., 2008; Dimitriou et al., 2011; Wieler et 

al., 2011; Walther et al., 2017; Heilmann et al., 2019). Estudos têm sugerido que animais 

silvestres, principalmente os sinantrópicos, geram um alto risco de transmissão de patógenos 

zoonóticos e multirresistentes, seja pela contaminação do meio ambiente com seus 

excrementos, ou pela interação casual não intencional com seres humanos e animais domésticos 

(Himsworth et al., 2013; Jahan et al., 2020; Lillehaug et al., 2005; Graczyk et al., 2007; Torres-

Mejía et al., 2018). Apesar da alta relevância epidemiológica, este é o primeiro estudo a avaliar 

a distribuição e o perfil de resistência a antimicrobianos de estafilococos em pombos, roedores, 

quatis, marsupiais, carnívoros silvestres e jabutis no Brasil.  

Mais de um terço dos pombos capturados foram positivos para estafilococos e oito 

espécies diferentes foram recuperadas. De forma similar, uma grande diversidade também foi 

encontrada nos roedores amostrados no presente estudo. Este resultado contrasta com a 

diversidade vista em jabutis, em que apenas quatro espécies de Staphylococcus foram 

encontradas, sendo que duas delas correspondiam a mais de 90% dos isolados. Segundo estudos 

anteriores, animais sinantrópicos parecem abrigar uma grande diversidade de espécies de 

estafilococos, enquanto répteis parecem mostrar um padrão de colonização mais homogêneo 

(Schwarz e Werckenthin, 1994; Zigo, 2017; Santana et al., 2021; Santana et al., 2022). No caso 

específico dos pombos, pode-se hipotetizar que o contato próximo e diário desses com seres 

humanos e animais, combinado com o ambiente hospitalar potencialmente contaminado, pode 

ter influenciado este grande número de espécies recuperadas (Schwarz e Werckenthin, 1994; 

Zigo, 2017; Kamathewatta et al., 2019).  

S. xylosus, a espécie mais freqüente nos pombos e a segunda mais frequente em roedores 

e jabutis, já foi relatada em seres humanos e em diferentes animais, sendo considerada um 

comensal comum em aves (Schwarz e Werckenthin, 1994; Vela et al., 2012; N. Mahmmoud, 

2013; Becker et al., 2014; Rissi et al., 2015; Zigo, 2017; Matias et al., 2018; Santana et al., 

2021; Santana et al, 2022). No presente estudo, S. xylosus foi encontrada, ainda, em dois lobos-

guarás. Apesar de ser considerada de baixa patogenicidade, várias infecções oportunistas foram 
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descritas em diferentes espécies na literatura veterinária, incluindo mastite, dermatite, cistite, 

peritonite e lesões pulmonares (Miedzobrodzki et al., 1989; Solomon et al., 1990; Bradfield et 

al., 1993; Fthenakis et al., 1994; Won et al., 2002; Rissi et al., 2015). Não obstante, vários 

relatos de infecções em seres humanos também são apresentados, como septicemia, 

endocardite, pielonefrite, abscessos cerebrais, entre outros (Bernat García et al., 1992; Hricak 

et al., 1999; Pinna et al., 1999; Koksal et al., 2009; Akhaddar et al., 2010). 

No estudo com roedores, várias diferenças foram observadas nos animais amostrados 

de cada um dos dois parques incluídos no presente trabalho. Primeiro, o número de animais 

amostrados no Parque 1 foi quase três vezes maior do que o do Parque 2. Além disso, também 

foram observadas diferenças nas espécies capturadas; ratos pretos foram os roedores mais 

comuns capturados no Parque 1, mas este animal não foi capturado no Parque 2. Em contraste, 

a frequência e a diversidade dos marsupiais foram mais altas no Parque 2 do que no Parque 1. 

Os aspectos ecológicos são as principais hipóteses para estas diferenças, já que o Parque 1 é 

substancialmente menor (335 mil metros quadrados contra 2,4 milhões de metros quadrados), 

está completamente cercado de ambiente urbano (Figura 14), tem experimentado um rápido 

crescimento de urbanização vertical e tem efluentes de esgoto presentes em seus cursos d'água 

(Parque Municipal Jacques Cousteau, 2019). Este ambiente parece mais atraente para roedores 

sinantrópicos, incluindo ratos pretos, enquanto a área mais conservada observada no Parque 2 

pode favorecer a captura de marsupiais (Feng e Himsworth, 2014; Cáceres et al., 2016; Byers 

et al., 2019). Essas diferenças podem ter influenciado na diversidade de colonização por 

Staphylococcus spp. observadas nos roedores amostrados nos dois parques.  

Deve-se destacar a frequência de estafilococos em roedores neste estudo (27,2%), muito 

menor do que a relatada por outros autores, que geralmente é superior a 75% (Nagase et al., 

2002; Kmeť et al., 2018). Diferenças nas espécies de roedores amostradas (comumente apenas 

roedores sinantrópicos), e diferenças na ecologia do hospedeiro, como alimentação, localização 

geográfica e contato com diferentes fontes antrópicas podem ter contribuído para esta grande 

variação na taxa de carreamento (Yalden e Harris, 2008; Furness et al., 2017). 

Apenas um isolado de S. saprophyticus (4,3%) foi recuperado dos marsupiais, e os 

roedores foram mais propensos à colonização estafilocócica do que estes animais (p = 0,01). O 

único estudo publicado até hoje que avaliou a distribuição de estafilococos em marsupiais, 

especificamente nas amostras nasais de “wallabies” australianos (Petrogale xanthopus, 

Petrogale lateralis, e Macropus eugenii), relatou uma taxa de isolamento muito maior do que 
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este estudo, atingindo 90,8%. Além disso, catorze espécies de estafilococos foram recuperadas, 

sendo S. delphini e S. succinus as espécies predominantes. S. saprophyticus, também isolado 

no presente estudo, foi recuperado de 4,5% dos animais avaliados (Chen et al., 2014). Nesse 

estudo, 70% dos wallabies viviam em cativeiro, e os autores atribuíram a alta frequência de 

isolamento e diversidade das espécies estafilocócicas à pressão de seleção ambiental e à 

atividade antrópica. 

S. saprophyticus foi a espécie mais frequentemente recuperada de roedores no presente 

estudo. As espécies estafilocócicas em roedores variam consideravelmente entre trabalhos 

publicados anteriormente, sendo S. xylosus, S. succinus e S. sciuri as mais frequentemente 

observadas (Nagase et al., 2002; Hauschild et al., 2003; Kmeť et al., 2018). Curiosamente, S. 

saprophyticus só foi relatado em alguns animais em um estudo sobre ratazanas de banco 

(Myodes glareolus) realizado na Polônia (Hauschild et al., 2003). S. saprophyticus foi também 

isolado, porém em baixa frequência, em quatro outras espécies animais no presente estudo (um 

marsupial, um quati, um leão e um jabuti). Em um contexto de saúde pública, é importante 

lembrar que S. saprophyticus é a segunda maior causa de infecções do trato urinário em 

mulheres, inclusive no Brasil, e é tipicamente classificado como um colonizador humano 

(Latham et al., 1983; Eiff et al., 2002; Raz et al., 2005; Fariña et al., 2013).  

O presente estudo revelou dois novos hospedeiros de bactérias do grupo Staphylococcus 

intermedius (SIG): quatis e lobos-guarás. Em quatis, a colonização por S. intermedius e S. 

delphini apresentou frequência superior às demais espécies. S. intermedius é descrito na 

literatura como uma bactéria comensal de pombos selvagens, enquanto S. delphini parece 

colonizar membros da família Mustelidae, assim como golfinhos, pombos domésticos e, menos 

frequentemente, cavalos e camelos (Sasaki et al. 2007; Guardabassi et al. 2012; Chrobak-

Chmiel et al. 2021). Curiosamente, S. intermedius e S. delphini já foram isolados de guaxinins 

(Procyon lotor), outro membro da família Procyonidae, mas com uma frequência muito menor 

(Pinard et al. 2002; Nowakiewicz et al. 2016). S. intermedius também foi encontrado em um 

pombo no presente estudo. Vale ressaltar que esse agente é mais comumente relatado em 

pombos selvagens e o isolamento em pombos domésticos parece raro (Kizerwetter-Świda et 

al., 2015). 

S. pseudintermedius, também representante do grupo SIG, foi isolada de dez (47,6%) 

amostras, todas de lobos-guarás (Tabela 20). S. intermedius também foi isolado de lobo-guará, 

o que pode sugerir que estes animais são hospedeiros naturais de representantes do SIG. Vale 
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lembrar que S. pseudintermedius é uma bactéria comensal de cães, mas pode ser responsável 

por várias infecções clínicas, incluindo piodermite, otite, infecções de feridas e infecções do 

trato urinário (Viegas et al., 2022). Casos de S. pseudintermedius causando infecções em seres 

humanos também são eventualmente relatados (Somayaji et al., 2016). Por outro lado, S. 

pseudintermedius em espécies selvagens é, em grande parte, desconhecido. Um estudo sugeriu 

que raposas vermelhas (Vulpes vulpes) e martas de faia (Martes foina) são naturalmente 

colonizadas por essa espécie, e relatos de casos de infecção também foram descritos em uma 

raposa ártica (Vulpes lagopus) e em cães guaxinins (Nyctereutes procyonoides) (Tanner et al., 

2000; Guardabassi et al., 2004; Nowakiewicz et a., 2016; Iwata et al., 2018). O isolamento deste 

agente em canídeos selvagens sugere uma possível adaptação deste patógeno a novos 

hospedeiros e levanta hipóteses sobre o papel deste animal em sua epidemiologia (Solyman et 

al., 2012; Godoy et al., 2016; Kmieciak et al., 2018). De fato, a análise do MLST revelou que 

S. pseudintermedius isolados dos lobos-guarás no presente trabalho têm algumas semelhanças 

com as linhagens anteriormente isoladas de cães no Brasil. Também é importante notar que, 

durante a última década, o surgimento do S. pseudintermedius MDR em cães tornou-se um 

problema de grande preocupação na medicina veterinária (Lynch e Helbig, 2021). Por outro 

lado, os isolados recuperados no presente estudo foram susceptíveis a quase todos os 

antimicrobianos testados, contrastando com relatos em cães (Nisa et al., 2019; Viegas et al., 

2022). 

O presente estudo também descreve, pela primeira vez, S. felis em animais selvagens: 

duas onças-pintadas e um lobo-guará. Até o momento, esta espécie foi isolada apenas de gatos 

domésticos (Igimi et al., 1989; Worthing et al., 2018), o que levanta o questionamento se as 

estirpes encontradas nas onças pintadas e no lobo-guará seriam comensais ou teriam sido 

transmitidas por gatos que também habitam o recinto. É sabido que muitos gatos são 

frequentemente abandonados no Zoológico de Belo Horizonte e podem ser vistos nos espaços 

habitados por estes animais. 

S. felis é considerado uma bactéria comensal de gatos (Lilenbaum et al., 1998; Igimi et 

al., 1994; Patel et al., 2000), embora possa causar quadros diversos como otite externa, feridas, 

abcessos, infecções de pele, infecções do trato urinário e doenças respiratórias (Igimi et al., 

1989; Higgins e Gottschalk, 1991; Litster et al., 2007; Bierowiec et al., 2019; Abdel-Moein et 

al., 2020).  
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Algumas espécies isoladas, apesar de encontradas em baixa frequência, chamam 

atenção pela relevância como patógenos em seres humanos. Tanto S. aureus quanto S. 

epidermidis foram detectados em diferentes animais no presente estudo e, curiosamente, as duas 

espécies foram isoladas de animais sinantrópicos (pombos e roedores) ou de hábitos 

generalistas (quatis), o que pode ter sido influência da antropização, pois mantêm maior contato 

com ambientes urbanos, seres humanos e animais domésticos. S. aureus e S. epidermidis são 

comumente encontradas na microbiota humana e são patógenos oportunistas conhecidos que 

podem causar infecções graves em seres humanos e animais (Weese e Duijkeren, 2010; 

Edmiston et al., 2016; Chalmers e Wylam, 2020).  Vale ressaltar ainda a detecção de S. 

haemolyticus em pombos, outro estafilococco de grande relevância na saúde humana, sendo 

frequentemente isolado de infecções nococomiais graves, incluindo quadros de sepse (Sidhu et 

al., 2007; Czekaj et al., 2015). 

S. sciuri foi a espécie predominantemente recuperada dos jabutis amostrados, 

representando mais de 80% dos isolados. Esse agente também foi encontrado em um quarto dos 

pombos avaliados, sendo isolado também em roedores e quatis. Este resultado não foi 

surpreendente, pois S. sciuri é o isolado mais comum de CoNS em animais silvestres saudáveis, 

incluindo aves, javalis, ouriços, raposas vermelhas, coelhos, texugos e outros mamíferos (Sousa 

et al., 2016; Mama et al., 2019; García et al., 2020; Ruiz-Ripa et al., 2020). Além disso, esta 

bactéria é conhecida por ter uma ampla gama de hospedeiros, é adaptada a diferentes habitats 

(Nemeghaire et al., 2014; Gómez et al., 2017; Schoenfelder et al., 2017; Ruiz-Ripa et al, 2020), 

além de estar presente em relatos de infecção em seres humanos e animais, incluindo 

endocardite, peritonite, infecções do trato urinário e septicemia (Stepanović et al., 2002; 

Stepanović et al., 2005; Severin et al., 2010). 

Embora a RAM seja considerada um dos maiores desafios para a segurança da saúde 

global (WHO, 2014), até o momento, a maioria das pesquisas sobre o tema tem sido baseada 

em seres humanos e animais de produção (Davies e Davies, 2010). Os relatos na vida selvagem 

apenas especulam sobre possíveis fontes, mas pouco se sabe sobre o fluxo e destino de RAM 

no ambiente natural e sobre as diferentes espécies de animais silvestres que podem atuar 

eficientemente como dispersores (Greig et al., 2015; Huijbers et al., 2015). 

Todos as espécies de animais silvestres avaliadas neste estudo apresentaram isolados 

resistentes a antimicrobianos, principalmente à penicilina G e à tetraciclina, que são 

medicamentos amplamente utilizados na medicina humana e veterinária (Argudín et al., 2017; 
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Cerbo, Di et al., 2019). É importante ressaltar que nenhuma delas foi exposta diretamente ao 

uso destes agentes, inclusive os carnívoros do zoológico, cujo histórico sanitário confirmou esta 

informação. Desta forma, os dados apontam que a resistência observada não é provinda da 

pressão seletiva de tratamentos com antimicrobianos, e sim, de outras fontes possíveis, como a 

transmissão de estafilococos resistentes entre diferentes hospedeiros e o meio, e a transmissão 

horizontal de genes. De fato, evidências atuais têm sustentado que a presença de genes de 

resistência e/ou bactérias resistentes a antibióticos em animais selvagens é mais um sinal de 

poluição antrópica do que de seleção, porém, independente disso, afirmam que estes animais 

contribuem para sua dispersão em diferentes ecossistemas (Martínez, 2012; Di Lallo et al., 

2021; Laborda et al., 2022). 

A taxa de resistência a antimicrobianos nas diferentes espécies variou entre 13,9% nos 

quatis e 56,2% nos jabutis. A alta frequência de resistência encontrada em jabutis pode estar 

relacionada ao isolamento exclusivo de estirpes CoNS, pois estas bactérias são designadas 

como reservatórios de genes transferíveis associados à resistência a diversas classes de 

antimicrobianos (Smith e Andam, 2021). Essa informação é extremamente alarmante no atual 

cenário em que o número de adoção de jabutis e outros répteis têm crescido exponencialmente 

(IBGE, 2013). Em contrapartida, a baixa frequência de resistência em quatis não era esperada, 

pois é visível a influência do ambiente urbano no cotidiano destes animais. Atualmente, não há 

estudos com os quais comparar estes achados, porém, do mesmo ponto de vista em que foram 

avaliados os jabutis, apenas 18,6% dos isolados eram CoNS, o que pode ter influenciado no 

menor carreamento de genes de resistência (Smith e Andam, 2021), quando comparado às 

demais espécies. Ainda, assim, estes animais carrearam uma estirpe multirresistente, o que 

afirma seu potencial como carreador e disseminador de estafilococos resistentes. 

Com exceção de jabutis e marsupiais, estafilococos MDR foram isolados de todos os 

grupos avaliados, com destaque para roedores (10,8%) e pombos (5%), fato já esperado por 

serem animais sinantrópicos com extenso contato com seres humanos, animais domésticos e 

ambientes contaminados (Himsworth et al., 2014; Ge et al., 2019). Para os roedores, vale 

ressaltar que apenas os animais do Parque 1, que é mais antropizado e contém efluentes de 

esgoto, mostraram resistência a antimicrobianos. É possível que esta resistência tenha sido 

adquirida pelo contato dos animais com cursos d’água contaminados com resíduos de efluentes 

de esgoto. O efluente de esgoto é conhecido por abrigar vários microrganismos multirresistentes 

e, consequentemente, fornecer uma rota para a transferência horizontal de genes de resistência, 
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que é a principal hipótese para a maior taxa de RAM em roedores no Parque 1 do que no Parque 

2 (Baquero et al., 2008; Gaze et al., 2008; Jobbins e Alexander, 2015; Furness et al., 2017). No 

caso dos pombos, alguns estudos já relataram o isolamento de estafilococos MDR destes 

animais (Kutkowska et al., 2019; Chrobak-Chmiel et al., 2021). Neste estudo, um S. aureus 

multirresistente foi isolado, uma das causas mais frequentes de infecção com difícil tratamento 

em seres humanos no mundo (Ippolito et al., 2010; Turner et al., 2019; Cheung et al., 2021). 

Pode ser que a combinação do ambiente do hospital veterinário, normalmente contemplado com 

alta taxa de resistência (Palma et al., 2020), com o extenso contato com seres humanos e animais 

doentes e saudáveis, possa ter favorecido este cenário. De fato, Futagawa-Saito et al. (2007) 

compararam o perfil de resistência de estafilococos isolados de pombos com alto e raro contato 

direto com seres humanos e animais, observando que apenas os isolados de pombos com alto 

contato direto mostraram resistência a vários antimicrobianos, o que suporta a ideia de que a 

resistência pode estar sendo adquirida, também, devido à coexistência mútua de diferentes 

espécies. 

O presente estudo também apresentou isolamento de estafilococos resistentes à 

meticilina, o que é extremamente alarmante, uma vez que conferem resistência a pelo menos 

todos os antimicrobianos beta-lactâmicos, excluindo a maioria das opções de tratamento de 

primeira escolha para seres humanos e animais, e reduzindo substancialmente as alternativas 

terapêuticas (Marin, 2002; Krapf et al., 2019).  Estirpes de S. nepalensis (onça-pintada), S. 

epidermidis e S. saprophyticus (roedores) foram identificadas como MRS. S. nepalensis já foi 

relatada em estudos anteriores como reservatório relevante de resistência a antimicrobianos 

transferível (Vandzurova et al. 2013; Andrade-Oliveira et al. 2020), e em alguns relatos foi 

causa de infecção em seres humanos (Novakova, 2006; Hosoya et al., 2020). Já S. epidermidis 

e S. saprophyticus são duas bactérias frequentemente envolvidas na saúde humana, sendo a 

primeira, umas das principais causas de infecções nosocomiais (Both et al., 2021), e a segunda, 

a principal causa de infecções do trato geniturinário em mulheres (Widerström et al., 2007; 

Lawal et al., 2021). Há vários relatos sobre a colonização e infecção de animais de companhia 

que transmitem MRS e MDR (Duijkeren et al., 2011; Paul et al., 2011; Pomba et al., 2017), 

mostrando a relevância de estudos que monitoram a ocorrência dessas bactérias resistentes em 

animais. 

O presente trabalho concluiu que as espécies de animais silvestres avaliadas neste estudo 

são colonizadas por diferentes espécies de estafilococos, todas elas já relatadas anteriormente 
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em infecções de seres humanos e animais. Quatis de vida livre e lobos-guarás de cativeiro foram 

sugeridos como hospedeiros naturais do SIG e S. felis, antes observado apenas em felinos 

domésticos, foi isolado pela primeira vez em onças-pintadas e lobo-guará. Todas as espécies 

avaliadas apresentaram estirpes resistentes a antimicrobianos, o que pode ser um sinal de 

transmissão de estafilococos ou genes de resistência relacionada à atividade antrópica, já que 

nenhum dos grupos foi exposto diretamente ao uso de antimicrobianos no período de até um 

ano anteriormente ao estudo. Com exceção de jabutis e marsupiais, estirpes MDR e MRS foram 

observadas nas demais espécies, principalmente em roedores e pombos, animais sinantrópicos 

com extenso contato com seres humanos e animais domésticos. Os resultados aqui encontrados 

apontam que os animais silvestres podem atuar como potenciais reservatórios e disseminadores 

de estafilococos resistentes a antimicrobianos, e reforçam a necessidade de estudos 

epidemiológicos que monitorem a vida selvagem quanto à dispersão de agentes patogênicos e 

determinantes de resistência a antimicrobianos. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O presente estudo confirmou que S. pseudintermedius é a principal espécie de 

estafilococos colonizando e infectando cães em Belo Horizonte, Minas Gerais. A alta taxa de 

MDR observada, especialmente cepas MRSP-MDR, tanto em animais doentes quanto naqueles 

internados na UTI, é de grande preocupação. O estudo com animais infectados revelou a 

circulação de isolados CC71 e de novos STs em clínicas veterinárias. Os novos STs encontrados 

nos cães infectados indicam que a disseminação de MRSP via transferência horizontal de genes 

pode ser tão relevante quanto a dispersão clonal. Até onde sabemos, este é o primeiro estudo 

brasileiro que identificou o ST71 em cães doentes, além de revelar novos STs em circulação no 

país. Além disso, este também é o primeiro estudo brasileiro a avaliar o perfil de colonização e 

resistência a antimicrobianos em cães internados em uma UTI, cujos achados hipotetizam que 

clones de MRSP e MRSA podem estar circulando e sendo transmitidos no ambiente da UTI do 

HV-UFMG. A caracterização molecular das estirpes encontradas é necessária para confirmação 

das hipóteses levantadas. Por fim, os dois estudos realizados com cães apontam para a 

importância de se implementar programas de vigilância, protocolos de controle e prevenção de 

infecções e monitoramento rigoroso do uso de antimicrobianos para combater a disseminação 

de estirpes MDR, incluindo MRSP e MRSA, em hospitais e clínicas veterinárias. 

Este trabalho traz informações inéditas sobre o perfil de colonização e resistência a 

antimicrobianos de estafilococos isolados de pombos, roedores, marsupiais, quatis, canídeos e 

felídeos silvestres em cativeiro, e jabutis no Brasil. Os resultados permitiram concluir que as 
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espécies de animais silvestres avaliadas aqui são colonizadas por diferentes espécies de 

estafilococos, todas elas já relatadas anteriormente em infecções de seres humanos e animais. 

Quatis e lobos-guarás foram sugeridos como hospedeiros naturais do SIG. S. felis, antes 

observado apenas em felinos domésticos, foi isolado pela primeira vez em onças-pintadas e 

lobo-guará. Todas as espécies avaliadas apresentaram estirpes resistentes a antimicrobianos, o 

que pode ser um sinal de transmissão de estafilococos ou genes de resistência relacionada à 

atividade antrópica, já que nenhum dos grupos foi exposto diretamente ao uso de 

antimicrobianos. Com exceção de jabutis e marsupiais, estirpes MDR e MRS foram observadas 

nas demais espécies, principalmente em roedores e pombos, animais sinantrópicos com extenso 

contato com seres humanos e animais domésticos. Os resultados aqui encontrados apontam que 

os animais silvestres podem atuar como potenciais reservatórios e disseminadores de 

estafilococos resistentes a antimicrobianos, e reforçam a necessidade de estudos 

epidemiológicos que monitorem a vida selvagem quanto à dispersão de agentes patogênicos e 

determinantes de resistência a antimicrobianos. 
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Abstract
The global emergence of antimicrobial resistance (AMR) has become a serious threat to human and animal health. Recent 
studies have shown that synanthropic animals can act as reservoirs and disseminators of pathogens and resistant bacteria. The 
aim of this study was to evaluate the frequency, distribution, and antimicrobial susceptibility of staphylococcal species and 
Clostridioides difficile isolated from the feces of free-living rodents and marsupials from two urban parks in Belo Horizonte, 
Brazil. During a 12-month period, fecal samples from 159 free-living animals, including 136 rodents and 23 marsupials, 
were collected from two urban parks in Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil. Staphylococcus spp. were more likely to be 
isolated from rodents than marsupials (p = 0.0164). Eight different staphylococcal species were isolated from 36 (26.5%) 
rodents and one marsupial (4.3%). S. saprophyticus (48.6%) was the most frequently isolated species, and almost a quarter 
of the isolates (24.3%) were resistant to at least one antimicrobial agent, four (10.8%) of which were multi-drug resistant 
(MDR). Two (5.4%) strains were resistant to cefoxitin and were then classified as methicillin-resistant staphylococci, and 
one also tested positive for the mecA gene. C. difficile was isolated from two rodents (1.5%), and one strain was toxigenic 
and classified as ribotype 064. One isolate was resistant to rifampicin, but both strains were susceptible to all other antimi-
crobials tested, including metronidazole and vancomycin. All C. difficile isolates and all staphylococcal strains resistant to 
antimicrobials were recovered from the same park. The present study suggests that free-living rodents in Belo Horizonte 
(Brazil) are mainly colonized by S. saprophyticus and may act as reservoirs of antimicrobial-resistant Staphylococcus spp. 
and C. difficile strains. This is the first study to evaluate the presence of staphylococci and C. difficile from free-living opos-
sums and suggest a low fecal shedding of these organisms by these mammals.

Keywords  Urban parks · Wild small mammals · Methicillin resistance · Antimicrobial resistance · S. saprophyticus

Introduction

The global emergence of antimicrobial resistance (AMR) 
has become a serious threat to human and animal health due 
to the widespread use of antimicrobials. However, there has 
been a significant increase in reports of AMR in bacteria 

isolated from environments and animals that have not been 
exposed to direct selective pressure from these agents [1]. 
Horizontal gene transfer between bacteria has been identi-
fied as an explanation for this phenomenon [2] and, in this 
context, staphylococci are highlighted as excellent carriers 
and transferors of resistance genes [3, 4] causing a wide 
variety of diseases in humans and animals [5–7].

Over the years, staphylococci and AMR have been exten-
sively investigated in humans and domestic animals, but 
there are limited studies on wild and pest species, particu-
larly in developing countries [8, 9]. It is known that some 
pest species can act as reservoirs for antimicrobial-resistant 
bacteria, transmitting and disseminating these microorgan-
isms by different routes, including feces and urine [10].
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Clostridioides (prev. Clostridium) difficile is an emer-
gent pathogen responsible for antimicrobial-associated 
diarrhea in humans. In the last decade, animals and the 
environment have been suggested as possible reservoirs 
of C. difficile strains [11]. Recent studies in Canada and 
European countries have shown that rats and mice are 
sources of C. difficile in both urban and farm environments 
[12–15]. The role of other peridomestic rodents, including 
Cerradomys and Necromys spp., as reservoirs of C. difficile 
strains, has not been addressed.

Given the notable lack of data on the carriage and 
antimicrobial resistance profile of potentially pathogenic 
staphylococci and C. difficile in wild animals living in 
urban areas in Brazil, this study evaluated the frequency, 
distribution, and antimicrobial susceptibility patterns of 
staphylococcal species and C. difficile isolated from the 
feces of free-living rodents and marsupials from two urban 
parks in Belo Horizonte, Brazil.

Material and methods

Capture sites

The capture was conducted in two urban parks in Belo 
Horizonte (Minas Gerais, Brazil). Park 1 was “Jacques 
Cousteau Municipal Park” (19°58′ S and 43°59′ W), with 
a total area of 335 thousand square meters. Park 2, “Man-
gabeiras Municipal Park” (19°56′ S and 43°54′ W), has 
a total area of 2.4 million square meters (Fig. 1). Pre-
vious studies on C. difficile, Vaccinia virus, and differ-
ent ectoparasites and endoparasites in free-living South 
American coatis (Nasua nasua) have been performed in 
park 2 [16–19]. In park 1, currently only one study on 
the abundance and diversity of amphibians has been con-
ducted [20].

These parks serve as recreation centers and leisure areas 
for the population and usually receive a large number of 
visitors every day throughout the year. Park 1 is located 
completely inside the city. The space functioned as a land-
fill for Belo Horizonte for 20 years (1951–1971), and then 
transformed into a park and horticultural garden for the pro-
duction of tree and plant seedlings used for city landscap-
ing. The site has springs and perennial watercourses that 
are impacted by sewage effluent from the city [21]. Park 2 
is considered one of the largest urban parks in Brazil with 
approximately fifteen thousand visitors per month. It is 
located in an urban area in contact with some of the city's 
neighborhoods, but it is surrounded by native vegetation and 
other environmental preservation areas. It has water springs 
around and throughout, but the courses are not impacted by 
wastewater [22].

Animals sampled

A total of 159 free-living animals, including 136 rodents 
and 23 marsupials, were sampled between April 2018 and 
March 2019 (Table 1). For the capture, two transects were 
established for park 1 and three transects for park 2. Each 
transect had fifteen collection stations 20 m apart from 
each other. The stations contained a Sherman trap for cap-
turing small rodents and marsupials, and a cage trap with 
suspended bait for capturing larger animals, totaling thirty 
traps on each transect. Each transect was surveyed once 
per day. The bait used was a mixture of sardines, peanuts, 
bananas, and corn bran. The traps were baited at the time 
of the survey, in the morning, between 08:00 and 09:00, 
on each collection day. The collections occurred for 5 con-
secutive days, every 2 months, totaling six campaigns in 
each park over a period of 1 year.

After capture, the animals were weighed. They were 
then anesthetized with a combination of 2% xylazine 
(rodents, 10 mg/kg, IP; marsupials, 5 mg/kg, IM) and 
ketamine hydrochloride (rodents, 100 mg/kg, IP; marsu-
pials, 25 mg/kg, IM). After sedation, fecal samples were 
collected directly from the rectal ampoule of the marsupi-
als. These animals were marked with ear tags to prevent 
multiple samples from the same animal, and released at 
the same capture site. The rodents were euthanized with 
an overdose of propofol (10 mg/kg) via the intracardiac 
route, and intestinal contents were collected from the rec-
tum (feces) during necropsy.

The fecal samples were placed in a sterile microtube, 
stored in a transport box with ice packs, and transported to 
the Bacteriosis and Research Laboratory of the Veterinary 
School of the Federal University of Minas Gerais (UFMG), 
where they were stored at − 80 °C until laboratory process-
ing. This study was approved by the Ethical Committee on 
Animal Use (CEUA) of UFMG under protocol 306/2017 
and by Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodi-
versidade (ICMBio) under protocol 12,989–2.

Staphylococci isolation and antimicrobial 
susceptibility

For Staphylococcus spp. isolation, fecal samples were sus-
pended in 0.85% saline solution and 100 μL was streaked 
onto mannitol salt agar (MSA; Difco Laboratories Inc., 
USA) that was then incubated at 37  °C for 24 h [23]. 
Colonies were subcultured on brain heart infusion agar 
(BHI, Difco Laboratories Inc., USA) and identified by 
matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight 
mass spectrometry (MALDI-TOF MS; Bruker Daltonics, 
Germany). The cutoff log score of 2 was used to validate 
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identification at the species level, as recommended by the 
manufacturer. The strains were then subjected to DNA 
extraction [24] and methicillin-resistant staphylococci 
were investigated by detection of the mecA gene [25]. 
Antimicrobial susceptibility tests were performed using 
disk diffusion in agar, according to the Clinical and Labo-
ratory Standards Institute (CLSI) documents M100-S30 
[26] and VET08 [27]. The following antimicrobials were 
tested: cefoxitin (30 μg), penicillin (10 units), tetracycline 
(30 μg), trimethoprim/sulfamethoxazole (25 μg), chlo-
ramphenicol (30 μg), erythromycin (15 μg), clindamycin 

(2 μg), gentamicin (10 μg), and ciprofloxacin (5 μg) (DME, 
BRA). Staphylococcus aureus ATCC 25,923 was used as 
a control. Isolates were considered multidrug-resistant 
(MDR) when resistant to three or more classes of antimi-
crobial agents [28].

Clostridioides difficile isolation and antimicrobial 
susceptibility

For C. difficile isolation, fecal samples were incubated in 96% 
ethanol for 30 min (1:1) and aliquots of 10 μL were plated on 

Fig. 1   Mapping of parks 1 and 2 located in the city of Belo Hori-
zonte, Minas Gerais, Brazil. (A) Map of Brazil with the location of 
the Minas Gerais state. (B) Map of Minas Gerais state with the loca-
tion of Belo Horizonte. (C1) Jacques Cousteau Municipal Park (park 

1). (C2) Mangabeiras Municipal Park (park 2). Yellow and blue dots 
represent the locations where animals were captured in transects 1 
and 2, respectively. 
Source: http://​bhmap.​pbh.​gov.​br/​v2/​home.​html
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cycloserine-cefoxitin fructose agar (CCFA) supplemented with 
7% horse blood and 0.1% sodium taurocholate (Sigma, USA) 
[29]. After incubation in an anaerobic atmosphere at 37 °C for 
96 h, C. difficile colonies (flat, irregular, and with ground-glass 
appearance) were subjected to a multiplex PCR to identify the 
housekeeping gene (tpi) and the virulence genes of toxin A 
(tcdA), toxin B (tcdB), and binary toxin (cdtB) [30]. Toxigenic 
C. difficile isolates were also subjected to PCR ribotyping, 
as previously described [31]. The minimal inhibitory concen-
trations (MIC) of metronidazole, vancomycin, clindamycin, 
moxifloxacin, ciprofloxacin, erythromycin, rifampicin, and 
tetracycline were determined using Etest strips (bioMerieux, 
Marcy I'Etoile, France) in Brucella agar (Oxoid, USA) with 
5% lysed blood, supplemented with hemin (Difco Laborato-
ries, USA) and vitamin K (Sigma-Aldrich Co., USA). The 
MIC values were interpreted according to the clinical break-
points of the CLSI and EUCAST guidelines [32–34].

Statistical analysis

The association between phenotypic resistance and Staphy-
lococcus species was evaluated using the chi-square or Fish-
er’s exact tests. The chi-square test for adherence was used to 
evaluate the distribution of variables. All statistical analyses 
were performed using GraphPad Prism v.8 (GraphPad Soft-
ware, San Diego, CA, USA). Differences were considered 
significant at p < 0.05.

Results

Marsupial and rodent species captured

A total of 159 free-living animals, including 136 rodents and 
23 marsupials, were sampled over a 1-year period (Table 1). 

The number of animals sampled in park 1 (76.1%) was 
approximately three times higher than that in park 2 (23.9%) 
(p < 0.001). In park 1, rodents were captured more frequently 
(97.5%) than marsupials (2.5%), with black rats (Rattus rat-
tus) the most commonly collected (31.4%) (Table 1). Among 
marsupials, only the white-eared opossum (Didelphis albi-
ventris) was trapped. In park 2, the capture frequency was 
52.6% for marsupials and 47.4% for rodents. The main repre-
sentatives of marsupials and rodents in this park were white-
eared opossum (Didelphis albiventris) (45%) and the genus 
Cerradomys (55.5%), respectively (Table 1). For marsupials 
(Table 1), the frequency of capture of these animals was 
higher (52.6%) and more species diversity was observed in 
park 2 than in park 1 (2.5%) (p < 0.001).

Staphylococcal isolation and identification

Overall, staphylococci were isolated from 36 out of 136 
(26.5%) tested rodents, with one animal presenting two 
isolates with different Staphylococcus species (Table 1S). 
Among the 37 staphylococci isolates, 35 (94.5%) were from 
park 1, and only two were from park 2. There was no statis-
tically significant difference in staphylococcal carriage by 
rodent species (Table 2). There was also no difference in the 
frequency of isolation in different seasonal periods (rain and 
drought) (Table 1S). Only one isolate (4.3%) was recovered 
from marsupials, specifically from a black-eared opossum 
(Didelphis aurita) captured in park 2. Staphylococci were 
more frequently isolated from rodents than from marsupials 
(p = 0.0164).

Eight different staphylococcal species were detected in 
rodents, with S. saprophyticus (48.6%) being isolated sig-
nificantly more frequently than the other species (p < 0.001) 
(Table 2). S. aureus was isolated from three animals (8.1%). 
For marsupials, the only strain isolated was identified 

Table 1   Frequency and distribution of rodents and marsupials captured in the Jacques Cousteau Municipal Park (park 1) and Mangabeiras 
Municipal Park (park 2) in Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil

1 Some rodents were not classified by genus and species and were categorized as members of the order Rodentia
2 Park 1 (19°58′S and 43°59′W)
3 Park 2 (19°56′S and 43°54′W)

Animals Common name (Specie) Total
2Park 1 3Park 2 Sum Group

Rodents Genus Cerradomys 29 10 39 136 (85.5%)
New world mice (Necromys lasiurus) 34 4 38
Black rat (Rattus rattus) 37 0 37
1Order Rodentia 18 4 22

Marsupials White-eared opossum (Didelphis albiventris) 3 9 12 23 (14.5%)
Black-eared opossum (Didelphis aurita) 0 6 6
Gray-slender opossum (Marmosops incanus) 0 5 5

Total 121 (76.1%) 38 (23.9%) 159 (100%) 159 (100%)
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as S. saprophyticus, which was susceptible to all tested 
antimicrobials.

Staphylococcus spp. antimicrobial susceptibility

Nine (6.6%) rodents harbored antimicrobial-resistant 
staphylococci, all from park 1, and of the 37 isolates, nine 
(24.3%) were resistant to at least one antimicrobial agent. 
Four (10.8%) were classified as MDR, two (5.4%) of which 
were resistant to cefoxitin, and were classified as methicillin-
resistant staphylococci. One of these isolates was positive for 
mecA (Table 3). Penicillin G had the highest frequency of 
resistance (24.3%), followed by erythromycin (8.1%), cefoxi-
tin (5.4%), and clindamycin (5.4%). Resistance to penicillin 
G (cefoxitin/clindamycin: p = 0.04; others: p = 0.002) was 
significantly higher than that of the other tested antimicro-
bial agents, except for erythromycin (p = 0.11). However, no 
significant differences were found in resistance to erythro-
mycin and other antimicrobials. All isolates were susceptible 

to chloramphenicol, ciprofloxacin, gentamicin, tetracycline, 
and trimethoprim/sulfamethoxazole. All rodent species in 
the present study showed at least one antimicrobial resistant 
isolate, and no statistical difference was found between these 
species (p = 0.15). In addition, there was no difference in the 
frequency of resistant isolates among transects in each park 
(p = 0.24) or between the parks (p = 0.6).

Clostridioides difficile isolation and antimicrobial 
susceptibility

C. difficile was isolated from two (1.7%) animals, both 
rodents from park 1. No association was observed between 
rodent species and the isolation of C. difficile. One strain was 
toxigenic (A + B + CDT-) and was classified as ribotype 064, 
while the other isolate was non-toxigenic (A-B-CDT-). The 
non-toxigenic C. difficile isolated in the present study was 
resistant to rifampicin (MIC 3.0 mg/mL). The two isolates 
were susceptible to all other seven antimicrobials tested.

Table 2   Frequency and distribution of staphylococcal species isolated from free-living rodents (n = 136) from two urban parks in Belo Hori-
zonte, Minas Gerais, Brazil

* Multiple comparison: different letters indicate significant differences
1 Some rodents were not classified by genus and species and were categorized as members of the order Rodentia
2  Only genus classification was considered for strains with scores ≤ 2 in MALDI-TOF, as recommended by the manufacturer

Isolate Cerradomys sp. 
(n = 39)

Necromys lasiurus 
(n = 38)

Rattus rattus (n = 37) Rodentia1 (n = 22) Total of isolates

S. saprophyticus 6 4 6 2 18 (48.6%)a

S. xylosus 0 6 0 0 6 (16.2%)b

S. aureus 2 0 1 0 3 (8.1%)b

S. sciuri 1 1 1 0 3 (8.1%)b

S. epidermidis 0 1 1 0 2 (5.4%)b

S. succinus 0 0 1 0 1 (2.7%)b

S. warneri 0 1 0 0 1 (2.7%)b

Staphylococcus sp.2 0 1 2 0 3 (8.1%)b

Total of isolates/rodent 9 (23.8%)a 14 (36.8%)ab 12 (32.4%)ab 2 (9.1%)b 37 (100%)

Table 3   Characterization of staphylococcal isolates that showed antimicrobial resistance

* PEN penicillin, ERY erythromicin, CLI clindamycin, CEF cefoxitin

Animal Park Transect Animal Staphylococcus sp. mecA gene Resistance phetotype*

JC07 1 1 Black rat (Rattus rattus) S. epidermidis No PEN
JC11 1 1 Black rat (Rattus rattus) S. saprophyticus No PEN
JC49 1 1 Black rat (Rattus rattus) S. aureus No PEN; ERY; CLI
JC26 1 2 Genus Cerradomys S. saprophyticus No PEN; ERY; CLI
JC50.2 1 2 New world mice (Necromys lasiurus) S. warneri No PEN
JC54 1 2 New world mice (Necromys lasiurus) S. xylosus No PEN
JC81 1 2 New world mice (Necromys lasiurus) S. epidermidis Yes PEN; ERY; CEF
JC98 1 2 New world mice (Necromys lasiurus) S. sciuri No PEN
JC121 1 2 Order Rodentia S. saprophyticus No PEN; CEF
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Discussion

Studies have suggested that wild animals living closer to 
humans and domestic animals may become a threat to pub-
lic health because they harbor and disseminate pathogens 
and MDR microorganisms, including Staphylococcus spp. 
and C. difficile [10, 35]. However, there are few investiga-
tions on the role of rodents and marsupials in urban areas, 
especially in Brazil. Thus, the present study evaluated the 
presence of C. difficile and MDR staphylococci among 
rodents and marsupials from two urban parks in Belo Hori-
zonte, Brazil.

Two parks were used to trap and sample rodents and 
marsupials. Several differences were observed in the ani-
mals sampled from each park. First, the number of animals 
sampled in park 1 was almost three times higher than that 
in park 2. In addition, differences in the species captured 
were also observed; black rats were the most common 
rodent trapped in park 1, but this animal was not captured 
in park 2. In contrast, the frequency and diversity of mar-
supials were higher in park 2 than in park 1. Ecological 
aspects are the main hypotheses for these differences, since 
park 1 is substantially smaller (335 thousand square meters 
versus 2.4 million square meters), is completely sur-
rounded by urban environment (Fig. 1), has experiencing 
a rapidly growing of vertical urbanization, and has sewage 
effluent present in its waterways [21]. This environment 
seems more attractive to synanthropic rodents, including 
black rats, while the more conserved area observed in park 
2 might favor the trapping of marsupials [36–38].

S. saprophyticus was the most frequently recovered spe-
cies from rodents in the present study (Table 2). Staphylo-
coccal species in rodents vary considerably between stud-
ies, with S. xylosus, S. succinus, and S. sciuri being the 
most frequently noted [39–41]. Interestingly, S. saprophyt-
icus was only reported in a few animals in one study on 
bank voles (Myodes glareolus) conducted in Poland [39]. 
In a public health context, it is also important to remember 
that S. saprophyticus is the second highest cause of urinary 
tract infections in women, including in Brazil, and is typi-
cally classified as a human colonizer [42–47]. Although 
less frequently, S. aureus (8.1%) and S. epidermidis (5.4%) 
were also detected in the present study. These two spe-
cies are commonly found in human microbiota and are 
well-known opportunistic pathogens that can cause serious 
infections in humans and animals [48–50].

Overall, the incidence of staphylococci in rodents in this 
study (27.2%) was much lower than that reported by other 
authors, which is generally more than 75% [39, 41]. Dif-
ferences in rodent species were observed in these studies, 
and differences in host ecology, such as food, geographical 
location, and contact with different anthropogenic sources 

may have contributed to this large variation in carriage 
rate [51, 52].

Only one isolate of S. saprophyticus (4.3%) was recovered 
from marsupials, and rodents appeared to be more prone 
to staphylococcal colonization than marsupials (p = 0.01). 
The only study published to date that evaluated the distri-
bution of staphylococci in marsupials, specifically in the 
nasal swabs of Australian wallabies (Petrogale xanthopus, 
Petrogale lateralis, and Macropus eugenii), reported a much 
higher isolation rate than this study, reaching 90.8%. In addi-
tion, fourteen species of staphylococci were recovered, with 
S. delphini and S. succinus being the predominant species. S. 
saprophyticus, also isolated in the present study, was recov-
ered from 4.5% of the animals evaluated [53]. In that study, 
70% of the wallabies lived in captivity, and the authors 
attributed the high frequency of isolation and diversity of 
staphylococcal species to environmental selection pressure 
and anthropogenic activity.

Staphylococci are known for their capacity to carry and 
disseminate antimicrobial resistance determinants, which 
contribute to their pathogenic potential [4, 54, 55]. In the 
present study, 24.3% of the rodent isolates, all from park 
1, were resistant to at least one tested antimicrobial agent, 
including three isolates classified as MDR, one of which 
was also classified as methicillin-resistant Staphylococcus. 
Penicillin G and erythromycin, two drugs widely used in 
human and veterinary medicine, had the highest resistance 
rate. These results demonstrate that these rodents, although 
not directly exposed to antimicrobial agents, can harbor and 
disseminate resistant bacteria. Only animals from park 1, 
which is more anthropized and contains sewage effluent, 
showed antimicrobial resistance. It is possible that this 
resistance is acquired by the contact of the animals with 
waterways contaminated with waste from sewage effluent. 
Sewage effluent is known to harbor several resistant micro-
organisms and consequently provides a route for horizontal 
transfer of resistance genes, which is the main hypothesis 
for the higher rate of AMR in rodents in park 1 than in park 
2 [52, 56–58].

The high incidence of potentially pathogenic staphylo-
cocci to humans, as well as the high rate of AMR, includ-
ing methicillin-resistant and other MDR staphylococci, is 
of concern mainly for park 1. Methicillin-resistant staphy-
lococci confer resistance to at least all beta-lactam antimi-
crobials, which excludes most of the first-choice treatment 
options for both animals and humans, substantially reducing 
therapeutic alternatives [57]. There are several reports on the 
colonization and infection of companion animals that trans-
mit methicillin-resistant staphylococci and MDR [59–61], 
showing the relevance of studies monitoring the occurrence 
of these resistant bacteria in animals.

The isolation rate of C. difficile in the present study (1.5%) 
was lower than that reported previously with urban rodents, 
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which varied between 4.3 and 35% [13, 62, 63] and with 
rodents trapped in or around farms, which returned between 
24 and 39.2% [63, 64]. A previous study from 2014 with 
South American coati (Nasua nasua) in park 2 also reported 
a low isolation rate (6.5%) of C. difficile [16], whereas all 
animals sampled in park 2 were negative for C. difficile in 
the present study. It is believed that pests reflect environmen-
tal contamination with C. difficile spores [65], and therefore 
this difference among findings is expected, suggesting that 
both parks have low C. difficile contamination.

One of the C. difficile strains was toxigenic and classi-
fied as ribotype 064. C. difficile ribotypes associated with 
CDI in Brazil are still largely unknown because of the lack 
of large-scale studies [66]. RT064 currently has not been 
reported in either humans or animals in Brazil, including 
studies specifically in Belo Horizonte, the same city where 
the two parks are located [66–68]. RT064 has previously 
been reported in animals elsewhere [69] and has also been 
shown to infect humans [70, 71].

Resistance to rifampicin was detected in a non-toxigenic 
C. difficile strain, but both isolates were susceptible to all 
other antimicrobials tested. This result contrasts with other 
studies with rodents, which showed high rates of MDR C. 
difficile strains isolated from rodents [65]. At the same time, 
the detection of non-toxigenic strains resistant to rifampicin 
contributes to the growing concern regarding the role of 
non-toxigenic strains, including isolates from rodents, in 
the spread of resistance patterns of C. difficile, which was 
previously only focused on toxigenic isolates [65, 72].

Conclusion

In conclusion, the present work suggests that free-living 
rodents in Belo Horizonte (Brazil) are commonly colonized 
by S. saprophyticus and can harbor MDR and methicillin-
resistant Staphylococcus strains. C. difficile strains with 
antimicrobial resistance and those from a ribotype previ-
ously reported in humans were also recovered from these 
animals. With regard to marsupials, this is the first study to 
evaluate the colonization and antimicrobial resistance profile 
of staphylococci isolated from the feces of free-living opos-
sums, and despite the small sample size, the results suggest 
low fecal elimination of staphylococci by these animals.
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INTRODUCTION

In the last few decades, there has been a 
global increase in the adoption of reptiles as companion 
animals. According to data issued by the latest census 

of companion animals, Brazil has the ninth largest 
population of reptiles in the world (IBGE, 2013). These 
exotic pets, especially turtles and tortoises, have 
gained popularity because of their appearance and 
complaisant nature (HOSSAIN et al., 2020). 

1Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), 31270-901, Belo Horizonte, MG, Brasil. E-mail: rodrigo.otaviosilva@gmail.com.*Corresponding author.
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ABSTRACT: In the last few decades, there has been a global increase in the adoption of reptiles as companion animals, mainly turtles and 
tortoises. Considering the popularity of reptiles as pets in Brazil, and a notable lack of data about potentially pathogenic staphylococci in 
these animals, this study isolated and evaluate the antimicrobial susceptibility of staphylococcal species from healthy tortoises (Chelonoidis 
carbonaria) in Brazil. During a 12-month period (February 2019 to February 2020), cloacal swabs from 66 healthy tortoises were collected at 
the Wild Animals Screening Center in Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil. The swabs were plated onto mannitol salt agar for staphylococci 
isolation, and species identification was performed using MALDI-TOF MS. Antimicrobial susceptibility was investigated using the disk 
diffusion method, and the presence of the mecA gene was investigated by PCR to detect methicillin resistance. Of the tested animals, 72.7% 
were positive for staphylococcal isolation. All isolates were coagulase-negative staphylococci (CoNS), and Staphylococcus sciuri (81.3%), 
and S. xylosus (12.5%) were the most frequently isolated species. The majority of the isolates (56%) were resistant to at least one antimicrobial 
agent. A high frequency of resistance was observed for penicillin (35.5%) and tetracycline (29.1 %). All strains were susceptible to cefoxitin, 
chloramphenicol, ciprofloxacin, erythromycin, and gentamicin. All isolates were negative for the mecA gene. The present work suggests that 
healthy tortoises are mainly colonized by CoNS, especially S. sciuri. Half of the isolates were resistant to at least one antimicrobial, raising 
questions regarding the possible role of these animals as reservoirs of antimicrobial resistance genes. 
Key words: reptiles, coagulase-negative staphylococci, S. sciuri, S. xylosus, Chelonoidis carbonaria.

RESUMO: Nas últimas décadas, houve um aumento global na adoção de répteis como animais de companhia, principalmente tartarugas 
e jabutis. Considerando a popularidade dos répteis como animais de estimação no Brasil e a notável falta de dados sobre estafilococos 
potencialmente patogênicos nesses animais, o objetivo deste estudo foi isolar e avaliar a susceptibilidade antimicrobiana de espécies 
estafilocócicas de jabutis (Chelonoidis carbonaria) saudáveis no Brasil. Durante um período de 12 meses (fevereiro de 2019 a fevereiro de 
2020), suabes cloacais de 66 jabutis saudáveis foram coletados no Centro de Triagem de Animais Silvestres em Belo Horizonte, Minas Gerais, 
Brasil. Os suabes foram plaqueados em ágar manitol salgado para isolamento de estafilococos e a identificação das espécies foi realizada 
usando MALDI-TOF MS. A susceptibilidade aos antimicrobianos foi investigada pelo método de difusão em disco, e a presença do gene mecA 
foi investigada por PCR para detectar resistência à meticilina. Dos animais testados, 72,7% foram positivos para o isolamento estafilocócico. 
Todos os isolados eram estafilococos coagulase-negativos (CoNS), sendo Staphylococcus sciuri (81,3%) e S. xylosus (12,5%) as espécies 
mais frequentemente isoladas. A maioria dos isolados (56%) foi resistente a pelo menos um antimicrobiano. Alta frequência de resistência 
foi observada para penicilina (35,5%) e tetraciclina (29,1%). Todas as estirpes foram sensíveis à cefoxitina, cloranfenicol, ciprofloxacina, 
eritromicina e gentamicina. Todos os isolados foram negativos para o gene mecA. O presente trabalho sugere que jabutis saudáveis ​​são 
colonizados principalmente por CoNS, especialmente S. sciuri. Metade dos isolados foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano, 
levantando questões sobre o possível papel desses animais como reservatórios de genes de resistência aos antimicrobianos.
Palavras-chave: répteis, estafilococos coagulase-negativos, S. sciuri, S. xylosus, Chelonoidis carbonaria.
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Despite the increasing popularity of 
reptiles as pets, studies have demonstrated that these 
animals represent a potential threat to public health 
(CDC, 2019; RAMOS et al., 2019). These animals 
can act as reservoirs and potential disseminators of 
pathogenic microorganisms, including Salmonella 
spp., pathogenic Escherichia coli, and Leptospira 
spp., and can also contribute to the spread of 
antimicrobial resistance genes (EBANI, 2017; 
RAMOS et al., 2019). 

Staphylococcus spp. are important 
commensal bacteria, which can cause a wide variety 
of diseases in both humans and animals, including 
nosocomial infections (WIELER et al., 2011; 
WALTHER et al., 2017). The genus is divided into 
two groups according to production of the coagulase 
enzyme: coagulase-positive staphylococci (CoPS) 
and coagulase-negative staphylococci (CoNS). CoPS 
are responsible for most infections, whereas CoNS 
represent most commensal staphylococci from different 
hosts and are involved in infections in a variety of 
species, including humans (DIMITRIOU et al., 2011; 
WALLER et al., 2011; BIEROWIEC et al., 2019). In 
addition to this pathogenic potential, CoNS have the 
ability to acquire, harbor, and transfer resistance genes 
to other staphylococci, and even to other bacterial 
species (OTTO, 2013; BECKER et al., 2014). 

Over the years, CoPS and CoNS have been 
extensively investigated in humans and domestic 
animals but few studies have been performed in 
wildlife. There are reports of the colonization 
and antimicrobial resistance of staphylococci 
isolated from some wild mammals, birds, and even 
amphibians (SLAUGHTER et al., 2001; MAMA et 
al., 2019; RUIZ-RIPA et al., 2020). However, there 
are limited studies on staphylococci isolated from 
healthy reptiles, and most of these did not evaluate 
the antimicrobial resistance of the isolates (TADDEI 
et al., 2010; DI IANNI et al., 2015; ORIÁ et al., 2015; 
CARDOSO-BRITO et al., 2019). 

Given the notable lack of data on the 
carriage and antimicrobial resistance profile of 
potentially pathogenic staphylococci in pet reptiles, 
this research evaluated the frequency, distribution, and 
antimicrobial-susceptibility patterns of staphylococcal 
species isolated from healthy tortoises in Brazil.

MATERIALS   AND   METHODS

Samples
A convenience sampling of 66 apparently 

healthy tortoises (Chelonoidis carbonaria) was 
conducted over a 12-month period (February 2019 

to February 2020). Samples were collected by the 
veterinary staff of the Wild Animals Screening Center 
(CETAS) in Belo Horizonte city (Minas Gerais, Brazil), 
an agency responsible for receiving, rehabilitating, 
and reintroducing wild animals into their natural 
environment. The tortoises sampled in this research 
arrived at the center through voluntary delivery, 
rescue, or apprehension by surveillance agencies. For 
sampling procedures, a sterile swab (Cral; Cotia, SP, 
Brazil) was introduced 5–6 cm into the cloaca and 
rotated five times, as described by IVES et al. (2017). 
The swab was placed in a sterile microtube, stored 
in a transport box with ice packs, and transported 
to the Bacteriosis and Research Laboratory of the 
Veterinary School of the Federal University of Minas 
Gerais (UFMG) for immediate processing. The study 
was approved by the Ethical Committee on Animal 
Use (CEUA) of UFMG under protocol 238/2015 
and by Instituto Chico Mendes de Conservação da 
Biodiversidade (ICMBio) under protocol 49195-1.

Staphylococcus sp. isolation and identification
For Staphylococcus sp. isolation, swabs 

were plated onto Mannitol salt agar (Difco, USA) and 
incubated at 37 °C for 24 h. Morphologically suggestive 
colonies were isolated on Brain Heart Infusion agar 
(BHI) (Difco, USA) and identified by matrix-assisted 
laser desorption/ionization – time of flight mass 
spectrometry (MALDI-TOF MS; Bruker Daltonics, 
Bremen, Germany) using the standard extraction protocol 
recommended by Bruker (MATSUDA et al., 2012). 

Antimicrobial susceptibility and mecA detection
Antimicrobial susceptibility tests were 

performed using disk diffusion in agar, according 
to the Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI) documents M100-S30 (CLSI, 2020) and 
VET08 (CLSI, 2018). The following antimicrobials 
were tested: cefoxitin (30 μg), penicillin (10 units), 
tetracycline (30 μg), trimethoprim/sulfamethoxazole 
(25 μg), chloramphenicol (30 μg), erythromycin (15 
μg), clindamycin (2 μg), gentamicin (10 μg), and 
ciprofloxacin (5 μg) (DME, BRA). Staphylococcus 
aureus ATCC 25923 was used as a control strain. 
Additionally, DNA extraction was performed, 
according to PITCHER,  et al. (1989), and methicillin-
resistant staphylococci (MRS) were investigated by 
detection of the mecA gene, as previously described 
by MURAKAMI et al. (1991).

Statistical analysis
The association between phenotypic 

resistance and staphylococcal species was evaluated 
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by chi-square or Fisher’s exact tests, using GraphPad 
Prism v.8 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 
Differences were considered significant at P < 0.05.

RESULTS

In this study, 48 out of 66 (72.7%) tested 
tortoises were positive for staphylococcal species 
(Table 1). All isolates were CoNS and four different 
species were detected, with S. sciuri (81.3%) isolated 
significantly more frequently than the other species 
(Table 1) (P < 0.001). The frequency of S. xylosus was 
also significantly different from that of S. kloosii and 
S. saprophyticus (P = 0.048).

Twenty-seven (56.2%) isolates were 
resistant to at least one antimicrobial agent, while 
twenty-one (43.8%) were susceptible to all tested 
antimicrobials. There was a high frequency of 
resistance to penicillin G (35.5%), followed by 
tetracycline (29.1%), clindamycin (2%), and 
trimethoprim/sulfamethoxazole (2%) (P < 0.05). 
Resistance to penicillin G (CLI/SUT: P < 0.001; others: 
P < 0.001) and tetracycline (CLI/SUT: P = 0.0004; 
Others: P < 0.001) was significantly greater than that 
of the other tested antimicrobial agents. However, 
no significant differences were reported in resistance 
between penicillin G and tetracycline. All isolates 
were susceptible to cefoxitin, chloramphenicol, 
erythromycin, gentamicin, and ciprofloxacin.

Table 1 presents the antimicrobial resistance 
phenotypes of staphylococcal species recovered from 
healthy tortoises in Brazil. Staphylococcus sciuri 
presented resistance to penicillin G, tetracycline, 
and clindamycin. S. xylosus and S. kloosii presented 
resistance to penicillin G and tetracycline and S. 
saprophyticus presented resistance to tetracycline and 

trimethoprim-sulfamethoxazole. All four recovered 
staphylococcal species had isolates resistant to 
tetracycline, and all presented isolates with resistance 
to more than one antimicrobial agent (co-resistance). 
All isolates were negative for the mecA gene.

DISCUSSION

Despite the clear increase in the adoption 
of reptiles as pets, including tortoises, few studies 
have focused on the role of these species as a reservoir 
of bacterial pathogens. To the best of our knowledge, 
this is the first study to isolate staphylococci from 
healthy reptiles and investigate their antimicrobial 
susceptibility. Notably, the incidence of staphylococci 
in tortoises (72.7%) was similar to that in wild birds 
(60–75%) and wild mammals (37.7– 90.8%) (CHEN 
et al., 2016; SOUSA et al., 2016; MAMA et al., 2019; 
RUIZ-RIPA et al., 2020). These results suggested 
that staphylococci are commensals of the mucous 
membrane in tortoises, which is similar to previous 
observations in mammals and birds (NAGASE et al., 
2002; SOUSA et al., 2016; RUIZ-RIPA et al., 2020).

All isolates in the present study were 
identified as CoNS (Table 1). There are limited 
data on the factors that influence colonization by 
CoNS. Recently, GARCÍA et al. (2020) suggested 
that CoPS colonization seems to be more frequent in 
carnivores, raising the hypothesis of an influence 
of diet on staphylococcal colonization in animals. 
Interestingly, tortoises are fed  with non-meat-based 
diets, which could justify the presence of CoNS 
instead of CoPS isolates.

Staphylococcus sciuri was the predominant 
species recovered from the sample tortoises, 
accounting for more than 80% of the isolates (Table 1). 

 

Table 1 - Frequency, distribution, and antimicrobial resistance phenotypes of staphylococcal species recovered from healthy tortoises (n 
= 66) in Minas Gerais, Brazil. 

 

  
---------------------------------Number of antimicrobial resistant isolates--------------------------- 

Species n (%) * PEN TET CLI SXT CEF ERY GEN CIP CLO 
S. sciuri 39 (81.3) a 13 10 1 0 0 0 0 0 0 
S. xylosus 6 (12.5) b 2 2 0 0 0 0 0 0 0 
S. kloosii 2 (4.2) c 2 1 0 0 0 0 0 0 0 
S. saprophyticus 1 (2) c 0 1 0 1 0 0 0 0 0 

Total  
48 

(100%) 
17 

(35.5%) 
14 

(29.1%) 
1 

(2%) 
1 

(2%) 
0 

(0%) 
0 

(0%) 
0 

(0%) 
0 

(0%) 
0 

(0%) 

 
*Multiple comparison: different letters indicate significant differences.  
PEN, penicillin G; TET, tetracycline; CLI, clindamycin; SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole; CEF, cefoxitin; ERY, erythromycin; 
GEN, gentamicin; CIP, ciprofloxacin; CLO, chloramphenicol. 
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This result was not surprising, as S. sciuri is the most 
common CoNS isolate in other healthy wild animals, 
including birds, boars, hedgehogs, red foxes, rabbits, 
badgers, and other mammals (SOUSA et al., 2016; 
MAMA et al., 2019; GARCÍA et al., 2020; RUIZ-RIPA 
et al., 2020). Furthermore, this bacterium is known 
to have a wide range of hosts, is adapted to different 
habitats (NEMEGHAIRE et al., 2014; GÓMEZ et 
al., 2017; SCHOENFELDER et al., 2017; RUIZ-
RIPA et al., 2020), and has also been reported as the 
causative agent of occasional, but serious, infections 
in humans, including endocarditis, peritonitis, urinary 
tract infections, and septicemia (STEPANOVIĆ et 
al., 2002; STEPANOVIĆ et al., 2005; SEVERIN et al., 
2010). In this context, it is important to remember that 
bilateral transmission of commensal staphylococci 
between pets and their owners has been widely 
reported (BAPTISTE et al., 2005; WEESE et al., 
2006; HANSELMAN et al., 2009). 

Staphylococcus xylosus, S. kloosii, and 
S. saprophyticus were also isolated in the present 
study; although, at a much lower frequency than S. 
sciuri (Table 1). These species are less pathogenic 
but opportunistic microorganisms, as are most CoNS 
(BECKER et al., 2014), and have been reported 
to colonize and cause infection in humans and 
some wild and domestic animals (SLAUGHTER 
et al., 2001; PEER et al., 2011; GIORDANO et 
al., 2016; SREDNIK et al., 2017). Specifically, S. 
saprophyticus is the second highest cause of urinary 
tract infections in women and is typically classified 
as a human colonizer (LATHAM et al., 1983; VON 
EIFF et al., 2002; RAZ et al., 2005; FARIÑA et al., 
2013). Unfortunately, it is unclear if an anthropogenic 
activity and/or human contact, including manipulation 
of these animals, have had influenced the isolation 
rate of S. saprophyticus in the present study. 

It is important to highlight that CoNS, 
including S. sciuri, are known for their capacity 
to carry and disseminate antimicrobial resistance 

determinants (SCHOENFELDER et al., 2017), which 
contribute to their pathogenic potential (STEPANOVIĆ 
et al., 2002; FREY et al., 2013; BEIMS et al., 2016). 
In the present study, more than half of the isolates 
were resistant to at least one tested antimicrobial 
agent, mostly penicillin G (35.5%) and tetracycline 
(29.1%) (Table 2), which are widely used in human and 
veterinary medicine. Unfortunately, the antimicrobial 
history of the sampled animals was unknown, but 
neither penicillin nor tetracycline are listed as common 
antimicrobials to treat bacterial infections in tortoises 
(MAUTINO & PAGE, 1993). In fact, the isolates were 
fully susceptible to most compounds recommended for 
these animals, including gentamicin, chloramphenicol, 
ciprofloxacin, and trimethoprim-sulfonamide.

 Among the S. sciuri isolates, resistance 
to penicillin G and tetracycline (33.3% and 25.6%, 
respectively) was more common than resistance 
to the other antimicrobials tested. These rates were 
much lower than those reported by NEMEGHAIRE 
et al. (2014) (98.6% and 60%, respectively) and 
SCHOENFELDER et al. (2017) (74% and 87%, 
respectively) for S. sciuri isolates from farm animals. 
This result was expected since the selective pressure 
of antimicrobials is likely much lower in tortoises 
than that in livestock. The source of the resistance 
to penicillin and tetracycline in these animals is 
unknown, but both antimicrobials have moderate 
potential for bioaccumulation in plants (TASHO & 
CHO, 2016), which is the main food source for many 
animals, including captive and free-living tortoises.

Over the last decade, MRS have emerged, 
creating concern for human and veterinary health. 
Resistance to all beta-lactam antimicrobials as a 
consequence of the acquisition of the mecA gene 
excludes practically all of the first-choice treatment 
options for both animals and humans, drastically 
reducing therapeutic alternatives (MARIN, 2002). 
There are several reports on the colonization and 
infection of companion animals that transmit MRS 

 

Table 2 - Antimicrobial resistance phenotypes of Staphylococcus species recovered from tortoises in Brazil. 
 

Species Total of isolates Antimicrobial resistance phenotypeab Co-resistance 

S. sciuri 39 PEN13, TET10, CLI1 PEN-TET2; PEN-CLI1 
S. xylosus 6 PEN1; TET2 PEN-TET1 
S. kloosii 2 PEN2; TET1 PEN-TET1 
S. saprophyticus 1 TET1; SXT1 TET-SXT1 
 

aPEN, penicillin G; TET, tetracycline; CLI, clindamycin; SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole. 
bSuperscript numbers indicate the number of isolates with the same characteristic. 
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strains (VAN DUIJKEREN et al., 2011; POMBA et al., 
2017), showing the relevance of studies monitoring 
the occurrence of MRS in animals. Fortunately, there 
were no MRS isolates in the tortoises evaluated in this 
study. Although, previous studies have suggested that 
biofilms also play a role in the treatment resistance 
of staphylococci infection, information on biofilm 
production in CoNS isolated from wild animals is 
lacking (Lee et al., 2019). Thus, future studies should 
also evaluate the capacity of biofilm formation in 
these CoNS isolates from tortoises.

This study has some limitations. Due to the 
small number of sampled animals, further studies are 
needed to determine the prevalence of staphylococci 
and the most common species in tortoises. 
Additionally, other reptile species should be studied 
to better understand the prevalence of staphylococci 
in these animals, as well as to clarify their role as 
reservoirs of drug-resistant staphylococci. 

CONCLUSION

In conclusion, the present research 
suggested that healthy tortoises are mainly colonized 
by CoNS, especially S. sciuri. Staphylococci from 
tortoises seem to be susceptible to the majority of 
antimicrobial classes tested, but more than half of the 
isolates were resistant to at least one antimicrobial, 
penicillin or tetracycline, both of which are widely 
used in veterinary medicine. This is the first study to 
evaluate the colonization and antimicrobial resistance 
profile of staphylococci isolated from the cloacae of 
healthy tortoises, as well as from healthy reptiles. 
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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 pyo-

derma, otitis, and surgical wound infections. The emergence of methicillin-resistant S. pseudin-

termedius (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 iden-

tify the occurrence of Staphylococcus spp. 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 desorp-

tion ionization-time of flight (MALDI-ToF) mass spectrometry and confirmed at the species

level by polymerase chain reaction (PCR). Sequencing of the 16S rRNA and rpoB genes were

used in selected samples that were not identified by MALDI-ToF and by the species-specific

PCR. 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 methicillin-resistant. 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 antimi-

crobial 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. Addition-

ally, this is the first study to extensively investigate the population structure of MRSP in Brazil,

which revealed the dispersion of CC71 and nine novel ST. These findings raise concerns for

both animal and human health due to the zoonotic potential of this species and limited thera-

peutic options available for MRSP infections.
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Introduction

Staphylococcus pseudintermedius is a major commensal agent of the skin and mucosae of dogs

and integrates the S. intermedius group (SIG) along with three other species: S. intermedius, S.

delphini and S. cornubiensis [1, 2]. Although it is commonly found in the nose and anus of

healthy individuals, S. pseudintermedius can be responsible for several clinical infections, being

one of the leading causes of pyoderma, but it is also a common cause of otitis, wound infec-

tions, and urinary tract infections [1, 3–5].

Over the past decade, the emergence of methicillin-resistant S. pseudintermedius (MRSP)

has become a problem of great concern in veterinary medicine [4, 6, 7] due to the acquisition

of the Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec), a mobile genetic element which

harbors the mecA gene and confers resistance to all beta-lactam antimicrobials, except for the

fifth-generation cephalosporins ceftaroline and ceftobiprole [8]. MRSP strains are also com-

monly resistant to other antimicrobial classes, such as aminoglycosides, macrolides, and fluo-

roquinolones, representing a challenge to therapeutic approaches [4, 9–11]. Furthermore,

SCCmec and/or other antimicrobial resistance genes can be transferred between different

staphylococci, which can lead to serious public health issues, especially when involving MRSP

and methicillin-resistant S. aureus (MRSA) [9, 12, 13]. Similar to MRSP in dogs, MRSA is a

major pathogen associated with both hospital and community-acquired infections in humans

and is responsible for severe cases of soft tissue infections [11, 12].

Reports of human cases of carriage or infection by S. pseudintermedius have been scarcely

described over the last few years [9, 14]. S. pseudintermedius can cause a range of skin and soft

tissue infections in humans, and studies have shown high similarity among strains isolated

from human patients and their dogs [15–19]. Furthermore, it seems like long-term contact

with dogs may be a risk factor for acquiring the bacterium, with veterinarians and pet owners

being the most affected [9, 14, 20, 21]. In this context, MRSP is a relevant one health problem

because of its potential zoonotic risk and the limited options of treatment currently available.

In addition to its growing importance, there are few studies on MRSP in Brazil. To date,

there is almost no information about its population structure and resistance patterns [22–25].

Furthermore, few studies have investigated the possible relationship between different clinical

manifestations caused by S. pseudintermedius in dogs and their patterns of antimicrobial resis-

tance (AMR) and genetic background. This study aimed to identify the occurrence of staphy-

lococci, with major focus on S. pseudintermedius, in dogs with clinical conditions and

investigate its epidemiology in Belo Horizonte, Minas Gerais, by reporting the antimicrobial

resistance profiles and analyzing the molecular structure of MRSP isolates.

Materials and methods

Strain isolation and identification

Clinical specimens were obtained from dogs during consultation at the Veterinary Hospital of

the Federal University of Minas Gerais (HV-UFMG) and in a veterinary clinic (VetMaster,

Belo Horizonte, Minas Gerais) from 2017 to 2020. After informed consent of the owners, sam-

ples of dogs with suspected bacterial infection at any site were included in the present study.

Patient information data, including reasons for consultation, age, sex, disease, specimen type,

involvement of antimicrobial therapy at the time of sampling, and outcome, were collected.

This study was approved by the Ethical Committee on Animal Use (CEUA) of the Federal

University of Minas Gerais under protocol 287/2019.

All samples were plated on mannitol salt agar (Kasvi, Brazil) and incubated for 24 h at

37˚C. Two presumptive colonies from each sample were plated on Müller Hinton agar (Difco,
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USA) and identified by matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight (MALDI--

TOF) mass spectrometry, as described previously [26]. Briefly, for each strain, 1 μl of formic

acid (70%) and 1 μl of MALDI-TOF MS matrix, consisting of a saturated solution of α-cyano-

4-hydroxycinnamic acid (HCCA) (Bruker Daltonics, Bremen, Germany), were applied to the

spot and allowed to air-dry. Spectra were acquired using the FlexControl MicroFlex LT mass

spectrometer (Bruker Daltonics) with a 60-Hz nitrogen laser, in which up to 240 laser shots.

Parameters for mass range detection were defined to allow the identification from 1,960 to

20,137 m/z, where Ion source 1 v was 19.99 kv, Ion source 2 voltage was 18.24 kv and the lens

voltage was 6.0 kv for data acquisition. Prior to measurements, calibration was preceded with a

bacterial test standard (E. coli DH5 alpha; Bruker Daltonics). The Real Time (RT) identifica-

tion score criteria used were those recommended by the manufacturer: score� 2.000 indicates

a species-level identification. Isolates identified as SIG by MALDI-ToF were confirmed by

multiplex polymerase chain reaction (PCR) of nuc gene [27]. SIG isolates that were not ampli-

fied by multiplex PCR, and non-SIG isolates with MALDI-ToF score under 2.000 were submit-

ted to sequencing of the 16S rRNA gene and sequencing of the rpoB gene, if necessary.

Amplification and sequencing of the 16S rRNA and rpoB genes were performed as previously

described [28, 29].

Antimicrobial susceptibility testing

Antimicrobial susceptibility of all Staphylococcus spp. isolates was tested by the disk diffusion

method and interpreted according to the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)

documents, M100-Ed31 [30] and VET01S-Ed5 [31]. Strains were cultivated in Müller-Hinton

agar and incubated overnight at 35˚ C. Inoculation was performed using cell suspensions of

0.5 McFarland turbidity standard and results were read within 18 to 24 hours. The following

antimicrobials were tested: oxacillin (OXA, 1 μg), cefoxitin (FOX, 30 μg), penicillin (PEN, 10

IU), gentamicin (GEN, 10 μg), erythromycin (ERY, 15 μg), clindamycin (CLI, 2 μg), tetracy-

cline (TET, 30 μg), ciprofloxacin (CIP, 5 μg), nitrofurantoin (NIT, 300 μg), trimethoprim-sul-

famethoxazole (SXT, 1,25/23,75 μg), chloramphenicol (CHL, 30 μg), and rifampicin (RIF,

5 μg) (Oxoid, USA). Staphylococcus aureus ATCC1 25923 was used as control. The results

were recorded as susceptible, intermediate, or resistant by measuring the inhibition halo diam-

eter according to the documents quoted above [30].

DNA extraction and detection of mecA
Extraction of bacterial genomic DNA with guanidium thiocyanate was performed according

to a method previous described [32]. The extracted DNA was quantified using a Nanodrop

spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). The purity of the extracted

DNA was determined using the absorbance ratio at 260/280 nm. All staphylococci isolates

were tested by PCR to determine whether they carry the mecA gene [33].

Multilocus sequence typing (MLST)

Multilocus sequence typing was performed for all MRSP isolates, according to literature [34,

35]. STs were determined using the S. pseudintermedius MLST database (https://pubmlst.org/

organisms/staphylococcus-pseudintermedius), and new STs were assigned by the curator Vin-

cent Perreten (vincent.perreten@vbi.unibe.ch). Phyloviz v 2.0, using the goeBURST algorithm

[36, 37], was used to infer the population structure, with clonal complexes (CCs) composed of

all strains sharing at least six identical alleles (single-locus variant). Multilocus sequence analy-

sis (MLSA) was performed based on concatenated sequences of the seven alleles from the

MLST scheme. A phylogenetic tree was constructed using the approximately-maximum-
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likelihood (ML) model and Hasegawa-Kishino-Yano models of nucleotide evolution was con-

structed using IQ-TREE [38], with a bootstrap analysis with 1000 replicates, and visualized

and annotated using iTol v.4 [39].

Statistical analysis

Data were summarized using frequency tables and percentages for categorical variables and medi-

ans for continuous variables. To measure the association between the categorical variables and iso-

lated strains, a univariate analysis using Fisher’s exact test was performed. The associations were

expressed as odds ratios (ORs) and their 95% confidence intervals (CIs). Statistical significance

was set at P� 0.05. For quantitative variables, the Mann-Whitney test was used, with a p
value� 0.05, and Tukey’s comparison test was applied if statistical significance was observed. All

analyses were performed using R Software 4.0.9 (R Development Core Team, NZ).

Results

Data collection

One hundred and sixteen dogs were included in this study, which provided 131 samples of

staphylococcal species. When two isolates from the same animal were obtained from the same

site and had the same antimicrobial resistance profile, only one of them was maintained in the

study. Most of the isolates (95/131–72.5%) were obtained from HV-UFMG, while 27.5% (36/

131) samples from 27 animals were obtained in a private clinic. The animals belonged to dif-

ferent breeds and ages ranging from 12 to 204 months, with a mean of 88 months (±46.3).

Fifty-seven animals were female, fifty-eight were male, and one was not provided with gender

information (see S1 File). At least 64 animals (55.2%) had previous use of antimicrobials, 56

received different systemic antibiotics, eight of them had used only topical antibiotics, and 15

of them used both systemic and topical products. The main prescribed antibiotics were cefa-

lexin (29/64), amoxicillin (9/64), or a combination of amoxicillin and clavulanic acid (16/64)

and enrofloxacin (11/64). Most of the clinical specimens were associated with dermatological

conditions: 58 (44.3%) with pyoderma, 28 (21.4%) with otitis, 20 (15.3%) with urogenital tract

infections, 15 (11.4%) with surgical site infections (SSIs), and 10 (7.6%) from other sites.

Strain isolation and identification

A total of 131 samples were obtained and confirmed to be Staphylococcus spp. by MALDI-ToF.

A total of 102 isolates (77.9%) were identified by MALDI-TOF as part of the SIG (Table 1).

Among these, PCR of the nuc gene confirmed 98 (96.1%) isolates as S. pseudintermedius and

four (3.9%) as S. delphini. Sequencing of the 16S rRNA gene confirmed all species, except in

one case. The only sample sent for sequencing of the rpoB gene was identified as S. delphini,
confirming the MALDI-ToF results. The most frequent species isolated was S. pseudinterme-
dius (98/131, 74.8%), followed by S. schleiferi (20/131, 15.3%) (see Fig 1), although it is impor-

tant to state that the possible differentiation of S. schleiferi into two species, S. coagulans and S.

schleiferi [40], was not investigated. Nine animals had both pyoderma and otitis at time of sam-

pling–two of them caused by S. pseudintermedius and two caused by S. schleiferi; in all those

cases, isolates from the same animal showed the same antimicrobial resistance profile. The

other five animals had otitis and pyoderma caused by different species, more specifically a

combination of S. pseudintermedius and S. schleiferi in four of them and the other one with a

combination of S. pseudintermedius and S. delphini. Two dogs with pyoderma carried methi-

cillin-susceptible S. pseudintermedius (MSSP) with different patterns of antimicrobial resis-

tance, one carried both MSSP and MRSP and two carried S. pseudintermedius and S. aureus.
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Antimicrobial susceptibility

Results of antimicrobial resistance to all staphylococci species are shown in Table 2. A total of

88.2% (90/102) isolates from the SIG were resistant to at least one antibiotic. About 86.7% (85/

98) of S. pseudintermedius were resistant to penicillin and 24.5% (24/98) were resistant to oxa-

cillin. In sequence, 59.2% (58/98) isolates were resistant to trimethoprim/sulfamethoxazole,

58.2% (57/98) were resistant to tetracycline and 42.9% (42/98) were resistant to clindamycin

and erythromycin. All isolates were susceptible to nitrofurantoin. Isolates from SSIs had the

highest rates of resistance to nine of the tested antibiotics (p<0.05; Fig 2). Sixty-two isolates

(63.3%) were considered multidrug resistant (MDR). Of these, 43.5% (27/62) were isolated

from pyoderma, 21% (13/62) from SSIs, 14.5% (9/62) from otitis, 11.3% (7/62) from urogenital

infections, and 9.7% (6/62) from other sites. Only one S. delphini showed antimicrobial resis-

tance, being resistant to penicillin and tetracycline.

Among the 29 non-SIG isolates, 18 (62.1%) were susceptible to all antimicrobials. Nine iso-

lates (31%) were resistant to penicillin, which was the highest rate of resistance observed

among these strains. Two isolates (6.9% - 2/29) were resistant to GEN and two isolates resistant

to PEN were also resistant to ERY (3.4% - 1/29) or TET (3.4% - 1/29). One isolate (3.4% - 1/

29) was resistant to FOX, PEN, CLI and SXT and positive for the mecA, thus being the only

isolate considered multidrug resistant.

S. pseudintermedius was significantly associated with resistance to RIF (OR 5.82, 95%CI),

CIP (OR 5.83, 95%CI), CLI (OR 7.82, 95%CI), ERY (OR 7.82, 95%CI), PEN (OR 10.11, 95%

CI), OXA (OR 13.11, 95%CI), SXT (OR 14.73, 95%CI), and TET (OR 14.73, 95%CI). S. pseu-
dintermedius strains were also associated with MDR (OR 18.6, 95%CI 5.3–65.1) when com-

pared to other staphylococci.

Table 1. Distribution and proportion of staphylococci species isolated from different sites of sampling from 116

dogs at two different veterinary clinics from Belo Horizonte, Brazil, between 2017 and 2020.

Infection site Species

Skin (n = 58–44.3%) S. pseudintermedius (n = 45)

S. delphini (n = 1)

�S. schleiferi (n = 10)

S. aureus (n = 2)

Ear (n = 28–21.4%) S. pseudintermedius (n = 17)

S. delphini (n = 1)

�S. schleiferi (n = 10)

Urogenital tract (n = 20–15.3%) S. pseudintermedius (n = 14)

S. delphini (n = 2)

S. aureus (n = 1)

S. capitis (n = 1)

S. epidermidis (n = 1)

S. warneri (n = 1)

Surgical wound (n = 15–11.4%) S. pseudintermedius (n = 13)

S. simulans (n = 1)

S. capitis (n = 1)

Others (n = 10–7.6%) S. pseudintermedius (n = 9)

S. simulans (n = 1)

� The recently approved differentiation of S. schleiferi into two species (S. coagulans and S. schleiferi) was not

considered in the present work.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422.t001
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Methicillin-resistant staphylococci

Approximately 23.5% (24/102) of SIG isolates were positive for the mecA gene, all of them

identified as S. pseudintermedius. Three (10.3%) of non-SIG isolates were also positive for

mecA. Of these, two were S. schleiferi and one was S. epidermidis. However, only S. epidermidis
was phenotypically resistant to oxacillin or cefoxitin (inhibition halo = 24mm for FOX); this

strain was obtained from a dog with a nosocomial UTI. The two S. schleiferi positive for mecA
were not resistant to oxacillin (inhibition halos for FOX 19 and 19,1mm). No MRSA isolates

were identified in this study.

Fig 1. Distribution and proportion of staphylococci from different sites of sampling from 116 dogs attended at two different

veterinary clinics from Belo Horizonte, Brazil, between 2017 and 2020. Disclosure—The recently approved differentiation of S. schleiferi
into two species, S. coagulans and S. schleiferi [40], was not considered in the present work.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422.g001
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MRSP

Twenty-four isolates of S. pseudintermedius were resistant to oxacillin and positive for the

mecA gene by PCR, thus being considered MRSP (Table 3). Of these, 50% (12/24) were from

surgical wounds, 29.2% (7/24) from skin lesions, 12.5% (3/24) from otitis, and 8.3% (2/24)

from other sites. When classified by the type of infection, rates of MRSP were 15.6% (7/45) in

dogs with skin infections, 17.6% (3/17) in dogs with otitis, 92.3% (12/13) in dogs with SSIs,

and 22.2% (2/9) in other sites. None of the MRSP strains were isolated from dogs with urinary

tract infection (UTI). All isolates were resistant to at least three classes of non-beta-lactam anti-

microbials. The most common antimicrobial resistance profiles were OXA-PEN-ERY--

CLI-SXT-RIF-CIP-TET-GEN (16.7% - 4/24) and OXA-PEN-ERY-CLI-SXT-RIF-TET-GEN

(16.7% - 4/24).

Ten different ST profiles were identified, including nine new STs (ST2124 –ST2131 and

ST2164) (Fig 3). In goeBURST analysis, ten isolates (ST71 and ST2130) belonged to well-

known CC71 (Fig 4E); ST2124 was related to CC2166 (Fig 4B); STs 2125 and 2128 seemed to

be related to CC781 (Fig 4D), while ST2127 was closer to CC558 –which has evolved from

CC781(Fig 4D); STs 2126 and 2131 were close to subfounder ST1709 (Fig 4D); and STs 2129

and 2164 were closer to CC1758 (Fig 4C). In the statistical analysis, CC71 was associated with

resistance to ciprofloxacin (p< 0.05).

Predictors for MRSP

There was no significant difference in the proportion of MRSP isolates between female and

male dogs or between age groups. However, previous antimicrobial treatment (OR9.21 95%CI

2.05–41.25) and hospital-acquired infections were associated with the isolation of MRSP

strains. When considering the clinical condition presented by the animals, SSIs were

Table 2. Antimicrobial resistance among staphylococci isolates from infected dogs attended at two different veterinary clinics, from 2017 to 2020, in Belo Hori-

zonte, Brazil.

Species Isolates OXA/

FOX

PEN ERY CLI SXT RIF GEN TET CIP CHL NIT MDR

S.

pseudintermedius
98

(74.8%)

24

(18.3%)

85

(64.9%)

42

(32.1%)

42

(32.1%)

58

(44.3%)

35

(26.7%)

28

(21.4%)

57

(43.5%)

34

(26%)

8

(6.1%)

0

(0%)

62

(47.3%)

S. delphini 4 (3,1%) 0 (0%) 1 (0.8%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (0.8%) 0 (0%) 0 (0%) 0

(0%)

0 (0%)

S. schleiferi� 20

(15.3%)

0 (0%) 2 (1.5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (1.5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0

(0%)

0 (0%)

S. aureus 3 (2.3%) 0 (0%) 2 (1.5%) 1 (0.8%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (0.8%) 0 (0%) 0 (0%) 0

(0%)

0 (0%)

S. capitis 2 (1.5%) 0 (0%) 2 (1.5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0

(0%)

0 (0%)

S. epidermidis 1 (0.8%) 1 (0.8%) 1 (0.8%) 0 (0%) 1 (0.8%) 1 (0.8%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0

(0%)

1 (0.8%)

S. simulans 2 (1.5%) 0 (0%) 1 (0.8%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0

(0%)

0 (0%)

S. warneri 1 (0.8%) 0 (0%) 1 (0.8%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0

(0%)

0 (0%)

Total 131

(100%)

25

(19.1%)

95

(72.5%)

43

(32.8%)

43

(32.8%)

59 (45%) 35

(26.7%)

30

(22.9%)

59 (45%) 34

(26%)

8

(6.1%)

0

(0%)

63

(48.1%)

OXA = oxacillin, FOX = cefoxitin, PEN = penicillin, ERY = erythromycin, CLI = clindamycin, SXT = thrimethoprim/sulfamethoxazole, RIF = rifampicin,

GEN = gentamicin, TET = tetracycline, CIP = ciprofloxacin, CHL = chloramphenicol, NIT = nitrofurantoin, MDR = multidrug resistacnce

� The recently approved differentiation of S. schleiferi into two species (S. coagulans and S. schleiferi) was not considered in the present work.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422.t002
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Fig 2. Antimicrobial resistance among clinical S. pseudintermedius isolates from infected dogs from two different veterinary clinics from

2017 to 2020 in Belo Horizonte, Brazil. a) Overall prevalence according to the antimicrobial compound; b) According to site of infection.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422.g002
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significantly associated with MRSP isolation: a dog with SSI was more likely to carry an MRSP

strain than an MSSP strain (OR 3.7 95%CI 1.5–9.4). In addition, MRSP was more likely to be

isolated from SSI than from pyoderma, otitis, urogenital infection, or other site infections

(p<0.05).

Discussion

In the present study, we characterized the occurrence of different species of Staphylococcus
spp. isolated from several different tissues in dogs and evaluated their antibiotic resistance. S.

pseudintermedius was the most prevalent species in this study. As it is the major causative

agent of pyoderma in dogs, most clinical specimens were obtained from skin lesions [1, 41].

The second most frequently observed species was S. schleiferi, but it is important to remember

that the recently approved differentiation of S. schleiferi into S. coagulans and S. schleiferi [40]

was not considered in the present work. Anyway, S. schleiferi is rarely found in healthy carriers

and is commonly isolated from dogs with otitis or pyoderma [11, 42, 43]. Some animals were

infected by both MSSP and MRSP, or even by two different species of Staphylococcus spp., sim-

ilar to previous reports [1, 11]. As these bacteria can share MGE, it is worrisome that strains

previously susceptible could acquire resistance and/or virulence genes when in contact with

virulent/resistant lineages [10, 12].

High rates of AMR were observed among the SIG isolates to most of the antimicrobials

tested in this study. AMR is considered a natural phenomenon, but the excessive or inappro-

priate use of antimicrobial drugs in human and veterinary medicine accelerates its occurrence

[44]. Over half of the animals included in the study had been previously treated with at least

one systemic antibiotic, which can be linked to the high rates of AMR found. Unfortunately,

Table 3. Antimicrobial resistance profile of methicillin-resistant S. pseudintermedius (MRSP) strains isolated

from dogs (Belo Horizonte, Brazil) according to sequence types (STs) and infection sites.

ST CC Antimicrobial resistance profile Infection site

71 (n = 9) 71 OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, RIF, CIP, TET, GEN Surgical wound (2)

Skin (1)

OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, RIF, CIP, GEN Surgical wound (1)

Skin (1)

Others (1)

OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, RIF, CIP, TET Surgical wound (3)

2124 (n = 2) NA OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, CIP, GEN Otitis (1)

OXA, PEN, SXT, RIF, CIP, TET, GEN Others (1)

2125 (n = 3) NA OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, RIF, CIP, GEN Surgical wound (1)

OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, CIP, GEN Skin (1)

OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, CIP Surgical wound (1)

2126 (n = 4) NA OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, RIF, TET, GEN Skin (2)

Surgical wound (1)

Otitis (1)

2127 (n = 1) NA OXA, PEN, SXT, RIF, TET Skin (1)

2128 (n = 1) NA OXA, PEN, SXT, RIF, CIP, TET Surgical wound (1)

2129 (n = 1) NA OXA, PEN, ERY, CLI, CHL, CIP, TET, GEN Surgical wound (1)

2130 (n = 1) 71 OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, RIF, CIP, TET, GEN Otitis (1)

2131 (n = 1) NA OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, RIF, TET Surgical wound (1)

2164 (n = 1) NA OXA, PEN, ERY, CLI, SXT, RIF, CHL, CIP, TET, GEN Skin (1)

�NA = not applicable.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422.t003
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Fig 3. Genetic relationship of MRSP from dogs in Belo Horizonte (2017–2020). a) Population snapshot of MRSP goeBURST full MST analysis.

Line numbers and shading indicate the number of differing loci between STs and colors indicate the type of infection related to each ST. b) A

phylogenetic tree based on the alignment of all MLST genes of each ST was inferred using iqTree; posterior probabilities are shown in red. Columns

with triangles, circle and star indicate the site of infection of each isolate; colored squares’ columns indicate presence or absence of resistance to

different classes of non-beta-lactams antibiotics.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422.g003
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this frequency is not surprising, considering the main clinical manifestations presented by

those animals. In small animal practice, skin infections are commonly seen in routine, being

the main reason for antimicrobial administration in dogs, accounting for almost one-third of

antimicrobial prescriptions in small animal clinics [45]. Similarly, otitis and bacterial urinary

tract disease are common causes of morbidity in dogs and are among the leading causes of

antimicrobial use [46–48]; and surgery often requires antimicrobial prophylaxis and post-

operative administration of antimicrobials [49, 50]. The main prescribed antibiotics were cefa-

lexin, amoxicillin, amoxicillin/clavulanic acid, and enrofloxacin. Beta-lactams are commonly

the most used antimicrobial group in small animals, especially when culture is not available

[12, 14, 47].

Except for penicillinase-labile antibiotics, MSSP usually presents satisfactory rates of anti-

microbial susceptibility reported in the literature [10, 51–53]. However, our results revealed

high rates of antimicrobial resistance to several classes of antibiotics, including veterinary criti-

cally important antimicrobial agents [54], in both MSSP and MRSP strains, with significant

occurrence of MDR. In contrast, chloramphenicol and nitrofurantoin were the antibiotics

with major rates of susceptibility among S. pseudintermedius strains, which is expected, since

both are forbidden for veterinary use in Brazil [55].

The present study identified an overall occurrence of 24.5% of MRSP among all S. pseudin-
termedius isolates, which is within the expected range, since literature reports variable rates of

prevalence of MRSP in dogs, ranging from 0% to 60% [3, 9, 56]. Previous studies conducted in

Brazil showed similar or higher rates of MRSP in animals with pyoderma, otitis and UTI [22–

25, 46] when compared to the present work. It is important to emphasize that comparisons

between different studies are not easy to make, as the prevalence of MRSP depends not only

Fig 4. goeBURST population snapshot of S. pseudintermedius at single locus variance (SLV). Blue color indicates worldwide strain types, while red color

indicates MRSP strains identified in the present study; line numbers indicate allelic variance. a) Major populational structure of S. pseudintermedius. Clusters of

linked isolates correspond to clonal complexes (CCs); singletons are not showed. Gray boxes indicate the localization of STs identified in the current study. b)

snapshot of CC2166, with ST 2124 in red. c) snapshot of CC1758, with STs 2129 and 2164 in red. d) snapshot of CC781 and adjacent, with STs 2125, 2126,

2127, 2128 and 2131 in red. e) Snapshot of CC71 with STs 71 and 2130 in red.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422.g004
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on the geographic region but also on the type of sample, the population included, and method-

ology of the study [1, 57].

Interestingly, over 90% of S. pseudintermedius strains isolated from surgical wounds were

MRSP. Statistical analysis revealed that SSIs, prior antimicrobial treatment, and nosocomial

infections are associated with the occurrence of MRSP. This is in agreement with the literature,

which has demonstrated that prior antimicrobial exposure, hospitalization, and skin lesions

and/or surgical wounds are associated with a higher risk of acquiring MRSP [9, 35, 58–60].

Furthermore, it is possible that the large use of amoxicillin/clavulanic acid, cephalosporins,

and fluoroquinolones, which were the main antimicrobials prescribed to dogs included in this

study, may be linked to the selection of MRSP [12, 14].

Previous studies using MLST provided information about the population structure of

MRSP and have shown that dissemination of this pathogen is linked to some successful clonal

lineages, particularly CC71 and CC258 in Europe, CC68 in North America, and both CC45

and CC112 in Asia [56, 61, 62]. In Brazil, only one study has reported the CC of their isolates–

a single MRSP ST71 strain isolated from the nostril of a healthy dog [63], so there is no exten-

sive knowledge about the genetic background of S. pseudintermedius currently circulating in

the country. In the present study, approximately 41.7% (10/24) of the MRSP strains belonged

to CC71, which was also reported in Brazil previously [63]. Studies have shown that CC71 is

frequently resistant to all antimicrobials used in the routine of small animals, including macro-

lides, aminoglycosides, and fluoroquinolones, and that it can be associated with higher rates of

resistance to oxacillin, amoxicillin/clavulanic acid, cephalothin, and ampicillin [4, 21, 64]. In

fact, isolates belonging to CC71 in the present study were all resistant to at least six classes of

non-beta-lactam antimicrobials, including fluoroquinolones, which are associated with the

successful spread of MDR MRSP lineages [53]. Most CC71 strains were isolated from SSIs at

the same veterinary hospital (data not shown), which raised the concern of possible nosoco-

mial transmission as previously reported [59]. Further molecular characterization is required

to confirm this hypothesis.

Recent studies across Europe, North America, and Oceania have shown that the prevalence

of new lineages is increasing, possibly overcoming the prevalence of CC71 within years [4, 5,

35, 62, 65]. In the present study, 62.5% (15/24) of the MRSP strains belonged to nine new STs.

All STs were resistant to at least three different classes of non-beta-lactam antimicrobials, and

some of them were isolated from more than one animal. This observation corroborates the

hypothesis that events of horizontal gene transfer may be as relevant as clonal dispersion to

MRSP and highlights the need for more studies in Brazil to better understand the evolution of

these new lineages [1, 4, 35, 56].

This is the first study to extensively investigate the phenotypic and molecular characteristics

of S. pseudintermedius isolates in Brazil. In addition, this study identified risk factors for acqui-

sition of MRSP and analyzed the population structure of MRSP strains, which contributes to

understanding the dispersion of MRSP not only in Brazil, but also in South America, where

there is still a lack of information about it. The present study confirmed that S. pseudinterme-
dius is the main staphylococcal species isolated from infected dogs in Belo Horizonte. The

high rate of MDR observed, especially MRSP-MDR strains, is of great concern. CC71 is cur-

rently circulating among Brazilian veterinary clinics and poses a challenge to therapeutic pro-

tocols due to its resistance to most antimicrobial classes of daily use in small animal practice

and its rapid dispersion. Nevertheless, the new STs found in this study indicate that the spread

of MRSP via horizontal gene transfer may be as relevant as clonal dispersion. To our knowl-

edge, this is the first Brazilian report that identified MRSP ST71 in diseased dogs and revealed

new circulating STs in the country.
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INTRODUCTION

Urban feral pigeons (Columba livia f. 
urbana) are birds with a worldwide distribution 
commonly reported in most large cities (fERMAN et 
al., 2010; Gargiulo et al., 2014; Spennemann 
& Watson, 2017). The large population densities of 

urban pigeons in cities are mainly related to the large 
availability of food, lack or less number of predators, 
and the built environment resembling the original 
habitat of urban pigeon ancestors (Spennemann 
& Watson, 2017). They are known for their 
capacity to harbor and spread several zoonotic agents, 
such as Cryptococcus neoformans and Salmonella 

1Faculdade de Veterinária, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), 31270-901, Belo Horizonte, MG, Brasil. E-mail: 
rodrigo.otaviosilva@gmail.com.*Corresponding author.

ABSTRACT: Pigeons are known for their capacity to harbor and spread several zoonotic agents. Studies have suggested that pigeons are 
also relevant disseminators of multidrug-resistant strains. In this study, pigeons surrounding a veterinary hospital were sampled and tested 
for the presence of pathogenic Escherichia coli, Salmonella spp., Staphylococcus spp., and Clostridioides (Clostridium) difficile. E. coli 
isolates from 19 (40.4%) pigeons tested positive for the E. coli heat-stable enterotoxin 1 (EAST1)-encoding gene. The intimin-encoding gene 
(eae) of enteropathogenic E. coli (EPEC) was found in one isolate (2.1%). Salmonella spp. were found in nine (19.1%) pigeons, all from 
the first capture event (P < 000.1). S. Typhimurium and S. Heidelberg were isolated from six and three pigeons, respectively. Enterobacterial 
repetitive intergenic consensus (ERIC-PCR) of the Salmonella spp. isolates suggested that eight of the nine strains had a high genetic similarity, 
supporting the hypothesis of an outbreak of salmonellosis in these pigeons. Twenty (42.5%) staphylococcal isolates were recovered from 18 
(38.3%) pigeons. Eight different species were detected, with S. xylosus being the most frequent. Two (4.3%) C. difficile strains were isolated. 
Three isolates, one each of S. Typhimurium, S. aureus, and C. difficile, were classified as multidrug-resistant strains. The present research 
suggested that pigeons residing in urban areas can act as reservoirs and disseminators of pathogenic bacteria, including nosocomial pathogens, 
such as diarrheagenic E. coli and multidrug-resistant Staphylococcus spp., C. difficile, and Salmonella spp. 
Key words: Salmonella, Clostridioides (Clostridium) difficile, pigeons, Staphylococcus, synanthropes.

RESUMO: Pombos urbanos são conhecidos pela sua capacidade de carrear e disseminar diversos agentes zoonóticos. Estudos tem sugerido 
que pombos são também relevantes na disseminação de estirpes resistentes a múltiplas drogas. No presente estudo, pombos no ambiente de um 
hospital veterinário foram amostrados em três diferentes períodos e testados para a presença de Escherichia coli patogênica, Salmonella spp., 
Staphylococcus spp. e Clostridioides (Clostridium) difficile. Isolados de E. coli de 19 pombos (40.4%) foram positivos para o gene codificador 
da toxina EAST1. O gene codificador de intimina (eae) do patotipo E. coli enteropatogênica foi encontrada em um isolado (2.1%). Salmonella 
spp. foi encontrada em nove pombos (19.1%), sendo todos isolados do primeiro período de captura (P < 000.1). S. Typhimurium foi isolado 
de seis animais e S. Heidelberg de três. A tipagem molecular de isolados de Salmonella spp. por ERIC-PCR demonstrou que oito estirpes 
possuíam alta similaridade genética entre si, sugerindo a ocorrência de um surto de salmonelose nos animais carreadores. Vinte Staphylococcus 
(42.5%) foram isolados de 18 animais (38.3%). Oito diferentes espécies foram detectadas, sendo S. xylosus a mais frequente. Duas estirpes 
de C. difficile não-toxigênica (4.3%) foram isoladas. Uma estirpe de S. Typhimurium, uma de S. aureus e um isolado de C. difficile foram 
classificados como resistentes a múltiplas drogas antimicrobianas. O presente estudo sugere que pombos capturados no ambiente do hospital 
veterinário podem atuar como reservatórios e disseminadores de bactérias patogênicas e envolvidas em infecção hospitalar, incluindo E. coli 
diarreiogênica e Staphylococcus sp., C. difficile e Salmonella spp multirresistente.
Palavras-chave: Salmonella, Clostridioides (Clostridium) difficile, pestes, Staphylococcus, sinantrópicos.
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spp. (Haag-Wackernagel & Moch, 2004; 
DuttA et al., 2013; Haesendonck et al., 2016; 
Spennemann & Watson, 2017). Recently, 
studies have suggested that pigeons can also be 
relevant carriers of multidrug-resistant (MDR) 
bacteria (Borges et al., 2017; Torres-Mejía et 
al., 2018; Cunha et al., 2019). Thus, close contact 
with pigeons and their feces is a risk for people who 
frequently share the same environment with these 
animals (Haag-Wackernagel & Moch, 
2004; Tanaka et al., 2005; Gargiulo et al., 
2014). This is the scenario for employees, students, 
owners, and animals in the Veterinary Hospital of the 
Federal University of Minas Gerais (HV-UFMG), 
where the pigeon population has increased markedly 
in the last few years.

Despite the known importance of pigeons 
as reservoirs of several pathogens, no studies have 
evaluated them in a university environment, and their 
possible role in the epidemiology of some relevant 
nosocomial infections in companion animals is still 
unknown. In addition, the presence of Staphylococcus 

sp. and Clostridioides (previously Clostridium) 
difficile in pigeons has been reported in a few studies; 
however, none of the studies have been conducted in 
Brazil. Thus, this study investigated the occurrence 
and antimicrobial susceptibility of enteric bacteria 
isolated from pigeons captured in an urban area 
surrounding a veterinary hospital in Belo Horizonte, 
Minas Gerais, Brazil.

MATERIALS   AND   METHODS

Samples
This study was conducted at the Veterinary 

Hospital of the Federal University of Minas Gerais 
(HV-UFMG), which receives approximately 35,000 
animals per year, including dogs, cats, horses, 
cattle, and wild animals. It is located inside the 
university campus and is surrounded by a green area 
(Figure 1). This study was motivated by the increase 
in pigeon population in the last few years in HV-
UFMG, raising the need for a better understanding 
of the risks associated with these birds. Forty-seven 
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Figure 1 - Mapping showing the location of the Veterinary School of Federal University of Minas Gerais, located in 
the city of Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil. A. Map of Brazil with the location of the Minas Gerais 
state. B. Map of Minas Gerais state with the location of Belo Horizonte. C. Map of Belo Horizonte showing 
the location of the Federal University of Minas Gerais and the Veterinary School. 
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pigeons (Columba livia) were sampled after three 
capture campaigns (January/2019, July/2019, and 
January/2020), captured using mist nets (30 mm 
mesh size; four shelves, ap. 3 m high x 9 m length) 
during early mornings, in places where large animals 
fed. The first capture event occurred in January 
2019 during the wet season, with a monthly mean 
precipitation of 2.3 mm and a mean temperature of 
25.6 ºC (INMET, 2019), with 18 birds captured. The 
second capture event occurred in July of the same 
year during the dry season, with 0 mm of precipitation 
and a mean temperature of 19.2 ºC (INMET, 2019), 
with 13 birds captured. The third and last capture 
occurred in January 2020, with a monthly mean 
precipitation of 1.3 mm and a mean temperature of 
21.5 °C (INMET, 2020), with 16 birds captured. The 
pigeons were physically restrained, given colored 
leg rings for identification and monitoring purposes, 
and left to rest in individual cages. Fresh feces were 
collected immediately after dropping and stored 
in microtubes using sterile spatulas (Rosario 
Medina et al., 2017). The samples were stored in a 
transport box with ice packs and sent to the Bacterial 
and Research Laboratory of the Veterinary School of 
UFMG for immediate processing. Each pigeon was 
returned to its environment once sample collection 
was completed. 

Escherichia coli
For E. coli isolation, the samples were plated 

onto MacConkey agar (Difco, USA) and incubated at 
37 °C for 24 h (RAMOS et al., 2019a). Three lactose-
fermenting colonies were identified using polymerase 
chain reaction (PCR) and subjected to subsequent 
reactions for phylogenetic group characterization 
(A, B1, B2, C, D, E, and F) (McDaniels et 
al., 1996; Clermont et al., 2013). Virulence 
genes associated with pathogenic E. coli, such as 
enterotoxigenic E. coli (ETEC), enteropathogenic E. 
coli (EPEC), Shiga toxin-producing E. coli (STEC), 
enterohemorrhagic E. coli (EHEC), necrotoxigenic 
E. coli (NTEC), and enteroaggregative E. coli 
(EAEC), were also identified using PCR (Blanco 
et al., 1996; Yamamoto & Nakazawa, 1997; 
Franck et al., 1998). Antibiotic resistance patterns 
of all E. coli isolates that tested positive for virulence 
factors were evaluated using the disc diffusion 
method (DDM), according to the Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI) manual (CLSI, 
2017; CLSI, 2018). The following antimicrobial 
agents, commonly used in human and animal clinical 
practice, were tested: chloramphenicol (30 μg), 
trimethoprim/sulfamethoxazole (25 μg), ceftriaxone 

(30 μg), ceftiofur (30 μg), amoxicillin/clavulanic 
acid (30 μg), ampicillin (10 μg), tetracycline (30 μg), 
enrofloxacin (5 μg), ciprofloxacin (5 μg), gentamicin 
(10 μg), and amikacin (30 μg) (DME, BRA).

Salmonella spp.
For Salmonella spp. isolation, cloacal 

samples were pre-enriched in Rappaport broth (Oxoid, 
USA) and plated onto Hektoen enteric agar (Oxoid, 
USA) (RAMOS et al., 2019a). Sulfite-reducing 
colonies were identified as Salmonella spp. by genus-
specific PCR, according to KUANG et al. (2015). 
Antigenic characterization was done according to the 
White-Kauffmann-Le Minor Scheme (Le Minor & 
Popoff, 1987) at the Brazilian National Reference 
Laboratory of Enterobacteria of the Oswaldo Cruz 
Foundation, followed by species, subspecies, and 
serotype identification (Grimont & Weill, 
2007). Salmonella spp. strains were fingerprinted 
using enterobacterial repetitive intergenic consensus 
(ERIC)-PCR and analyzed using Bionumerics 7.6 
software (Applied Maths NV, Belgium) to evaluate 
the genetic diversity between isolates from different 
pigeon samples (Versalovic et al., 1991; 
Ramos et al., 2019b). Additionally, DDM was used 
to evaluate the resistance patterns of Salmonella spp. 
isolates to antimicrobial agents (CLSI, 2017; CLSI, 
2018) using the following drugs: chloramphenicol 
(30 μg), trimethoprim/sulfamethoxazole (25 μg), 
ceftriaxone (30 μg), ceftiofur (30 μg), amoxicillin/
clavulanic acid (30 μg), ampicillin (10 μg), tetracycline 
(30 μg), nalidixic acid (30 μg), enrofloxacin (5 μg), 
and ciprofloxacin (5 μg) (DME, BRA).

Staphylococcus spp.
For Staphylococcus spp. isolation, fecal 

samples were first suspended in 0.85% saline 
solution. The resultant solution (100 μL) was then 
streaked onto mannitol salt agar (Difco Laboratories 
Inc., USA), which was incubated at 37 °C for 24 h. 
Colonies were sub-cultured on brain heart infusion 
agar (Difco Laboratories Inc., USA) and identified by 
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS; Bruker 
Daltonics, Germany). A cutoff log score of 2 was 
used to validate identification at the species level, 
as recommended by the manufacturer. The strains 
were then subjected to DNA extraction (Pitcher 
et al., 1989), and methicillin-resistant staphylococci 
were investigated by detecting the mecA gene 
(Murakami et al., 1991). In addition, isolates 
identified as Staphylococcus intermedius group 
(SIG) using MALDI-TOF were further confirmed by 
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multiplex PCR of the nuc gene (Sasaki et al., 2010). 
Non-SIG isolates with MALDI-TOF score under 2.0 
were subjected to sequencing of the 16S ribosomal 
RNA gene as described by FOX et al. (2011). 
Antimicrobial susceptibility tests were performed 
using DDM in agar, according to the Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI) documents 
M100-S30 and VET08 (CLSI 2018; CLSI, 2020). The 
following antimicrobials were tested: cefoxitin (30 μg), 
penicillin (10 units), tetracycline (30 μg), trimethoprim/
sulfamethoxazole (25 μg), chloramphenicol (30 μg), 
erythromycin (15 μg), clindamycin (2 μg), gentamicin 
(10 μg), and ciprofloxacin (5 μg) (DME, BRA). 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 was used as the 
control strain. Isolates were considered MDR when 
resistant to three or more classes of antimicrobial 
agents (Sweeney et al., 2018).

Clostridioides difficile
Samples were incubated in 96% ethanol 

for 30 min (1:1), and aliquots of 10 μL were 
plated on cycloserine-cefoxitin fructose agar 
supplemented with 7% horse blood and 0.1% 
sodium taurocholate (Sigma, USA) (Silva 
et al., 2013). After incubation in an anaerobic 
atmosphere at 37 °C for 72 h, characteristic C. 
difficile isolates (flat, irregular, and with a ground-
glass appearance) were subjected to multiplex 
PCR to identify the housekeeping gene (tpi) and 
virulence genes of toxin A (tcdA), toxin B (tcdB), 
and binary toxin (cdtB) (Silva et al., 2011). 
The minimal inhibitory concentrations (MICs) 
of metronidazole, vancomycin, clindamycin, 
moxifloxacin, ciprofloxacin, erythromycin, 
rifampicin, and tetracycline were determined using 
Etest strips (bioMérieux Marcy l’Etoile, France) in 
Brucella agar (Oxoid, USA) with 5% lysed blood 
supplemented with hemin (Difco Laboratories, 
USA) and vitamin K (Sigma-Aldrich Co., USA). 
MIC values were interpreted according to the 
clinical breakpoints of the CLSI and European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility 
Testing guidelines (Pirš et al., 2013; CLSI, 2015; 
EUCAST, 2019).

Statistical analysis
The association between capture events, 

presence of the tested pathogens, and frequency of 
each isolated microorganism was evaluated using chi-
square and Fisher’s exact tests. The chi-squared test 
for adherence was used to evaluate the distribution 
of variables. All statistical analyses were performed 
using GraphPad Prism v.8 (GraphPad Software, 

San Diego, CA, USA). Differences were considered 
statistically significant at P < 0.05. 

RESULTS

Escherichia coli
E. coli was identified in 42 (89.3%) 

pigeons, with a total of 120 isolated strains (Table 1). 
All seven phylogenetic groups of E. coli were identified 
(Table 2) in the sampled pigeons, with B1 being the 
most common phylogroup (52/120 strains, 43.3%). 
A total of 41 strains (34%) from 19 (40.4%) pigeons 
tested positive for enteroaggregative E. coli heat-
stable enterotoxin 1 (EAST1) encoding gene. The 
intimin-encoding gene (eae) of EPEC was detected 
in one isolate (2.1%), which was also positive for 
EAST1. No resistance to the tested antimicrobials 
was observed in the 41 E. coli isolates that tested 
positive for virulence factors.

Salmonella spp.
Salmonella spp. were found in nine 

(19.1%) pigeons, all from the first capture event 
(n=18; isolation rate of 50%), indicating a strong 
difference between the first and the other two events 
(P < 000.1). S. Typhimurium and S. Heidelberg 
were isolated from six (66.7%) and three pigeons, 
respectively. One bird died a few days after the capture 
event (Figure 2; isolate “PB13”). Macroscopically, 
the bird had hepatomegaly, and the serosa of the small 
intestine was diffusely hyperemic with hemorrhagic 
intestinal contents. S. Typhimurium was isolated again 
from the excreta and liver of this bird. ERIC-PCR of 
the Salmonella spp. isolates suggested that eight out of 
the nine strains had high genetic similarity (Figure 2). 
These strains showed no resistance to all antimicrobials 
tested, while the remaining strain (S. Typhimurium) was 
resistant to trimethoprim/sulfamethoxazole, amoxicillin/
clavulanic acid, ampicillin, tetracycline, enrofloxacin, 
ciprofloxacin, and nalidixic acid. Thus, it was classified 
as an MDR strain (Magiorakos et al., 2012).

Staphylococcus spp.
A total of 20 (42.5%) staphylococcal 

isolates were recovered from 18 (38.3%) pigeons 
of the 47 captured pigeons. Eight different species 
were detected, with S. xylosus (30%) being the most 
common (Table 1). Overall, 7 (35%) isolates were 
resistant to at least one antimicrobial agent, whereas 
13 (65%) were susceptible to all the tested compounds. 
Some isolates were resistant to tetracycline (35.5%), 
penicillin G (15%), erythromycin (5%), and 
clindamycin (5%). No significant differences were 
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reported in resistance to these antimicrobials. One 
S. aureus isolate showed resistance to penicillin G, 
erythromycin, and clindamycin; and therefore, was 
classified as MDR. All isolates were susceptible 
to cefoxitin, chloramphenicol, gentamicin, 
ciprofloxacin, and trimethoprim-sulfamethoxazole 
and were negative for mecA. 

Clostridioides difficile
Two (4.3%) C. difficile isolates were recovered 

from the pigeons. Both were nontoxigenic (A-B-CDT-). 

One isolate was classified as MDR due to resistance to 
erythromycin, rifampicin, and tetracycline, while both 
isolates were susceptible to all other antimicrobials tested, 
including metronidazole and vancomycin. 

DISCUSSION

Despite the known importance of pigeons 
as reservoirs of several pathogens, no studies have 
evaluated them in a university environment and their 
role in the epidemiology of nosocomial bacteria. 
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Table 1 - Frequency of Escherichia coli, Salmonella spp., Staphylococcus spp., and Clostridioides difficile isolated from free-living 
pigeons (n=47) in three capture events in the Veterinary Hospital of Federal University of Minas Gerais (Belo Horizonte, 
Minas Gerais, Brazil). 

 

Pathogen ---------------------------------------------Capture (%)---------------------------------------------- Total (n=47) 

 First Second Third  
E. coli 18/18 (100) 10/13 (76.9) 14/16 (87.5) 42/47 (89.3) 
EAST-1 8/18 (44.4) 6/13 (46.1) 5/16 (31.3) 19/47 (40.4) 
EPEC (eae) 1/18 (5.5) 0/13 (0) 0/16 (0) 1/47 (2.1) 
Salmonella spp. 9/18 (50)a 0/13 (0)b 0/16 (0)b 9/47 (12.8) 
S. Typhimurium 6/18 (33.3) 0/13 (0) 0/16 (0) 6/47 (6.4) 
S. Heildeberg 3/18 (18.7) 0/13 (0) 0/16 (0) 3/47 (6.4) 
Staphylococcus spp. 7/18 (38.9) 6/13 (46.1) 7/16 (43.7) 20/47 (42.5) 
S. xylosus 3/18 (16.7) 2/13 (15.4) 1/16 (6.3) 6/47 (12.8) 
S. sciuri 2/18 (11.1) 1/13 (7.7) 2/16 (12.5) 5/47 (10.6) 
S. lentus 0/18 (0) 0/13 (0) 3/16 (18.7) 3/47 (6.4) 
S. haemolyticus 0/18 (0) 2/13 (15.4) 0/16 (0) 2/47 (4.2) 
S. aureus 0/18 (0) 0/13 (0) 1/16 (6.3) 1/47 (2.1) 
S. intermedius 1/18 (5.6) 0/13 (0) 0/16 (0) 1/47 (2.1) 
S. succinus 0/18 (0) 1/13 (7.7) 0/16 (0) 1/47 (2.1) 
S. schleiferi 1/18 (5.6) 0/13 (0) 0/16 (0) 1/47 (2.1) 
C. difficile (Non-toxigenic) 2/18 (11.1) 0/13 (0) 0/16 (0) 2/47 (4.2) 

 
Different lower-case letters indicate a significant difference (P < 0.05). 
Legend: EPEC - Enteropathogenic Escherichia coli; EAST-1 - Enteropathogenic Escherichia coli. 
 

Table 2 - Phylogroups of Escherichia coli isolates (n=120) from pigeons (n=47) captured in the Veterinary Hospital of Federal 
University of Minas Gerais (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil). 

 

E. coli -----------------------------------------------------Phylogenetic groups------------------------------------------------- Total 

 A B1 B2 C D E F Clade2 Unassignable¹  
Isolates (%) 11 

(9.2) 
52 

(43.3) 
12 

(10) a 
18 

(15) 
3 

(2.5) 
16 

(13.3) a 
1 

(0.8) 
4 

(3.3) 
3 

(2.5) 
120 

(100) 
 
1Identified as E. coli but not corresponding to any of the phylogroups according to CLERMONT et al. (2013).  
2Clade 1, 2, 3, 4, or 5. 
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This study revealed the presence of zoonotic MDR 
pathogens in pigeons captured in the surroundings 
of a veterinary hospital, suggesting that pigeons can 
act as reservoirs and disseminators of diarrheagenic 
E. coli and MDR Staphylococcus spp., C. difficile, 
and Salmonella spp. 

The high isolation rate of E. coli from 
phylogroup B1 was similar to that reported in previous 
studies on urban pigeons (Gordon & Cowling, 
2003; Silva et al., 2009; Ghanbarpour 
& Daneshdoost, 2012). Interestingly, we 
identified two virulence factors in the E. coli isolates. 
E. coli isolates positive for the EAST-1 encoding gene 
were detected in more than 40% of the birds, whereas 
the eae encoding gene from EPEC was detected in a 
single isolate. The high frequency of pigeons positive 
for EAST-1 was surprising, since this virulence factor, 
previously associated with outbreaks of diarrhea 
in humans (Zhou et al., 2002; Sukkua et al., 
2017), has never been reported in E. coli isolates 
from pigeons. Further, pigeons are known reservoirs 
of EPEC (Silva et al., 2009; Ghanbarpour 
& Daneshdoost, 2012; Sacristán et al., 
2014; Borges et al., 2017; Torres-Mejía 
et al., 2018), a major cause of childhood diarrhea 
worldwide (Croxen et al., 2013; Torres-
Mejía et al., 2018). Together, these results reinforce 

the role of pigeons as potential reservoirs of zoonotic 
E. coli pathotypes. 

We tested all 42 E. coli isolates that 
were positive for virulence factors for antimicrobial 
resistance. Results revealed that all isolates were 
susceptible to all antimicrobials tested, surprisingly 
showing that despite living in a heavily anthropized 
environment, the sampled pigeons had E. coli isolates 
with no drug resistance. Our results are in contrast 
with previous studies that described the occurrence 
of MDR E. coli strains in pigeons in several countries 
(Ghanbarpour & Daneshdoost, 2012; 
Borges et al., 2017; Karim et al., 2020).

The fecal shedding of Salmonella spp. 
in the sampled pigeons (19.1%) was higher than 
that found in several previous studies, which often 
reported frequencies of up to 10% (Dovc et al., 
2004; Tanaka et al., 2005; Pedersen et al., 
2006; Gargiulo et al., 2014; Haesendonck 
et al., 2016; Carvalho et al., 2020; Kaczorek-
Łukowska et al., 2020). Interestingly, the 
isolation of Salmonella spp. was significantly 
associated with the first capture event (P < 000.1) 
conducted during the rainy season. This result raised 
the hypothesis of an outbreak of salmonellosis in 
the pigeons during this sampling period, which was 
reinforced after the re-isolation of Salmonella from 
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Figure 2 - Dendrogram of nine Salmonella spp. strains from urban pigeons and one Salmonella 
Typhimurium ATCC 14028 fingerprinted by ERIC – PCR. Clustering analysis was based on 
the Dice similarity coefficient and the unweighted pair group method with arithmetic mean 
(UPGMA) algorithms using Bionumerics 7.6 (Applied Maths, Belgium). The strains at the 
right side labeled as PB1, PB9, PB5, PB13, PB6, PB17, and PB10 shared 100% of genetic 
similarity, and 97% of similarity with PB8 strain, as demonstrated on the left of dendrogram.

188



Identification and characterization of pathogenic and multidrug-resistant bacteria in feral pigeons surrounding a veterinary hospital...

Ciência Rural, v.53, n.8, 2023.

7

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

the intestinal content and liver of a pigeon that died 
a few days after the capture event. Furthermore, the 
post-mortem alterations observed in this pigeon are 
commonly reported in pigeons and other species with 
salmonellosis (Sawa & Hirai, 1981; Oliveira 
et al., 2019; Ramos et al., 2021).

To better understand this possible 
outbreak, one Salmonella isolate from each animal 
was subjected to ERIC-PCR, a method with high 
discriminatory power already in use for Salmonella 
typing in outbreaks (Purighalla et al., 2017; 
Ramos et al., 2019b). The high similarity among 
the eight isolates, as suggested by ERIC-PCR, 
strongly suggests the occurrence of an outbreak 
of salmonellosis in these pigeons. Previous 
studies have indicated that; although, pigeons are 
commonly asymptomatic carriers of Salmonella 
spp., salmonellosis may occur in urban pigeons, 
which could significantly increase the isolation 
rate of this agent in the affected pigeons (Sawa & 
Hirai, 1981; Tizard, 2004; Hoelzer et al., 
2011; Dutta et al., 2013; Rocha-e-Silva et 
al., 2014). Additionally, salmonellosis outbreaks in 
animals seem to be more common during the rainy 
season, which may be a risk factor for bacterial spread 
(Pangloli et al., 2008; Ramos et al., 2019b).

Notably, we detected two well-known 
zoonotic Salmonella spp. serovars, S. Typhimurium 
and S. Heidelberg, in our study. Previous studies 
have demonstrated that Salmonella enterica isolates 
from urban pigeons commonly belong to serotype 
Typhimurium (Dutta et al., 2013; Osman 
et al., 2013; Rocha-e-Silva et al., 2014; 
Haesendonck et al., 2016; Torres-Mejía et 
al., 2018; Carvalho et al., 2020; Kaczorek-
Łukowska et al., 2020). It is also known that 
S. Typhimurium and S. Heidelberg are important 
foodborne pathogens (CDC, 2014), which can also 
infect humans after direct contact with healthy or 
diseased animals (Hale et al., 2012; Ramos et al., 
2019b). Transmission of Salmonella spp. from pigeons 
to humans has already been reported; however, studies 
associating human salmonellosis with pigeon contact 
are scarce (Haag-Wackernagel & Moch, 
2004; Spennemann & Watson, 2017). Despite 
this, the common shedding of these zoonotic Salmonella 
serotypes by urban pigeons and their close contact 
with humans should be considered a potential risk to 
human health, especially for those most susceptible, 
such as children and immunocompromised individuals 
(Hale et al., 2012).

Most Salmonella spp. isolates showed no 
resistance to the antimicrobials tested. Interestingly, 

all isolates were genetically similar according to 
ERIC-PCR analysis, which also contributed to 
the hypothesis of an outbreak. Conversely, one 
S. Typhimurium strain was resistant to seven 
antimicrobials and thus, was classified as MDR 
(Magiorakos et al., 2012). According to the 
World Health Organization (WHO, 2019), there are 
specific public health concerns related to the spread 
of fluoroquinolone-resistant Salmonella spp. In 
addition, β-lactams and sulfonamides are commonly 
used antimicrobials for the treatment of Salmonella 
spp. infections in animals and humans, and resistance 
to both important drugs may severely reduce the 
treatment options (Kuang et al., 2015).

More than one-third of the captured 
pigeons were positive for staphylococci and eight 
different species were recovered (Table 1). According 
to other studies, pigeons seem to harbor a high 
diversity of staphylococcal species, whereas other 
animals, such as free-living reptiles and rodents, 
seem to show a more homogeneous colonization 
pattern (Schwarz & Werckenthin, 1994; 
Zigo, 2017; Santana et al., 2021; Santana 
et al., 2022). It may be that the close and daily 
contact of the pigeons with humans and animals, 
combined with the hospital environment, may have 
influenced this large number of recovered species 
(Schwarz & Werckenthin, 1994; Zigo, 
2017; Kamathewatta et al., 2019).

S. xylosus, the most frequent species 
reported in our study, has been previously isolated from 
pigeons and other birds, suggesting commensalism 
(Vela et al., 2012; Mahmmoud, 2013; Zigo, 
2017; Matias et al., 2018). This coagulase-negative 
Staphylococcus (CoNS) has also been found in different 
mammals and reptiles (Becker et al., 2014; Rissi 
et al., 2015; Matias et al., 2018; Santana et al., 
2021; Santana et al., 2022), and despite being 
mostly labeled as non-pathogenic, it has caused several 
opportunistic infections in animals and humans (Won 
et al., 2002; Koksal et al., 2009; Akhaddar et 
al., 2010; Rissi et al., 2015).

Except for S. succinus, all other CoNS 
isolates have been reported in previous studies on 
pigeons (Schwarz & Werckenthin, 1994; 
Zigo, 2017). Similar to S. xylosus, all these species 
can integrate into the microbiota of skin and mucous 
membranes of different hosts and act as opportunistic 
pathogens causing distinct infections (Rissi et al., 
2015). Notably, S. haemolyticus is highly relevant 
to human health and is the second most frequently 
isolated CoNS from nosocomial infections (Sidhu 
et al., 2007; Czekaj et al., 2015).
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We also isolated S. intermedius 
and coagulase-positive S. aureus in this study. 
Both species have been frequently reported in 
pigeons (Kizerwetter-Świda et al., 2015; 
Chrobak-Chmiel et al., 2021). However, S. 
intermedius is more commonly reported in wild 
pigeons, and its isolation from domestic pigeons is 
scarce (Kizerwetter-Świda et al., 2015). 
In contrast, S. aureus is widespread among humans 
and different animal species, facilitating bilateral 
transmission between distinct hosts (Weese & 
Van Duijkeren, 2010). This microorganism 
is one of the world’s most frequent causes of 
nosocomial infections in humans. It is also a relevant 
pathogen in dogs, and its treatment is often hampered 
by resistance to multiple antimicrobials (Ippolito 
et al., 2010; WALTHER et al., 2017; Turner et 
al., 2019). Interestingly, S. aureus isolated in our 
study was an MDR strain, which reinforces the 
hypothesis that pigeons are potential disseminators 
of MDR staphylococci (Kutkowska et al., 2019; 
Chrobak-Chmiel et al., 2021). 

More than one-third of the staphylococci 
isolates showed resistance to at least one of the 
antimicrobials tested, mainly to tetracycline and 
penicillin, which are widely used in human and 
veterinary medicine (Argudín et al., 2017; 
Cerbo et al., 2019). It is possible that this specific 
environment, where the pigeons can get directly and 
indirectly in contact with humans and healthy and 
sick animal species, may have influenced the diversity 
of staphylococci isolated in our study, as well as the 
frequency of isolates resistant to antimicrobials, as 
previously indicated in other studies on staphylococci 
in different animals and settings (Futagawa-
Saito et al., 2007; Haaber et al., 2017; 
Cerbo et al., 2019; Kamathewatta et al., 
2019; Frosini et al., 2020; Palma et al., 2020). 
Futagawa-Saito et al., (2007) compared the 
resistance profiles of staphylococci isolated from 
pigeons and suggested that isolates from pigeons that 
have direct contact with humans and other animals 
are more associated with resistance to several 
antimicrobials, which supports the idea that resistance 
may be acquired because of the mutual coexistence of 
different species. 

Although, C. difficile is recognized as 
an emerging pathogen causing zoonotic diseases 
in humans (Knight & Riley, 2019) and has 
previously been reported to cause nosocomial 
infections in dogs (WEESE & ARMSTRONG, 
2003), little is known about the role of pigeons in 
the epidemiology of this anaerobic microorganism. 

Previous studies of other avian species have 
suggested that C. difficile is either absent or present at 
a very low frequency (Bandelj et al., 2011; Burt 
et al., 2012; Bandelj et al., 2014). In our study, 
two C. difficile strains were isolated (4.3%), which 
is lower than the previously reported rate (12.5%) 
by Andrés-Lasheras et al. (2017) in a study 
on pigeons and rodents trapped within pest control 
programs in pig farms. Notably, the colonization 
of C. difficile in pigeons and other birds seems to 
be directly linked to environmental contamination 
(Andrés-Lasheras et al., 2017), which 
may explain the difference in its isolation rates. 
Additionally, one isolate in our study was classified 
as MDR due to its resistance to erythromycin, 
rifampicin, and tetracycline. Our results are similar to 
those previously reported by ANDRÉS-LASHERAS 
et al. (2017) and reinforce the hypothesis that pigeons 
may play a role in the transmission of C. difficile, 
including antimicrobial-resistant strains. 

Our research suggested that pigeons 
captured in the surroundings of a veterinary hospital 
can act as reservoirs and disseminators of pathogenic 
and nosocomial bacteria, including diarrheagenic E. 
coli and MDR Staphylococcus sp., C. difficile, and 
Salmonella spp. Together with previous studies, 
our findings reinforce the importance of pigeon 
population control owing to their potential role in the 
spread of zoonotic diseases.
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