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RESUMO

O género Staphylococcus apresenta grande relevancia para a medicina humana e medicina
veterinaria, sendo composto, até 0 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 resisténcia a antimicrobianos, este género bacteriano tem muita relevancia em saude
publica, sendo de grande importancia seu constante monitoramento ndo apenas na saude
humana, mas também nos animais domésticos e na vida selvagem, ambos descritos como parte
essencial dessa cadeia epidemioldgica. Diante da escassez de dados sobre a epidemiologia de
estirpes multirresistentes de Staphylococcus spp. em cées no Brasil e em animais silvestres no
mundo, os objetivos deste estudo foram: (1) avaliar a dindmica de infeccdo/colonizacéo, 0s
fatores de risco, a diversidade genética e a resisténcia a antimicrobianos de estirpes de S.
pseudintermedius isoladas de cées nos ambientes de clinica e Unidade de Terapia Intensiva
(UTI) do Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Minas Gerais; (2) avaliar a
ocorréncia, distribuicdo e perfil de resisténcia a antimicrobianos de Staphylococcus spp. em
diferentes espécies de animais silvestres, incluindo roedores, marsupiais, carnivoros, pombos e
jabutis. Na avaliacdo de isolados oriundos de quadros infecciosos em cdes, 0 presente estudo
mostrou uma alta frequéncia de estafilococos multirresistentes (MDR), sobretudo S.
pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP). Isolados de ferida cirargica apresentaram
uma maior frequéncia de resisténcia quando comparado com os demais quadros clinicos
estudados. Os isolados MRSP foram alocados dentro do complexo clonal (CC) 71, de
reconhecida importancia mundial, ou entre nove novos sequence type (ST) pertecentes a outros
CCs. No estudo sobre a dinamica de colonizacdo de Staphylococcus spp. na UTI, 21,6% dos
cdes com isolamento estafilocdcico 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 resisténcia idénticos, foram observadas em diferentes cées
durante todo o periodo de experimento, 0 que sugere a possibilidade de circulagdo de um clone
entre os animais. Caes com estas estirpes, supostamente clones, apresentaram maior tempo de
internacdo que aqueles colonizados por outras estirpes MRSP. A aquisicdo de MRSP durante a
internacdo na UTI foi associada ao: sexo (fémeas), idade (>7 anos) e cées que fizeram uso

prévio de antimicrobianos. Nos estudos sobre distribuicdo e perfil de resisténcia em diferentes



animais silvestres, todas as espécies apresentaram estirpes resistentes a antimicrobianos e, com
excecdo dos jabutis e marsupiais, todas apresentaram estirpes MDR. Destaca-se ainda a
deteccdo de S. intermedius e S. delphini em quatis, e S. pseudintermedius em lobo-guara,
sugerindo dois novos hospedeiros de bactérias do grupo S. intermedius (SIG). Novos STs de S.
pseudintermedius foram relatados em lobos-guaras e demonstraram algumas semelhangas com
linhagens anteriormente isoladas de cdes no Brasil. O presente estudo relatou ainda, pela
primeira vez na literatura, S. felis em animais silvestres, especificamente em duas ongas-
pintadas e um lobo-guara. Este trabalho reforca a hipotese de que cées e animais silvestres
podem atuar como reservatérios e disseminadores de estafilococos patogénicos e resistentes a

maltiplos antimicrobianos.

Palavras-chave: Multirresisténcia, resisténcia a 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. INTRODUGCAO

Os estafilococos sdo importantes patdgenos oportunistas que habitam a pele e mucosas
da maioria das espécies animais. Por sua ampla capacidade de carrear e transmitir resisténcia
a multiplos antimicrobianos, esta bactéria tem causado preocupacdes significativas para a
salde 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 tém demonstrado a importancia dos animais como reservatorios de
microrganismos patogénicos relevantes, assim como na cadeia epidemioldgica da resisténcia a
antimicrobianos. Apesar de sua importancia, ainda existem poucos estudos sobre estafilococos
em cdes no Brasil, principalmente sobre as estirpes resistentes a meticilina, como
Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP) e Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA). Até o presente momento, pouco se sabe sobre padrdes de
resisténcia 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 possivel relagdo entre as diferentes manifestacdes clinicas, os padres de
resisténcia a antimicrobianos (RAM) e a estrutura populacional de S. pseudintermedius em cées.

Ao longo dos anos, os estafilococos e a RAM tém sido investigados com maior
frequéncia em seres humanos e animais domésticos, mas h& poucos estudos sobre a vida
selvagem, principalmente em paises em desenvolvimento (Himsworth et al., 2014). Sabe-se
que alguns animais silvestres podem atuar como reservatorios 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 atencao tem sido voltada para os
animais domesticos, porém, os animais silvestres, principalmente as espécies sinantrépicas e de
habitos generalistas, tais como pombos, roedores, marsupiais e quatis, também sdo importantes
nesta cadeia, pois coabitam 0 mesmo ambiente e estdo presentes em alta densidade na maioria
dos centros urbanos (Spinelli et al. 2010; Silva et al. 2014; Torres-Mejia et al. 2018; Santana et
al. 2022).

E evidente e preocupante a limitagao de estudos sobre colonizac&o e perfil de resisténcia

a antimicrobianos de estafilococos potencialmente patogénicos em animais domésticos no
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Brasil e silvestres em todo o mundo. Hoje em dia, os animais domésticos sdo intimamente
tratados como parte das familias e os animais silvestres estdo cada vez mais inseridos nos
ambientes urbanos e submetidos, direta ou indiretamente, a atividade antropica. Dessa forma,
conhecer o perfil e a dindmica de colonizacéo dos estafilococos nestes animais, assim como a
carga de resisténcia que carreiam, pode levar ao entendimento do potencial risco que
representam para a comunidade, para que assim, medidas de prevencdo e combate a possiveis

ameacas sejam, estrategicamente, aplicadas.

2. OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram: (1) avaliar a dinamica de infeccdo/colonizacgdo, 0s
fatores de risco, a diversidade genética e a resisténcia a antimicrobianos de estirpes de S.
pseudintermedius isoladas de cdes nos ambientes de clinica e Unidade de Terapia Intensiva
(UTI) do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG); (2)
realizar um estudo sobre a colonizacgéo e perfil de resisténcia a antimicrobianos de estafilococos
em diferentes espécies de animais silvestres incluindo roedores, marsupiais, quatis, canideos,

felideos, pombos e jabutis.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Género Staphylococcus

Staphylococcus spp. sao bactérias cocoides, gram-positivas, anaerobias facultativas, que
integram a microbiota da pele e mucosas de seres humanos e animais. Podem ser classificados
guanto a presenca da enzima coagulase em dois grupos: Staphylococcus coagulase-positivos
(CoPS) e Staphylococcus coagulase-negativos (CoNS). Ambos possuem potencial patogénico
e atuam como microrganismos oportunistas, porém, especies CoPS séo 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 género parecem
ter predilecéo 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 veterinaria. Pode ser isolado de quadros
infecciosos de diferentes espécies animais, mas é associado com maior frequéncia a infecgdes
de bovinos e bubalinos. Outras espécies também tém relevancia veterinaria, com destaque para
S. hyicus subsp. hyicus em suinos, S. epidermidis em caprinos e ovinos, Staphylococcus felis
em gatos e S. pseudintermedius em cdes (Megid, Ribeiro e Paes, 2016; Jaradat et al., 2020;
Bannoehr e Guardabassi, 2012; Bierowiec et al., 2019).

3.2 Género Staphylococcus em cées

3.2.1 Grupo Staphylococcus intermedius (SIG)

Por mais de trinta anos, S. intermedius foi designado, erroneamente, como principal
patdgeno relacionado a quadros infecciosos de pele e mucosas de caes (Hajek, 1976). Porém,
em 2005, com a evolucgdo das técnicas de diagndstico molecular, uma nova espécie foi descrita
e denominada S. pseudintermedius (Devriese et al., 2005). O nome designado reflete a alta
similaridade fenotipica com S. intermedius, 0 que explica o diagnostico equivocado por tantas
décadas. Provas bioquimicas ndo sdo capazes de diferencia-los assertivamente, pois ha
variacOes de resultados dentro das proprias espécies (Devriese et al., 2005; Bond e Loeffler,
2012). A alta semelhanca ndo é apenas fenotipica. A anélise da sequéncia do gene 16S rRNA
de S. pseudintermedius aponta 99% de similaridade com as sequéncias de S. intermedius e S.
delphini, o que resultou na sua inclusdo no mesmo grupo filogenético, até entdo, 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 reclassificacdo dos isolados de S.
intermedius e, estudos realizados apds este evento, revelaram que 100% das estirpes de caes
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 cdes, antes designadas como S. intermedius, fossem
reclassificadas como S. pseudintermedius, a menos que o contrario fosse provado por métodos
de tipificacdo genética (Sasaki et al., 2007b; Devriese et al., 2009).

S. pseudintermedius &, portanto, a principal espécie de estafilococos encontrada em cées.

Podem ser isolados de diferentes sitios muco-epiteliais, como narinas, boca, faringe, virilha,
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vagina, prepucio, anus, axilas e orelhas de individuos saudaveis, mas também de espécimes
clinicos de quadros infecciosos secundarios, como afeccbes de pele, otites, infecgdes do trato
geniturinario e infeccBes de feridas cirurgicas (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 ocorréncia de sepse e morte em animais muito jovens
(Headley et al., 2017; Zakosek Pipan et al., 2019).

3.2.2 Staphylococcus pseudintermedius

S. pseudintermedius é um microrganismo oportunista comensal da pele e mucosas de
caes (Bannoehr e Guadabassi, 2012). Possui distribuicdo mundial, cujos relatos de frequéncia
em cdes saudaveis variam de 40% a 90%, sendo influenciados de acordo com a populacéo
estudada, o local amostrado, o nimero de sitios amostrados por animal, a metodologia
empregada e a localizagdo geogréfica (Bannoehr e Guadabassi, 2012; Smith et al., 2020).
Segundo Bannoehr e Guardabassi (2012), o reto parece ser o0 melhor local para isolamento do
agente, seguido por boca, narinas e virilha. Entretanto, para aumento consideravel da taxa de
isolamento, a amostragem de mais de um sitio anatbmico é recomendada (Rubin e Chirino-
Trejo, 2011; Ma et al., 2019).

Embora seja um integrante da microbiota natural do céo, diversos estudos apontam a
ocorréncia 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 patogénese e importancia clinica desta bactéria € determinada principalmente pelos fatores
de viruléncia e de resisténcia a antimicrobianos que possui ou pode adquirir atraves de
processos de co-colonizacdo (Hritcu et al.,, 2020). Muitos destes fatores de viruléncia
produzidos sdo similares aqueles encontrados em S. aureus e estdo envolvidos em quase todos
0s processos de colonizagdo, infeccdo e disseminacdo da bactéria. Dentre eles, encontra-se
enzimas (coagulase, proteases e termonucleases), toxinas (hemolisinas, toxinas exfoliativas e
enterotoxinas), fatores de adesdo (como proteina A) e a capacidade de formacéo 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 patogénese (Ferrer et al., 2021).
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Diante do grande nimero de fatores de viruléncia encontrados em S. pseudintermedius
e do pouco conhecimento acerca da patogénese deste microrganismo, mais estudos sé&o
necessarios para a melhor compreensao dos processos de colonizacao e infeccdo. Esta bactéria
tem, cada vez mais, sido relatada em diferentes quadros infecciosos, principalmente
piodermites, otites, infec¢des do trato geniturinario (ITU) e infeccbes de ferida cirtrgica (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 sdo secundarias a alergias, endocrinopatias, ectoparasitas ou outras doencas
dermatoldgicas (Bloom, 2014; Lynch and Helbig, 2021), apresentando altas taxas de frequéncia
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
cenario brasileiro, a taxa de ocorréncia de S. pseudintermedius em piodermites é proxima de
90% (Botoni et al., 2016: Bourguignon et al., 2016).

Assim como as piodermites, otites por S. pseudintermedius geralmente sdo secundarias
a outras doencas (Bourély et al., 2019; Lynch e Helbig, 2021). As taxas de frequéncia 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, variacdes de 30% a
60% foram relatadas (Penna et al., 2010; Scherer et al., 2018). Em relagdo as 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 frequéncia 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 predilecdo por cdes, existem relatos de infeccdo e coloniza¢do em
outras espécies (Devriese et al., 2005), dentre elas, a espécie humana (Somayaiji et al., 2016;
Ference et al., 2019). Na maioria dos casos, as pessoas infectadas ou colonizadas apresentavam
contato préximo e continuo com animais domeésticos, principalmente com cdes, 0 que sugere
uma transmissdo zoonoOtica. Adicionalmente, a maioria destas infecgbes e colonizacGes
descritas ocorreram por estirpes resistentes a multiplos antimicrobianos, também conhecidas
como S. pseudintermedius resistentes a meticilina (MRSP), o que eleva o nivel de preocupagéo

ao cenario da saude publica, visto o numero reduzido de op¢des de antibidticos disponiveis para
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tratamento desta infeccdo (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 a meticilina (MRSP)

3.2.3.1 Epidemiologia

O género Staphylococcus € conhecido por carrear genes de resisténcia a todos os
antimicrobianos disponiveis para uso clinico em medicina veterinaria (Morris et al., 2017).
Assim como é observado em outras bactérias, ha uma crescente expansdo de estirpes de S.
pseudintermedius resistentes a multiplos antimicrobianos (MDR) (Nisa et al., 2019; Meroni et
al., 2019). A aquisicdo de transposons carreadores de genes de resisténcia € apontada como uma
das principais razGes para o sucesso na dispersao de estirpes MDR de S. pseudintermedius,
sendo a transferéncia horizontal destes elementos um evento comum a espécie (McCarthy et
al., 2015).

Estirpes MRSP, por si s0, sdo consideradas MDR, pois apresentam resisténcia a todos
os antimicrobianos beta-lactamicos disponiveis no mercado veterinario (Frank e Loeffler, 2012;
Kadlec e Schwarz, 2012). Por transferéncia horizontal, elas adquirem o gene mecA, que esta
presente em um elemento genético mével denominado cassete cromossdmico estafilococico
mec (SCCmec). A partir deste evento, passam a produzir uma proteina ligadora de penicilina
alterada (PBP-2a) que ndo se liga mais a este grupo de antimicrobianos, justificando, assim, a
resisténcia (Kadlec e Schwarz, 2012). O primeiro relato de MRSP foi descrito por Gortel et al.
(1999). Desde entdo, a distribuicdo destas estirpes tem aumentado drasticamente em todo o
mundo, com ocorréncia acima de 60% em alguns paises (Kawakami et al., 2010; Pires Dos
Santos et al., 2016).

No Brasil, poucos estudos avaliaram a ocorréncia de MRSP em cées até o0 momento.
Apesar de escassos, os trabalhos disponiveis tém demonstrado dados alarmantes, com
frequéncias cronologicamente ascendentes, que levantam a hipOtese sobre a emergéncia e
disseminacdo generalizada destes microrganismos multirresistentes pelo pais (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).
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No Estado do Rio de Janeiro, dois estudos foram realizados com isolados de
Staphylococcus spp. obtidos de cdes com piodermite e otite externa. Aproximadamente 13%
dos isolados obtidos de cées com piodermite eram MRSP e, surpreendentemente, 94,9% foram
resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos, ou seja, foram multirresistentes (Penna et
al., 2009). Semelhantemente, para otite, 14,3% dos cées estavam infectados com MRSP e
89,1% dos isolados apresentaram multirresisténcia (Penna et al., 2010). Os dois estudos
testaram os antimicrobianos que eram mais utilizados na rotina veterinaria da época, e ambos
alegam que a elevada taxa de multirresisténcia provavelmente estaria relacionada ao tratamento
empirico e uso indiscriminado de antibidticos. Outra importante questdo abordada por Penna et
al. (2010), foi o consideravel aumento da multirresisténcia ao longo do tempo, na mesma regido,
quando comparou seus resultados com um estudo realizado pelo mesmo grupo no ano 2000,
cuja taxa de multirresisténcia em estafilococos de cdes com otite foi de 36,4% (Lilenbaum et
al., 2000). Recentemente, Holmstrom 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 resisténcia se mantém em ascendéncia mesmo ap6s 10
anos do ultimo estudo realizado na regido.

No estado de Minas Gerais, um estudo realizado por Bourguignon et al. (2016) revelou
uma incidéncia de 94,3% de isolados MRSP obtidos de cdes com piodermite atendidos em um
hospital veterinario de Vicosa. Esta alta frequéncia foi detectada apenas genotipicamente, pela
presenca do gene mecA, pois a deteccdo fenotipica, referente a resisténcia a oxacilina, apontou
apenas 17% de estirpes MRSP. Apesar da comprovada correlacdo existente entre os resultados
destas duas técnicas, os autores justificaram esta divergéncia em razdo de que todos os isolados
MRSP susceptiveis a oxacilina poderiam nédo estar expressando o gene mecA. A justificativa é
possivel, porém, contraria a varios outros estudos e ao proprio 6rgdo responsavel pelo
desenvolvimento e padronizacéo 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 frequéncia € muito preocupante, o que reflete a necessidade de
monitoramento através de estudos e levantamentos epidemioldgicos sobre estes
microrganismos.

Ainda em Minas Gerais, no municipio de Belo Horizonte, Botoni et al. (2016) relataram
ocorréncia de 37% de estirpes MRSP em lesdes de pele e narinas de cdes 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
sensiveis a todos os medicamentos testados. Outro estudo realizado também no HV-UFMG,
conduzido por Scherer et al. (2018), avaliou a frequéncia e susceptibilidade de S.
pseudintermedius isolados de cdes com otite. Os autores relataram a ocorréncia de 40,9% de
estirpes MRSP e destacaram que 59,1% dos isolados foram multirresistentes.

E possivel constatar que, ao longo do tempo, houve um aumento da ocorréncia de
infeccdes por MRSP em cées nos atendimentos clinicos dermatolégicos de hospitais e clinicas
veterinarias de diferentes regides do pais. Os estudos realizados por Botoni et al. (2016) e
Scherer et al. (2018) permitiram confirmar que no HV-UFMG existe uma circulacdo
relativamente alta de pacientes infectados por MRSP. Um melhor entendimento sobre a
incidéncia de infeccdo e colonizacdo por MRSP em diferentes sitios anatdmicos, assim como
sobre os possiveis fatores que contribuem para a infec¢do e colonizacdo de cada um deles,
permitiria criar medidas de controle e prevencdo ja direcionadas aos riscos, aumentando
consideravelmente as chances de reducdo de uma alta taxa de ocorréncia (Stull et al., 2018).
Além disso, outros métodos, como técnicas de tipificacdo genética, também poderiam ser
utilizados para obter mais informacdes e uma melhor compreensao da dindmica de dispersédo

destas estirpes (Duim et al., 2016).

3.2.3.2 Diversidade genética

S. pseudintermedius é conhecido por sua alta diversidade genética, sendo possivel 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 populacédo e estabelecer possiveis relacdes de
ancestralidade (Solyman et al., 2013; Pires dos Santos et al., 2016). O método avalia o
polimorfismo de genes conservados para a detec¢do de variacdo de sequéncias nos loci. Os
resultados séo 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 ja relatados séo: CC71 e CC258 na
Europa, CC68 na América do Norte, e CC45 e CC112 na Asia (Perreten et al., 2010; Pires dos

Santos et al., 2016; Meroni et al., 2019). Embora haja associagao entre os CCs e a localizagéo
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geogréfica, todos esses perfis j& foram relatados em outros continentes, 0 que demonstra a
ampla capacidade de disseminacdo 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 cdo saudavel que participou de um estudo em uma clinica no Rio de
Janeiro (Quitoco et al., 2013).

..o
.

Figura 1 — Estrutura populacional de S. pseudintermedius mediante analise eBURST. Os complexos
clonais de maior relevancia sdo indicados em azul (fundadores primarios) e amarelo (fundadores de
subgrupos). O diametro dos circulos é diretamente proporcional ao nimero total de isolados relatados
no banco de dados MLST (http://pubmist.org/spseudintermedius/). Imagem adaptada de Pires dos
Santos et al. (2016). CC: complexo clonal; ST: Sequence type.

Estudos demonstram que pode haver associacao entre a linhagem da estirpe e os padrdes
de resisténcia a antimicrobianos encontrados. O CC71 tende a apresentar resisténcia a todos 0s
antimicrobianos de uso na rotina de pequenos animais (Paul et al., 2011) e, no que tange aos
beta-lactamicos, apresenta maiores taxas de resisténcia a oxacilina, ampicilina, amoxicilina
com &cido clavulanico e cefalotina, o que pode explicar parte de sua eficiéncia na dispersédo
global (Wegener et al, 2020). JA4 o CC45 apresenta maiores taxas de resisténcia para o

cloranfenicol, quando comparado aos CC71 e CC258, enquanto o CC258 apresenta maiores
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taxas de resisténcia para sulfametoxazol/trimetoprim e maior susceptibilidade a enrofloxacina
e gentamicina, quando comparado aos dois CCs anteriores (Pires dos Santos et al., 2016).
Apesar da linhagem ST71 ser uma das mais relevantes no contexto mundial, nota-se que
a ocorréncia da mesma tem reduzido, enquanto a frequéncia de outras linhagens, como o0 ST258
e ST496 aumentaram (Duim et al., 2016; Bergot et al., 2018; Gronthal et al., 2017; Meroni et
al., 2019). Esta mudanca na dindmica populacional, com aumento na ocorréncia de “novas”
linhagens, incluindo diversos singletons (estirpes que ndo se agrupam em complexos clonais ja
definidos), indicam que a dispersdo clonal talvez ndo seja tdo mais relevante frente a eventos
de transferéncia horizontal de resisténcia (Bannoehr e Guadabassi, 2012; Pires dos Santos et
al., 2016; Gronthal et al., 2017). Além disso, o fato de haver mudancas no perfil de resisténcia
de acordo com as linhagens identificadas aponta para a necessidade de se definir protocolos
terapéuticos de acordo com a estirpe isolada (Pires dos Santos et al., 2016), dificultando ainda

mais o controle da disseminacgdo de estirpes resistentes a meticilina.

3.2.4 MRSP em hospitais veterinarios

Nas ultimas décadas, muitos avangos técnicos foram obtidos na medicina veterinaria
com o objetivo de melhorar e prolongar a vida dos animais. Dispositivos e procedimentos
cirargicos invasivos, terapias imunossupressoras, antimicrobianos, hospitalizagdes prolongadas
e cuidados mais intensivos sdo considerados progressos para a saude animal. Porém, em
contrapartida, tudo isso tem contribuido para o aumento da incidéncia de infec¢cdes nosocomiais
em hospitais veterinarios (Stull e Weese, 2015). MRSP tem sido uma causa comum de infec¢des
nosocomiais em todo o mundo (Sasaki et al., 2007a; Ishihara et al., 2010; Nienhoff et al., 2011b;
Gronthal 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
proprio ambiente, incluindo superficies, equipamentos e fomites, assim como de funcionarios
e de pacientes internados (Sasaki et al., 2007a; Bergstrom et al., 2012; Hamilton et al., 2012;
Shoen et al., 2019).

Os fatores de risco inerentes a colonizacdo/infeccdo nosocomial especificamente por
MRSP mais relatados na literatura séo: hospitalizagdo prévia recente, visitas frequentes ao
veterinario, animais com doencas de pele crbnicas e uso prévio de antimicrobianos

(principalmente, beta-lactamicos) (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 clinicas e hospitais veterinarios, doentes ou saudaveis, sdo potenciais
carreadores e transmissores de patogenos multirresistentes causadores de infeccOes
nosocomiais, como MRSP, o que eleva ainda mais a importancia de estudos epidemioldgicos
sobre patdgenos MDR nestes ambientes (Stull e Weese, 2015). Mais alguns fatores de risco
frequentemente associados a introducdo de patdgenos MDR, em geral, estdo sumarizados na
Tabela 1. Juntamente sdo apresentados, também, fatores de risco para pacientes se tornarem
portadores de patdgenos MDR, assim como para desenvolverem infeccdes por patdgenos MDR

em clinicas e hospitais veterinarios.

Tabela 1 — Fatores de risco associados a introducdo, colonizacdo e desenvolvimento de
infeccdo por bactérias resistentes a multiplos antimicrobianos (MDR) em instalacdes

veterindrias.

Risco Fatores de risco Referéncias

Introducdo de bactérias

Clinicas e hospitais com maior encaminhamento Hanselman et al.

(2006);

MDR

de pacientes; Animais que ja tiveram infeccGes
anteriores por patégenos MDR ou convivem
com animal ou pessoas que ja tiveram; Animais
residentes de clinicas e hospitais veterinarios;
Veterinarios com carreamento assintomatico de
patégenos MDR.

Duijkeren et al. (2010); Jordan et
al. (2011); Ghosh et al. (2012);
Stull e Weese (2015); Morris et
al. (2017); Walther, Tedin e
Libke-becker (2017);

Colonizagdo por bactérias
MDR dentro de instalagdes
veterinarias

Hospitalizacdo prolongada; Tratamento com
antimicrobiano antes da admissdo; Tratamento
prolongado com antimicrobianos; Profilaxia
antimicrobiana; Internacdo na Unidade de
Terapia Intensiva (UTI); Uso de doses
subterapéuticas de antimicrobianos, biocidas e
compostos metalicos por longos periodos.

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); Argudin et al. (2017).

Desenvolvimento de
infeccdo por bactérias
MDR dentro de instala¢des
veterinarias

Hospitalizacdo prolongada; Tratamento com
antimicrobianos;  Cateterismo  intravenoso;
Quantidade de funcionarios 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).

No ambiente hospitalar veterindrio, uma area pouca estudada quanto a dindmica de

infeccdes por MRSP, porém de grande importéncia, € a Unidade de terapia intensiva (UTI).
Este ambiente geralmente fornece uma boa condigéo de selecéo e sobrevivéncia para patdgenos
multirresistentes, ja que estes podem suportar o uso extensivo de diferentes antibidticos 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 veterinario. O
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resultado confirmou a presenca de diferentes espécies de MRS, dentre eles MRSP. Todas as
amostras isoladas foram resistentes ao protocolo de desinfeccéo que era utilizado na instalagdo
da UTI, o que levou a sua modificacdo. MRSP e MRSA também foram identificados em outro
estudo realizado em UTI, em que foram isolados tanto dos pacientes, quanto de superficies
ambientais (Cocca et al.,, 2021). Mesmo escassos, 0s dados sobre Staphylococcus
multirresistentes nestas unidades séo extremamente alarmantes. Frente a isso, uma avaliacao
interna dos registros clinicos de pacientes internados na UTI do HV-UFMG, conduzida pelo
Laboratorio de Bacterioses e Pesquisa (dados ndo publicados), revelou a ocorréncia frequente
de infeccdes por MRSP nos animais internados neste local, o que fez com que o grupo se
questionasse se estaria havendo colonizacdo dos animais por MRSP ap0s internacao na UTI do
HV-UFMG, além de quais fatores de risco poderiam estar contribuindo para a ocorréncia de tal

evento.

3.2.5 MRSP em humanos

S. pseudintermedius ndo é um agente comensal de humanos, entretanto, é crescente o
namero de relatos referentes ao carreamento de MRSP por pessoas, em especial veterinarios
(van duijkeren et al., 2011; Guardabassi et al., 2013). Morris et al. (2010) demonstraram que
veterinarios dermatologistas de pequenos animais dos Estados Unidos apresentaram taxas de
carreamento de MRSP de, aproximadamente, 5%, com achados de estirpes altamente similares
entre alguns dos participantes e seus respectivos animais de estimacdo. De maneira similar,
Paul et al. (2011) encontraram cerca de 4% de veterinarios positivos para MRSP, sendo dois
participantes deste grupo positivos novamente um més apds a primeira coleta, sugerindo a
possibilidade de colonizacéo persistente ou reinfec¢do. Apesar destes valores parecerem baixos,
o fato de se encontrar taxas de isolamento de MRSP maiores gque isolamento de MRSA neste
grupo populacional alerta para a relevancia do agente e de seu potencial zoonético (Paul et al.,
2011; Guardabassi et al., 2013).

E notdrio, também, o aumento de relatos de quadros de infecgéo de pele e tecidos moles
em humanos causados por S. pseudintermedius, que estdo, em sua grande maioria, associados
a ocorréncia de contato dos pacientes com cédes (Somayaji et al., 2016; Ference et al., 2019).
Diversos relatos de caso evidenciam a alta similaridade entre estirpes isoladas dos pacientes
humanos e cées residentes do mesmo ambiente domiciliar, indicando estes animais como

possivel 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 infecgdes em pacientes humanos
causadas por S. pseudintermedius sejam subdiagnosticadas, uma vez que hé, ainda, erros de
identificacdo de espécies (Gagetti et al., 2020).

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

3.3 Género Staphylococcus em animais silvestres

Os estafilococos sdo bactérias ubiquas capazes de sobreviver em condi¢fes ambientais
adversas e, além da pele e mucosas de seres humanos e animais, podem ser encontrados no ar,
poeira, agua, solo, plantas ou superficies ambientais (Silva et al., 2020). Esta onipresenca
possibilita um fluxo constante destas bactérias e de seus genes de resisténcia entre diferentes
nichos ecoldgicos e seres vivos, apontando para a importancia de estuda-las em outros
contextos, como em animais de vida livre. No entanto, os dados sobre a distribuigdo e perfil de
resisténcia de Staphylococcus spp. na fauna silvestre sdo 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, responsavel por infecgdes
cujo tratamento é, muitas vezes, impossibilitado pela resisténcia a praticamente todos 0s
antimicrobianos disponiveis (Lakhundi e Zhang, 2018).

S. aureus é realmente o representante mais importante do género Staphylococcus.
Porém, outras espécies geralmente negligenciadas como as estirpes de Staphylococcus
coagulase-negativas (CoNS), sdo de extrema relevancia, pois, além de representarem a maioria
dos estafilococos comensais de diferentes hospedeiros, podem causar infeccbes em seres

humanos e animais, e tém ampla capacidade de adquirir, abrigar e transferir genes de resisténcia
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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
etal., 2019; Rossi et al., 2020). Assim, CoNS séo consideradas potenciais ameacas, pois podem
transferir horizontalmente genes de RAM para espécies mais patogénicas, como o proprio S.
aureus, aumentando, assim, sua capacidade de resistir a terapia medicamentosa (Haaber et al.,
2017).

Embora a RAM seja considerada um dos maiores desafios para a seguranca da salde
global (WHO, 2014), até 0 momento, a maioria das pesquisas sobre o tema tem sido baseada
em ambientes clinicos (Davies e Davies, 2010). Os relatos na vida selvagem apenas especulam
sobre possiveis 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 provavel fluxo da

RAM entre os diferentes nichos e ecossistemas existentes.

/ Seres humanos
' |
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Fauna terrestre \
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An|ma|s~de »| Estoque morto /
produgdo

Figura 2 - Dispersdo da resisténcia a antimicrobianos entre comunidades humanas, hospitais, esta¢cdes
de tratamento de esgoto, fazendas e 0 meio ambiente mais amplo, inclusive através da vida selvagem -
adaptado de Arnold et al. (2016).

Com a crescente presséo das populagfes humanas em expanséo, 0s animais silvestres
sdo cada vez mais forgados a se alimentar de recursos contaminados pela antropizagdo, ndo
sendo surpreendente que a RAM venha sendo frequentemente descrita na vida selvagem peri-
domeéstica (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 mamiferos
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selvagens, aves, répteis e peixes, com os padrfes de frequéncia e resisténcia 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 éareas relativamente remotas sem influéncia antropica também ja foram descritos como
portadores de RAM, 0 que sugere que, na vida selvagem, a RAM ndo é simplesmente uma
questdo de contaminac¢&o ou selecdo antropica recente. O monitoramento de RAM dentro desses
ecossistemas primitivos ou em sua interface com areas de influéncia humana possibilita estimar
a frequéncia com que genes que codificam resisténcia sdo trocados em comunidades
microbianas, coexistindo dentro de populagdes humanas, animais domésticos e animais
silvestres, bem como no ambiente mais amplo (Arnold et al., 2016).

As consequéncias para a vida selvagem da evolucdo da RAM, provavelmente, séo
pequenas (Arnold et al., 2016; Swift et al., 2019). O problema clinico da RAM, principalmente
em populacBes humanas e de animais domésticos, é a ameaca a capacidade de tratar infeccOes
com antimicrobianos, uma pratica rara em populacdes selvagens, exceto em casos individuais
de cativeiro, como em hospitais de vida selvagem, parques e zooldgicos (Morris et al., 2013;
Arnold et al., 2016). O principal problema enfrentado pelas populacGes de vida selvagem € a
resposta do manejo, caso sejam consideradas fontes significativas de RAM para humanos e
animais domeésticos. Neste caso, das trés abordagens existentes — separacdo, vacinacdo e
controle da populagdo — apenas o controle da populacao, geralmente por abate, é possivel, uma
vez que vacinacdo ndo pode controlar a RAM e a separacdo fisica de animais selvagens e
animais de producdo é dispendiosa, cara e impraticavel. Assim, o abate é muitas vezes a
abordagem adotada, no entanto, sua eficiéncia em animais selvagens no controle de doencas &,
na melhor das hipéteses, controversa (Arnold et al., 2016).

E importante estudar a RAM na vida selvagem como um perigo potencial para a satde
publica, especialmente porque se pensa que cerca de 40% das doengas humanas emergentes se
originaram na vida selvagem (Jones et al., 2008). O monitoramento da RAM na vida selvagem
pode elucidar questdes fundamentais na evolucdo e ecologia de transmissdo de bactérias
resistentes a antimicrobianos e determinantes de resisténcia que podem ser aplicados de volta a
comunidade e aos ambientes clinicos. Uma melhor compreensédo do papel da vida selvagem na
disseminacdo da RAM pode orientar quais estratégias de controle e mitigacdo sdo necessarias
e onde melhor aplica-las. E importante entender que, enquanto a vida selvagem pode ser



36

dispersora de RAM, ela também pode ser sentinela para a abundancia e distribuicdo de
patdgenos em nosso ambiente (Arnold et al., 2016; Swift et al., 2019).
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5. CAPITULO 1: Diversidade e resisténcia a antimicrobianos em Staphylococcus spp.
isolados de caes

5.1 Isolamento e caracterizacdo de Staphylococcus spp. em cdes com diferentes

enfermidades atendidos em Belo Horizonte, Minas Gerais

RESUMO

Staphylococcus pseudintermedius é uma importante bactéria comensal da pele e mucosas de
caes e um agente oportunista responsavel por vérias infeccdes clinicas, tais como piodermite,
otite, infeccOes do trato urinério e infeccbes de feridas cirdrgicas. O surgimento do S.
pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP) tornou-se um problema de grande
preocupacdo na medicina veterinaria e humana, pois € multirresistente (MDR) e pode, também,
infectar humanos. Este estudo teve como objetivo identificar a ocorréncia de Staphylococcus
spp. em cées infectados e investigar os perfis de resisténcia antimicrobiana e a estrutura
molecular dos isolados de MRSP. Para isso, foram obtidas amostras de cdes com diferentes
quadros infecciosos e oriundos de duas clinicas veterinarias diferentes. Coldnias sugestivas
foram submetidas a identificacdo pela técnica de espectrometria de massa por
dessorc¢do/ionizacdo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF) e confirmadas ao nivel de
espécie pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Sequenciamento dos genes 16S rRNA e
rpoB foram usados em amostras selecionadas que ndo foram identificadas por MALDI-ToF e
pela PCR especifica da espécie. A susceptibilidade antimicrobiana e a detec¢do do gene mecA
por PCR também foram realizadas. Os isolados de MRSP foram submetidos a tipagem de
sequéncia multilocus (MLST). De todos os estafilococos isolados de casos clinicos (n=131), 98
(74,8%) foram identificados como S. pseudintermedius. Multirresisténcia (resisténcia 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 infecgdes de ferida cirdrgica. Dentre os dez tipos de sequéncia (ST) identificados,
nove foram descritos pela primeira vez. O ST71 foi 0 mais prevalente e associado a resisténcia
as fluoroquinolonas. Terapia antimicrobiana prévia, hospitalizacdo e infeccdes de ferida
cirurgica foram apontados como fatores de risco para aquisicdo de MRSP. O presente estudo

mostrou uma alta taxa de estafilococos MDR em cdes infectados. Este é o primeiro estudo a
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investigar extensivamente a estrutura populacional de MRSP no Brasil, o que revelou a
dispersdo do CC71 e nove novos ST. Estes achados levantam preocupag@es tanto para a saude
animal guanto humana devido ao potencial zoonotico desta espécie e as limitadas opcoes

terapéuticas disponiveis para as infec¢bes por MRSP.

Palavras-chave: S. pseudintermedius, CC71, multirresisténcia, MRSP, ferida cirdrgica.
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5.1.1 INTRODUCAO

Staphylococcus pseudintermedius € um importante agente comensal da pele e mucosas
de cdes 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
individuos saudaveis, esta bactéria pode ser responsavel por varias infecgdes clinicas, sendo
uma das principais causas de piodermite, otite, infeccdes de feridas e, com menor frequéncia,
infeccOes do trato urinario (Weese e van Duijkeren, 2010; Bannoehr e Guardabassi, 2012; Duim
et al., 2016; Bergot et al., 2018).

Na Gltima década, o surgimento de S. pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP)
tornou-se um problema de grande preocupacdo na medicina veterinaria (Duim et al., 2016;
Wegener et al., 2018; Gagetti et al., 2019) devido a aquisicdo do cassete cromossémico
estafilococico mec (SCCmec), um elemento genético moével que abriga o gene mecA e confere
resisténcia a todos os antimicrobianos beta-lactamicos, exceto as cefalosporinas, ceftarolina e
ceftobiprole de quinta geracdo (Krapf et al., 2019). As estirpes de MRSP também s&o
comumente resistentes a outras classes de antimicrobianos, tais como aminoglicosideos,
macrolideos e fluoroquinolonas, representando um desafio as abordagens terapéuticas
(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 resisténcia antimicrobiana podem ser transferidos
entre diferentes estafilococos, o que pode levar a sérios problemas de salde publica,
especialmente quando envolvem MRSP e S. aureus resistente & meticilina (MRSA) (Duijkeren,
Vanetal., 2011b; Pombaet al., 2017; Kang e Hwang, 2021). Similar ao MRSP em cdes, MRSA
é um patoégeno importante associado tanto a infec¢Bes hospitalares, como comunitéarias em seres
humanos, e é responsavel por casos graves de infeccdes de tecidos moles (Morris et al., 2017;
Pomba et al., 2017).

Relatos de casos humanos de carreamento ou infeccdo por S. pseudintermedius tém sido
pouco descritos durante os Gltimos anos (Duijkeren et al., 2011; Guardabassi et al., 2013). S.
pseudintermedius pode causar uma serie de infeccOes de pele e tecidos moles em seres
humanos, e estudos tém demonstrado alta semelhanca entre as linhagens isoladas de pacientes

humanos e seus cdes (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 cées
pode ser um fator de risco para adquirir a bactéria, sendo os veterinarios e tutores de animais
de estimacéo os mais afetados (Stegmann et al., 2010; Duijkeren et al., 2011; Paul et al., 2011;
Guardabassi et al., 2013). Neste contexto, 0 MRSP é um problema de satde relevante devido a
seu risco zoonotico potencial e as opgdes limitadas de tratamento atualmente disponiveis.

Apesar de sua crescente importancia, existem poucos estudos sobre MRSP no Brasil.
Até 0 momento, quase ndo ha informacbes sobre sua estrutura populacional e padrdes de
resisténcia (Penna et al., 2010a; Botoni et al., 2016; Bourguignon et al., 2016; Scherer et al.,
2018). Além disso, poucos estudos investigaram a possivel relacdo entre as diferentes
manifestaces clinicas causadas por S. pseudintermedius em cées, os padrfes de resisténcia
antimicrobiana (RAM) e o “background” genético. Assim, este estudo visou identificar a
ocorréncia de estafilococos, com foco principal em S. pseudintermedius, em cdes clinicamente
doentes, assim como investigar sua epidemiologia em Belo Horizonte, Minas Gerais, relatando
os perfis de resisténcia antimicrobiana e analisando a estrutura molecular dos isolados de
MRSP.

5.1.2 MATERIAL E METODOS

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 elipticas representam os procedimentos e as caixas retangulares representam os isolados.

5.1.2.2 Coleta, isolamento e identificacdo das amostras

Os espécimes clinicos (suabes) foram obtidos de cdes durante a consulta no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG) e em uma clinica veterinéria
(VetMaster, Belo Horizonte, Minas Gerais) de 2017 a 2020. Apds o consentimento informado
dos tutores, foram incluidas no presente estudo amostras de cdes com suspeita de infec¢cdo por
estafilococos em qualquer sitio corporal. Dados de informacéo do paciente, incluindo motivos
para consulta, idade, sexo, doenca, tipo de amostra, uso de terapia antimicrobiana no momento
da amostragem e resultado, foram coletados. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica 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 Laboratorio de Bacterioses e Pesquisa da Escola
de Veterindria da UFMG para processamento imediato. No laboratorio, os suabes foram

plaqueados em agar manitol salgado (Kasvi, Brasil) e incubados por 24 h a 37 °C, em aerobiose.
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Coldnias sugestivas foram plaqueadas em agar Mdller Hinton (Difco, EUA) e identificadas por
MALDI-TOF MS, como descrito anteriormente (Assis et al., 2017). Em resumo, para cada
estirpe, 1 pl de acido formico (70%) e 1 pl de matriz de MALDI-TOF MS, consistindo em uma
solugdo saturada de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha),
foram aplicados no local e submetidos a secagem ao ar. Os espectros foram adquiridos
utilizando o espectrometro de massa Flex Control MicroFlex LT (Bruker Daltonics) com um
laser de nitrogénio de 60-Hz com até 240 disparos de laser. Os parametros para deteccdo da
faixa de massa foram definidos para permitir a identificacdo de 1.960 a 20.137 m/z, onde a
voltagem da fonte de ions 1 era 19,99 kv, a voltagem da fonte de ions 2 era 18,24 kv e a
voltagem da lente era 6,0 kv para aquisicdo de dados. Antes das medicOes, a calibragdo foi
precedida por um padréo de teste bacteriano (Escherichia coli DH5 alfa; Bruker Daltonics). Os
critérios de escore de identificacdo em Tempo Real (RT) utilizados foram os recomendados
pelo fabricante: escore > 2.000 indica uma identificacdo em nivel 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 ndo foram amplificados por PCR e os isolados ndo-SIG com
escore MALDI-TOF abaixo de 2.000 foram submetidos ao sequenciamento do gene 16S rRNA
e sequenciamento do gene rpoB, quando necessario. Amplificacdo 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-difusdo em agar e interpretada de acordo com o0s documentos do
Instituto de padrdes clinico e laboratoriais (CLSI), M100-Ed31 (CLSI, 2021) e VETO01S-Ed5
(CLSI, 2020). Os seguintes antimicrobianos foram testados: oxacilina (OXA, 1 pg), cefoxitina
(FOX, 30 pg), penicilina (PEN, 10 1U), gentamicina (GEN, 10 pg), eritromicina (ERI, 15 pg),
clindamicina (CLI, 2 ug), tetraciclina (TET, 30 ug), ciprofloxacina (CIP, 5 ug), nitrofurantoina
(NIT, 300 pg), trimetoprim-sulfametoxazol (SXT, 1,25/23,75 ug), cloranfenicol (CHL, 30 ug),
e rifampicina (RIF, 5 pg) (Oxoid, EUA). S. aureus ATCC® 25923 foi usado como controle.
Estirpes foram consideradas MDR quando resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos
(Sweeney et al., 2018).
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5.1.2.4 Extracao de DNA e deteccdo do gene mecA

A extracdo de DNA gendmico bacteriano foi realizada com tiocianato de guanidina
(Pitcher et al., 1989). O DNA extraido foi quantificado usando um espectrofotdmetro Nanodrop
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA). A pureza do DNA extraido foi determinada
usando a razédo de absorbancia 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 sequéncia Multilocus (MLST)

O MLST foi realizado para todos os isolados MRSP, de acordo com a literatura
(Solyman et al., 2013; Gronthal 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 populacao,
com complexos clonais (CCs) compostos de todas as linhagens que compartilham pelo menos
seis alelos idénticos (variante de um Unico locus). A analise de sequéncia multilocus (MLSA)
foi realizada com base em sequéncias concatenadas dos sete alelos do esquema MLST. Uma
arvore filogenética foi construida usando o modelo de probabilidade maxima aproximada (ML)
e modelos Hasegawa-Kishino-Yano de evolugdo de nucleotideos foram construidos usando o
IQ-TREE (Minh et al., 2020), com uma analise bootstrap com 1000 réplicas, e visualizados e

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

5.1.2.6 Analise estatistica

Os dados foram sumarizados usando tabelas de frequéncia e percentuais para variaveis
categoricas e medianas para varidveis continuas. Para medir a associagdo entre as variaveis
categoricas e as amostras isoladas, foi realizada uma analise univariada usando o teste exato de
Fisher. As associacOes foram expressas como odds ratios (ORs) e seus intervalos de confianca

(IC) de 95%. A significancia estatistica foi definida em p < 0,05. Para variaveis quantitativas,
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foi usado o teste Mann-Whitney, com um valor de p < 0,05, ¢ o teste de comparagdo de Tukey
foi aplicado se significancia estatistica fosse observada. Todas as andlises 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 caes foram incluidos neste estudo, o que forneceu 131 amostras de
espécies estafilocdcicas. Quando dois isolados do mesmo animal eram obtidos do mesmo sitio
corporal e tinham o mesmo perfil de resisténcia 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 clinica privada. Os
animais pertenciam a diferentes racas e idades (entre 12 e 204 meses), com uma média de 88
meses (+46,3). Cinquenta e sete animais eram fémeas, cinquenta e oito eram machos, e um néo
tinha informacdo sobre o sexo. Ao menos 64 animais (55,2%) fizeram uso prévio de
antimicrobianos, 56 receberam antibioticos sistémicos diferentes, oito deles tinham usado
apenas antibidticos tdpicos, e 15 deles usaram produtos sistémicos e topicos. Os principais
antibidticos prescritos foram cefalexina (29/64), amoxicilina (9/64), uma combinacdo de
amoxicilina e acido clavulanico (16/64) ou enrofloxacina (11/64). A maioria dos espécimes
clinicos estava associada a condi¢Ges dermatoldgicas: 58 (44,3%) com piodermite, 28 (21,4%)
com otite, 20 (15,3%) com infec¢des do trato geniturinario, 15 (11,4%) com infec¢des de ferida
cirargica (IFC), e 10 (7,6%) de outros sitios corporais.

5.1.3.2 Isolamento e identificacdo 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 sequéncia 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 possivel diferenciacdo de S. schleiferi em duas espécies, S. coagulans e S. schleiferi
(Madhaiyan et al., 2020), nao foi investigada devido a sua recente reclassificacdo. 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 resisténcia antimicrobiana. Os outros cinco animais
apresentaram otite e piodermite causados por espécies diferentes, mais especificamente uma
combinacdo de S. pseudintermedius e S. schleiferi em quatro deles e o outro com uma
combinacdo de S. pseudintermedius e S. delphini. Dois cdes com piodermite carreavam S.
pseudintermedius sensivel a meticilina (MSSP) com diferentes padrdes de resisténcia

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

Tabela 2 - Distribuigdo e proporcdo de espécies de estafilococos isolados de diferentes sitios
de infeccdo de 116 cées atendidos em um hospital e uma clinica veterinaria de Belo Horizonte,
Brasil, entre 2017 e 2020.

Sitio de infeccéo Espécie




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 geniturinario (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 cirargica (n=15 — 11.4%)

S. pseudintermedius (n=13)

S. simulans (n=1)

S. capitis (n=1)

Outros (n=10 — 7.6%0)

S. pseudintermedius (n=9)

S. simulans (n=1)
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* A diferenciacdo recentemente aprovada de S. schleiferi em duas espécies (S. coagulans e S. schleiferi) ndo foi

considerada no presente trabalho.
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Figura 4 - Distribuico e proporcao de espécies de estafilococos isoladas em diferentes sitios infecciosos
de 116 cdes atendidos em duas diferentes clinicas veterinarias de Belo Horizonte, entre 2017 e 2020. A
diferenciagdo recentemente aprovada de S. schleiferi em duas espécies (S. coagulans e S. schleiferi) ndo
foi considerada no presente trabalho.

5.1.3.3 Suscetibilidade a antimicrobianos

Os resultados de resisténcia a antimicrobianos de todas as espécies de estafilococos sdo
descritos na Tabela 3. Um total de 88,2% (90/102) de isolados SIG foram resistentes a pelo
menos um antibidtico. Cerca de 86,7% (85/98) de S. pseudintermedius foram resistentes a
penicilina e 24,5% (24/98) foram resistentes a oxacilina. Em sequéncia, 59,2% (58/98) dos
isolados foram resistentes a trimetoprim/sulfametoxazol, 58,2% (57/98) foram resistentes a
tetraciclina e 42,9% (42/98) foram resistentes a clindamicina e a eritromicina. Todos os isolados
foram suscetiveis a nitrofurantoina. Os isolados de IFC apresentaram taxas de resisténcia a nove

dos antibioticos 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 infeccBes do trato geniturinério e 9,7% (6/62) de outros

sitios corporais. Apenas uma estirpe de S. delphini mostrou resisténcia antimicrobiana, sendo
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Figura 5 — Resisténcia antimicrobiana entre isolados clinicos do SIG obtidos de caes atendidos
em duas diferentes clinicas de Belo Horizonte, entre 2017 e 2020. a) Prevaléncia de acordo com o
antimicrobiano; b) de acordo com o tipo de infeccdo. OXA: oxacilina; PEN: penicilina; ERI:
eritromicina; CLI: clindamicina; SXT: trimetoprim/sulfametoxazol; RIF: rifampicina; GEN:
gentamicina; TET: tetraciclina; CIP: ciprofloxacina; CLO: cloranfenicol; NIT: nitrofurantoina.
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Tabela 3 - Resisténcia antimicrobiana entre os estafilococos isolados de cées infectados atendidos em uma clinica e um hospital veterinario, no
periodo entre 2017 e 2020, em Belo Horizonte, Brasil.

Espécie Isolados OXA/CEF PEN  ERI CLIL SXT RIF GEN TET CIP CLO NIT MDR
S. 98 24 85 42 42 58 35 28 57 34 8 0 62
pseudintermedius  (74,8%)  (18,3%)  (64,9%) (32,1%) (32,1%) (44,3%) (26,7%) (21,4%) (43,5%) (26,0%) (6,1%) (0%) (47,3%)
S. delphini 4 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
(3,1%) (0%) (0.8%) (0%)  (0%)  (0%)  (0%)  (0%) (0.8%) (0%)  (0%) (0%) (0%)

S, schleiferi 20 0 2 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
(153%)  (0%) (15%) (0%)  (0%)  (0%)  (0%) (15%) (0%)  (0%)  (0%) (0%) (0%)

S. aureus 3 0 2 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0
(2,3%) (0%) (1,5%) (08%) (0%)  (0%)  (0%)  (0%) (0,8%) (0%) (0%) (0%) (0%)

S. capitis 2 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(1,5%) (0%) (15%) (0%)  (0%)  (0%)  (0%)  (0%)  (0%)  (0%)  (0%) (0%)  (0%)

S. epidermidis 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1
(0,8%)  (0,8%)  (0,8%) (0%) (0,8%) (0,8%) (0%)  (0%)  (0%)  (0%)  (0%) (0%) (0,8%)

S simulans 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(1,5%) (0%) 0,8%) (0%)  (0%)  (0%)  (0%)  (0%)  (0%)  (0%)  (0%) (0%) (0%)

S warneri 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(0,8%) (0%) 0,8%) (0%)  (0%)  (0%)  (0%)  (0%)  (0%)  (0%) (0%) (0%) (0%)

Total 131 25 95 43 43 59 35 30 59 34 8 0 63

(100%) (19,1%)  (72,5%) (32,8%) (32,8%) (45,0%) (26,7%) (22,9%) (45,0%) (26,0%) (6,1%) (0%) (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 = nitrofurantoina, MDR = multi-drug resistance.
* A diferenciacdo recentemente aprovada de S. schleiferi em duas espécies (S. coagulans e S. schleiferi) ndo foi considerada no presente trabalho.




Entre os isolados ndo-SIG, 18 (62,1%) foram suscetiveis a todos 0s antimicrobianos.
Nove isolados (31%) foram resistentes a penicilina, que foi a maior taxa de resisténcia
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 Unico isolado
considerado multirresistente.

S. pseudintermedius foi significativamente associado a resisténcia a rifampicina (OR
5,82, 95%Cl), 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, | 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 a meticilina

Aproximadamente 23,5% (24/102) dos isolados SIG foram positivos para o gene mecA,
todos eles identificados como S. pseudintermedius. Trés (10,3%) dos isolados ndo-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 a oxacilina ou cefoxitina (halo
de inibicdo = 24mm para CEF). Esta estirpe foi obtida de um cdo com infec¢do nosocomial do

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

5.1.3.5 MRSP

Vinte e quatro isolados de S. pseudintermedius foram resistentes a oxacilina e positivos
para o gene mecA por PCR, sendo assim considerados MRSP (Tabela 4). Destes, 50% (12/24)
eram de feridas cirurgicas, 29,2% (7/24) de lesbes cutaneas, 12,5% (3/24) de otite, e 8,3% (2/24)
de outros locais. Quando classificadas pelo tipo de infeccéo, as taxas de MRSP foram 15,6%
(7/45) em caes com infecgcOes cutaneas, 17,6% (3/17) em caes com otite, 92,3% (12/13) em
caes com IFCs, e 22,2% (2/9) em outros locais. Nenhuma das linhagens de MRSP foi isolada
de cées com infeccdo do trato geniturinario. Todos os isolados foram resistentes a pelo menos

trés classes de antibidticos ndo B-lactamicos. Os perfis de resisténcia 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 resisténcia a antimicrobianos de estirpes MRSP isoladas de cdes (Belo

Horizonte, Brasil) de acordo com os STs e sitios de infec¢éo.

ST CcC Perfil de resisténcia a antimicrobianos Sitio de infec¢do
OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, RIF, CIP, TET, GEN Ferida cirdrgica (2)
Pele (1)
Ferida cirtrgica (1)
71 (n=9 71
(n=9) OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, RIF, CIP, GEN Pele (1)
Outros (1)
OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, RIF, CIP, TET Ferida cirdrgica (3)
_ OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, CIP, GEN Otite (1)
2124 (n=2) NA OXA, PEN, SXT, RIF, CIP, TET, GEN Outros (1)
OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, RIF, CIP, GEN Ferida cirurgica (1)
2125 (n=3) NA OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, CIP, GEN Pele (1)
OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, CIP Ferida cirdrgica (1)
Pele (2)
2126 (n=4) NA OXA, PEN, ERI, CLI, SXT, RIF, TET, GEN Ferida cirurgica (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 cirtrgica (1)
2129 (n=1) NA OXA, PEN, ERI, CLI, CLO, CIP, TET, GEN Ferida cirtrgica (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 cirdrgica (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= ndo aplicavel

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

ST2131 e ST2164) (Figura 6). Na analise do goeBURST, dez isolados (ST71 e ST2130)
pertenciam ao conhecido CC71 (Figura 7e); o ST2124 estava relacionado ao CC2166 (Figura
7b); 0s STs 2125 e 2128 parecem estar relacionados ao CC781 (Figura 7d), enquanto o0 ST2127
estava mais proximo do CC558 - que evoluiu do CC781 (Figura 7d); os STs 2126 e 2131
estavam mais proximos do subfundador ST1709 (Figura 7d); e os STs 2129 e 2164 estavam

mais proximos do CC1758 (Figura 7c). Na analise estatistica, o CC71 foi associado a resisténcia

a ciprofloxacina (p < 0,05).

66



B Surgical Site Infection M Skin infection WOtitis M Others

Tree scale: 0.001 »— -

ST2124
ST2125

ST2128
-~ ST2127
ST2164
ST2129
ST2131

ST2126

ST2130

ST71

3

F-N

-
YVYVYVYVYY

Figura 6 - Relacdo genética de estirpes MRSP de cdes de Belo Horizonte (2017-2020). a) Snapshot da
populacdo de STs encontrados no presente estudo, utilizando-se a analise goeBURST full MST. Linhas
e sombras indicam o nimero de variacdes alélicas entre os STs, e cores indicam o tipo de infeccdo
relacionado a cada ST. b) Uma &rvore filogenética baseada no alinhamento da sequéncia concatenada
dos genes do MLST foi inferida utilizando-se o programa igqTree; probabilidades posteriores sdo
mostradas em vermelho. Colunas com simbolos de triangulos, circulo e estrela indicam a apresentacao
clinica relacionada a cada isolado; colunas de quadrados coloridos indicam presenga ou auséncia de
resisténcia a antimicrobianos de diferentes classes de ndo-beta-lactamicos.
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Figura 7 - Snapshot da populagéo de S. pseudintermedius considerando-se variagdo de apenas um locus. A cor azul representa sequence types (STs) de todo o
mundo ja encontrados e depositados no banco de dados do PubMLST e vermelho indica os STs MRSP identificados no presente estudo; a) Estrutura populacional
principal de f S. pseudintermedius. Clusters de isolados ligados indicam complexos clonais (CCs); singletons ndo demonstrados na figura. Caixas cinzas indicam
a localizam dos STs identificados neste estudo. b) Snapshot do CC2166, ST2124 em vermelho. c) Snapshot do CC1758, com STs 2129 and 2164 em vermelho.
d) Snapshot do CC781 e adjacentes, com STs 2125, 2126, 2127, 2128 e 2131 em vermelho. €) Snapshot do CC71 com STs 71 e 2130 em vermelho.
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5.1.3.6 Preditores para MRSP

N&o houve diferenca significativa na proporcdo de MRSP isolados entre cédes fémeas e
machos ou entre grupos etarios. Entretanto, tratamentos antimicrobianos anteriores (OR9,21 Cl
95% 2,05-41,25) e infecgOes hospitalares foram associados com o isolamento de estirpes de
MRSP. Ao considerar a condi¢do clinica apresentada pelos animais, as IFCs foram
significativamente associadas ao isolamento de MRSP: um cdo 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, infeccdo do trato geniturinario ou infecgdes de outros sitios (p<0,05).

5.1.4 DISCUSSAO

No presente estudo, foi caracterizada a ocorréncia de diferentes espéecies de
Staphylococcus isoladas de varios tecidos diferentes em cdes e avaliou-se sua resisténcia a
antimicrobianos. S. pseudintermedius foi a espécie mais prevalente neste estudo. Como é o
principal agente causador do piodermite em cdes, a maioria dos espécimes clinicos foi obtida
de lesBes cutaneas (Bannoehr e Guardabassi, 2012; Hensel et al., 2016). A segunda espécie
mais frequentemente observada foi S. schleiferi, mas é importante lembrar que a diferenciacdo
recentemente aprovada de S. schleiferi em S. coagulans e S. schleiferi (Madhaiyan et al., 2020)
ndo foi considerada no presente trabalho. De qualquer forma, o S. schleiferi é raramente
encontrado em portadores saudaveis e é comumente isolado de cdes 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 moveis, como o SCCmec, é
preocupante que estirpes anteriormente suscetiveis possam adquirir genes de resisténcia e/ou
viruléncia 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 fendmeno natural, mas o uso
excessivo ou inadequado de medicamentos antimicrobianos na medicina humana e veterinaria

acelera sua ocorréncia (OIE, 2020). Mais da metade dos animais incluidos no estudo haviam

69



sido previamente tratados com pelo menos um antibiotico sistémico, o que pode estar ligado as
altas taxas de RAM encontradas. Infelizmente, esta frequéncia ndo é surpreendente,
considerando as principais manifestacdes clinicas apresentadas por estes animais. Na clinica de
pequenos animais, as infecg¢des de pele séo comumente vistas na rotina, sendo a principal razéo
para a administragdo de antimicrobianos em cées, respondendo por quase um terco das
prescricbes de antimicrobianos em clinicas de pequenos animais (Larsen et al., 2018).
Similarmente, otite e doenca bacteriana do trato geniturinario sdo causas comuns de morbidade
em cées e estdo 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 administracdo pos-operatoria de antimicrobianos (Nelson, 2011; BSAVA,
2018). Os principais antibioticos prescritos foram cefalexina, amoxicilina, amoxicilina/acido
clavulanico e enrofloxacina. Os beta-lactamicos sdo geralmente o grupo antimicrobiano mais
utilizado em pequenos animais, especialmente quando a cultura bacteriana nao esté disponivel
(Guardabassi et al., 2013; Pomba et al., 2017; Weese et al., 2019).

Com excecdo dos antibidticos que contém penicilinase, 0 MSSP geralmente apresenta
taxas satisfatorias 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 resisténcia antimicrobiana a vérias classes de antibioticos,
incluindo agentes antimicrobianos de importancia critica veterinaria (OIE, 2018), tanto nas
estirpes de MSSP quanto MRSP, com ocorréncia significativa de MDR. Em contraste,
cloranfenicol e nitrofurantoina foram os antibioticos com maiores taxas de susceptibilidade
entre as estirpes de S. pseudintermedius, 0 que é esperado, ja que ambos sdo proibidos para uso
veterinario no Brasil (Brasil, 2003).

O presente estudo identificou uma ocorréncia geral de 24,5% de MRSP entre todos 0s
isolados de S. pseudintermedius, 0 que esta dentro da faixa esperada, ja que a literatura relata
taxas variaveis de prevaléncia de MRSP em cées, 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
infeccdo do trato geniturinario (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. E
importante ressaltar que ndo € simples fazer comparacdes entre diferentes estudos, pois a

prevaléncia de MRSP depende ndo apenas da regido geografica, mas também do tipo de

70



amostra, da populacédo incluida 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
cirurgicas foram MRSP. A andlise estatistica revelou que as IFCs, tratamento antimicrobiano
prévio e infecgBes nosocomiais estdo associados a ocorréncia de MRSP. Isto esta de acordo
com a literatura, que demonstrou que a exposi¢do prévia a antimicrobianos, hospitalizacao e
lesGes cutaneas e/ou feridas cirurgicas estdo associadas a um risco maior de adquirir MRSP
(Duijkeren et al., 2011a; Weese et al., 2012; Gronthal et al., 2014; Gronthal et al., 2017; Saputra
et al.,, 2017). Além disso, € possivel que o grande uso de amoxicilina/acido clavulanico,
cefalosporinas e fluoroquinolonas, que foram os principais antimicrobianos prescritos aos cées
incluidos neste estudo, possam estar ligados a selecdo de MRSP (Guardabassi et al., 2013;
Pomba et al., 2017).

Estudos anteriores utilizando MLST forneceram informacgdes sobre a estrutura
populacional do MRSP e mostraram que a disseminacdo deste patdgeno esta ligada a algumas
linhagens clonais de sucesso, particularmente CC71 e CC258 na Europa, CC68 na América do
Norte, e ambos CC45 e CC112 na Asia (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 Unica
linhagem MRSP ST71 isolada da fossa nasal de um cdo saudavel (Quitoco et al., 2013), de
modo que ndo ha um conhecimento extenso sobre o historico genético de S. pseudintermedius
que circula atualmente no pais. 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
0s antimicrobianos utilizados na rotina de pequenos animais, incluindo macrolideos,
aminoglicosideos e fluoroquinolonas, e que pode ser associado a maiores taxas de resisténcia a
oxacilina, amoxicilina/acido clavulanico, 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 ndo beta-lactamicos,
incluindo as fluorogquinolonas, que estdo associadas a propagacao bem-sucedida das linhagens
MDR MRSP (McCarthy et al., 2015). A maioria das linhagens CC71 foram isoladas de IFCs
no mesmo hospital veterinario (dados ndo mostrados), o que levantou a preocupacéo de uma
possivel transmissdo nosocomial, como relatado anteriormente (Gronthal et al., 2014). Uma

caracterizagdo molecular adicional é necessaria para confirmar esta hipotese.
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Estudos recentes na Europa, América do Norte e Oceania mostraram que a prevaléncia
de novas linhagens est4 aumentando, possivelmente superando a prevaléncia do CC71 dentro
de anos (Duim et al., 1999; Duim et al., 2016; Gronthal 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 trés classes
diferentes de antimicrobianos ndo beta-lactamicos, e alguns deles foram isolados de mais de
um animal. Esta observacao corrobora a hipétese de que eventos de transferéncia horizontal de
genes podem ser tdo relevantes quanto a dispersao clonal para MRSP e destaca a necessidade
de mais estudos no Brasil para entender melhor a evolugéo destas novas linhagens (Bannoehr
e Guardabassi, 2012; Duim et al., 2016; Pires Dos Santos et al., 2016; Gronthal et al., 2017).

Este é o primeiro estudo a investigar extensivamente as caracteristicas fenotipicas e
moleculares dos isolados de S. pseudintermedius no Brasil. Além disso, este estudo identificou
fatores de risco para aquisicdo de MRSP e analisou a estrutura populacional de estirpes de
MRSP, o que contribui para compreender a dispersdo de MRSP né&o apenas no Brasil, mas
também na América do Sul, onde ainda ha uma falta de informacéo sobre o mesmo. O presente
estudo confirmou que S. pseudintermedius é a principal espécie estafilococica isolada de cées
infectados em Belo Horizonte. A alta taxa de MDR observada, especialmente as linhagens
MRSP-MDR, é motivo de grande preocupacdo. O CC71 esta atualmente circulando entre as
clinicas veterindrias brasileiras e representa um desafio aos protocolos terapéuticos devido a
sua resisténcia a maioria das classes antimicrobianas de uso diario na pratica de pequenos
animais e sua rapida dispersdo. Entretanto, os novos STs encontrados neste estudo indicam que
a propagacdo do MRSP via transferéncia horizontal de genes pode ser téo relevante quanto a
dispersdo clonal. Para nosso conhecimento, este é o primeiro relato brasileiro que identificou o

MRSP ST71 em cées doentes e revelou novos STs circulantes no pais.
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5.2 Isolamento, caracterizagéo, resisténcia a antimicrobianos e dindmica de colonizagdo
de Staphylococcus spp. em cées internados na Unidade de Terapia Intensiva do Hospital
veterinario da UFMG

RESUMO

No ambiente hospitalar veterinario, a Unidade de terapia intensiva (UTI) geralmente fornece
uma boa condicdo de selecdo e sobrevivéncia para patégenos multirresistentes, ja que estes
podem suportar o uso extensivo de diferentes antimicrobianos. Estafilococos, principalmente
estafilococos resistentes a meticilina (MRS), s&o bactérias com ampla capacidade de adquirir e
transmitir determinantes de resisténcia. Apesar disso, inexistem estudos avaliando a dinamica
de colonizacdo desse género bacteriano em UTIs de hospitais veterinarios. O objetivo deste
estudo foi isolar, caracterizar e avaliar a dindmica de colonizacdo e a resisténcia a
antimicrobianos de estirpes de Staphylococcus spp., principalmente S. pseudintermedius
resistente a meticilina (MRSP), isoladas de cdes internados na UTI do Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG). Para isso, foi realizado um estudo
longitudinal, em que foram coletadas amostras de 54 cées internados na UTI do HV-UFMG em
Belo Horizonte, Minas gerais, entre agosto de 2018 e abril de 2019, totalizando um periodo de
264 dias. Cada individuo inserido no estudo foi submetido a coleta de amostras por meio de
suabes estereis, de trés sitios corporais distintos (narina, axila e reto), uma vez ao dia, do
primeiro ao Ultimo dia de internagdo, incluindo aqueles que vieram a 6bito, por diversas causas.
As amostras isoladas foram identificadas pela técnica de espectrometria de massa por
dessorcao/ionizacédo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF) e confirmadas pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) ou sequenciamento do gene 16S rRNA. Foram realizados teste de
susceptibilidade antimicrobiana e deteccdo por PCR do gene mecA em todas as amostras. Cerca
de 94% dos cdes apresentaram isolamento de Staphylococcus spp. e a espécie mais isolada foi
S. pseudintermedius (88,2%). Multirresisténcia (MDR) foi observada em 64,4% dos cées e
cerca 39% foram positivos para MRS, sendo 21,6% MRSP e 1,9% S. aureus resistente a
meticilina (MRSA). Estirpes MRSP resistentes a 9 classes de antimicrobianos com perfis de
resisténcia idénticos foram observadas em pacientes diferentes e em dias diferentes. Animais
colonizados por estas estirpes apresentaram tempo de internacdo maior que aqueles que
carreavam outras estirpes MRS. A aquisicdo de MRSP durante a internagdo na UTI foi

associada ao: sexo (fémeas), idade (>7 anos) e cdes que fizeram uso prévio de antimicrobianos.
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Os resultados encontrados séo de relevancia para a satde publica, uma vez que esta bactéria
apresenta importante potencial zoon6tico e as opgdes terapéuticas disponiveis sdo limitadas.

Palavras-chave: resisténcia a meticilina, S. pseudintermedius, S. aureus, infec¢éo

nosocomial, multirresisténcia.

5.2.1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, muitos avangos técnicos foram obtidos na medicina veterinaria
com o objetivo de melhorar e prolongar a vida dos animais. Porém, em contrapartida,
procedimentos cirdrgicos invasivos, terapias imunossupressoras, antimicrobianos,
hospitalizacGes prolongadas e cuidados mais intensivos tém contribuido para o aumento de
infeccBes nosocomiais e para a disseminacdo de patdgenos multirresistentes em hospitais
veterinarios (Stull e Weese, 2015). S. pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP) €
descrito como causa comum de infec¢des nosocomiais em todo o mundo (Sasaki et al., 2007;
Ishihara et al., 2010; Nienhoff et al., 2011b; Gronthal 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 proprio ambiente, incluindo superficies, equipamentos
e fomites, assim como de funcionéarios e de pacientes internados (Sasaki et al., 2007a;
Bergstrom et al., 2012; Hamilton et al., 2012; Shoen et al., 2019).

Apesar da importancia, a dindmica de colonizacdo de MRSP no ambiente hospitalar
continua pouco entendida. Nesse contexto, destaca-se a unidade de terapia intensiva (UTI),
como um ambiente que fornece condicdo favoravel a selecdo e sobrevivéncia de patdgenos
multirresistentes, devido ao uso extensivo de diferentes antimicrobianos (Stull et al., 2018;
Shoen et al., 2019). Uma avaliacdo interna dos registros clinicos de pacientes internados na UT]
do Hospital Veterinario da UFMG (HV-UFMG), conduzida pelo Laboratério de Bacterioses e
Pesquisa, revelou MRSP como uma das principais causas de infeccdo em animais internados
nestes leitos, o que gerou a hipotese de que poderia estar ocorrendo colonizagdo dos animais
por MRSP apds internagdo na UTI do HV-UFMG, além do questionamento sobre quais fatores
de risco poderiam estar contribuindo para a ocorréncia de tal evento. Adicionalmente, um
estudo recente realizado durante atendimentos clinicos no mesmo hospital demonstrou a
circulacdo de estirpes MRSP clonais em cdes com diferentes tipos de infecgbes por

Staphylococcus spp. (Viegas et al., 2022), o0 que acrescentou a ideia de que estirpes clonais de
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MRSP poderiam estar circulando em diferentes &reas do HV-UFMG, podendo configurar
transmissdo nosocomial entre diferentes pacientes de diferentes setores. Dessa forma, o objetivo
deste estudo foi isolar, caracterizar e avaliar a dinamica de colonizacdo e a resisténcia a
antimicrobianos de estirpes de Staphylococcus spp., principalmente MRSP, isoladas de cées
internados na UTI do HV-UFMG.

5.2.2 MATERIAL E METODOS

5.2.2.1 Delineamento experimental
A figura 8 apresenta o delineamento experimental deste estudo.

Coleta de suabes retal, nasal e axilar
Pacientes da UTI
1x ao dia - da admissio a alta

v

Coleta de dados Isol t
clinicos solamenta

Coldnias sugestivas
de Staphylococcus?

NAO.

sim —

v v
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PCR mecA
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Figura 8 — Fluxograma de etapas de processamento realizadas durante o estudo com cées internados
na UTI. As caixas elipticas representam os procedimentos e as caixas retangulares representam os
isolados.

5.2.2.2 Coleta, isolamento e identificacdo das amostras

Foi realizado um estudo longitudinal, em que foram coletadas amostras de 54 cées
internados na UTI do HV-UFMG em Belo Horizonte, Minas gerais, entre agosto de 2018 e abril
de 2019, totalizando um periodo de 264 dias. Cada individuo inserido no estudo foi submetido

a coleta de suabes estéreis de trés sitios corporais distintos (narina, axila e reto), uma vez ao
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dia, do primeiro ao ultimo dia de internacdo, incluindo aqueles que vieram a ébito. No total,
501 suabes foram coletados e processados no Laboratério de Bacterioses e Pesquisa da Escola
de Veterinaria da UFMG no mesmo dia da coleta. Dados epidemiol6gicos foram obtidos através
da avaliacéo das fichas clinicas dos participantes. Foram computadas informacdes sobre: idade,
sexo, raga, porte, motivo e tempo de internacdo, comorbidades, uso de antimicrobianos prévio
ou durante a internacdo, profissdo do tutor (profissionais de saude ou outros), convivio com
outros animais e 6bito. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA)
da UFMG sob o protocolo 287/2019.

Todas as amostras foram plaqueadas em &gar manitol salgado (Kasvi, Brasil) e
incubadas por 24 h a 37 °C. Col6nias sugestivas de cada amostra foram subcultivadas em agar
Miller Hinton (Difco, EUA) e identificadas pela técnica de espectrometria de massa por
dessorcao/ionizacdo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) (Assis et al., 2017). Em
resumo, para cada estirpe, 1 ul de acido formico (70%) e 1 ul de matriz de MALDI-TOF MS,
consistindo em uma soluc¢do saturada de &cido a-ciano-4-hidroxicindmico (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha), foram aplicados no local e submetidos a secagem ao ar. Os espectros
foram adquiridos utilizando o espectrometro de massa Flex Control MicroFlex LT (Bruker
Daltonics) com um laser de nitrogénio de 60-Hz com até 240 disparos de laser. Os parametros
para deteccéo da faixa de massa foram definidos para permitir a identificacdo de 1.960 a 20.137
m/z, onde a voltagem da fonte de ions 1 era 19,99 kv, a voltagem da fonte de ions 2 era 18,24
kv e a voltagem da lente era 6,0 kv para aquisi¢cdo de dados. Antes das medicdes, a calibracdo
foi precedida por um padrao de teste bacteriano (Escherichia coli DH5 alfa; Bruker Daltonics).
Os critérios de escore de identificacdo em Tempo Real (RT) utilizados foram os recomendados
pelo fabricante: escore > 2.000 indica uma identificacdo em nivel de espécie. Os isolados
identificados como representantes do Grupo S. intermedius (SIG) por MALDI-TOF foram
confirmados por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do gene nuc (Sasaki et al., 2010). Os
isolados ndo-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-difusdo em agar e interpretada de acordo com os documentos do
Instituto de padrdes clinicos e laboratoriais (CLSI), M100-Ed31 (CLSI, 2021) e VET01S-Ed5
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(CLSI, 2020). Os seguintes antimicrobianos foram testados: oxacilina (OXA, 1 pg), cefoxitina
(CEF, 30 pg), penicilina (PEN, 10 1U), gentamicina (GEN, 10 ug), eritromicina (ERI, 15 ug),
clindamicina (CLI, 2 ug), tetraciclina (TET, 30 pg), ciprofloxacina (CIP, 5 ug), nitrofurantoina
(NIT, 300 ug), trimetoprim-sulfametoxazol (SXT, 1,25/23,75 ug), cloranfenicol (CLO, 30 ug),
enrofloxacina (ENO, 5 ug) e rifampicina (RIF, 5 pg) (Oxoid, EUA). S. aureus ATCC® 25923
foi usado como controle. Estirpes foram consideradas resistentes a multiplas drogas (MDR)

quando resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos (Sweeney et al., 2018).

5.2.2.4 Extracdo de DNA e detec¢do do gene mecA

A extracdo de DNA gendmico bacteriano foi realizada com tiocianato de guanidina,
segundo Pitcher et al. (1989). O DNA extraido foi quantificado usando um espectrofotémetro
Nanodrop (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA). A pureza do DNA foi determinada
usando a razéo de absorbancia 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 Anélise estatistica

Teste Qui-quadrado de aderéncia foi aplicado para identificar a distribuicdo dos dados.
O comportamento do contagio em relacdo aos fatores de interesse foi avaliado utilizando tabelas
de contingéncia. Para medir a associacdo entre variaveis categoéricas e estirpes isoladas, foi
realizada uma analise univariada usando o teste exato de Fisher. As associa¢@es foram expressas
como odds ratios (ORs) e seus intervalos de confianca de 95% (ICs). Para varidveis
guantitativas, foi usado o teste Mann-Whitney, sendo o teste de comparacéo de Tukey realizado
caso significancia estatistica fosse observada. Regressdo linear foi aplicada para avaliar a
relacdo entre a duracdo da hospitalizacdo e os fatores de interesse. Para todos os testes foi
considerado o nivel de significancia de 5%. Todas as analises 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 cdes foram admitidos na UTI do HV-UFMG e
submetidos a 167 coletas de esfregacos nasais, retais e axilares, totalizando 501 amostras de
esfregaco, que forneceram 211 isolados de Staphylococcus spp. (42% - 211/501) de 51 cées
(94% - 51/54). O tempo de hospitalizacdo dos cdes variou de um a dez dias, com uma média de
trés dias (£2,1). Os animais pertenciam a diferentes racas e idades variando de quinze dias a
219 meses, com uma média de 88 meses (+61,4). Para realizar as andlises estatisticas 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). Apos a categorizacao, seis animais foram considerados jovens (6/46 -
13%), dezessete adultos (37% - 17/46), vinte e trés idosos (50%) e oito ndo tiveram idade
informada. Trinta e quatro animais eram fémeas (64% - 34/53), dezenove eram machos (36% -
19/53), e um ndo tinha informacdo sobre o sexo. Dezessete cdes 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 ndo tinha continha essa informagdo. Trinta cées tiveram contato com outros
animais (70% - 30/43), treze ndo tiveram (30% - 13/43), e onze nao continham essa informacéao.
Vinte animais usaram antimicrobianos previamente a admissdo na UTI (49% - 20/41), vinte e
um ndo usaram (51% - 21/41), e esta informagédo n&o foi obtida para treze animais. Vinte e
cinco animais apresentavam alguma comorbidade quando admitidos na UTI (47% - 25/53),
vinte e oito ndo apresentavam (53% - 28/53), e ndo ha informacg6es sobre um animal. Quarenta
e um caes receberam tratamento antimicrobiano durante sua estadia na UTI (77% - 41/53),
apenas doze nao receberam (23% - 12/53), e ndo ha informacGes sobre um animal. Vinte
animais morreram durante a internacéo (38% - 20/53), trinta e trés ndo (62% - 33/53), e ndo ha

informagdes sobre um animal.
5.2.3.2 Isolamento

Duzentos e onze isolados estafilocdcicos (42%) foram obtidos de 51 cées (94%) admitidos
na UTIl de HV-UFMG. A descricdo de cées hospitalizados, cées positivos e isolados de

Staphylococcus spp., S. pseudintermedius e MRSP recuperados por dia estd sumarizada na
tabela 5.
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Tabela 5 - Frequéncia de isolamento total e por dia de internagdo de Staphylococcus spp., S.
pseudintermedius e MRSP recuperados de 54 cdes internados na UTI do HV-UFMG entre
agosto de 2018 e abril de 2019.

I Cées positivos Cées positivos Caées
_ solamento para Isolgmento S para s, Isolamento positivos
2IE Staggglo(%zgcus Staphylococcus pseudnz(‘gzr)medlus pseudintermedius M(I;)?P para MRSP
' spp. (%) (%) (%)
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%) 718 (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 51/54 150/211 45/51 38/211 11/51
(42,1%) (94,4%) (71,1%) (88,2%0) (18,0%) (21,6%)

Dos 211 isolados de Staphylococcus spp. obtidos, 85 (50,9%), 72 (43,1%) e 54 (32,3%)
foram recuperados dos sitios nasal, retal e axilar, respectivamente (Tabela 6). Houve diferenca
estatistica significativa na frequéncia de isolamento de Staphylococcus spp. entre 0s sitios
amostrados (p=0,05), sendo o isolamento no sitio nasal igual ao isolamento no sitio retal
(p=0,226) e maior que no sitio axilar (p=0,001). Ja a frequéncia de isolamento no sitio retal foi

estatisticamente igual a do sitio axilar (p=0,07) (Tabela 6).

5.2.3.3 Distribuicdo 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, a0 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 cédes que obtiveram isolamento estafilococico e
apresentou isolamento estatisticamente maior nos sitios nasal (39,3% - p=0,002) e retal (38% -
p=0,005) quando comparados ao sitio axilar (22,7%).
S. aureus foi a segunda espécie mais observada (12,8%), porém, com excecdo de S.
pseudintermedius, ndo houve diferenca estatistica entre sua frequéncia de isolamento e a soma

das frequéncias dos demais agentes (p=0,4861). Esta bactéria foi isolada de 13 cées (25,5%) e
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encontrada, principalmente, no sitio nasal, apresentando 5,6 vezes mais chances de isolamento
neste sitio do que na soma dos demais (p=0,005).

As outras dez espécies identificadas apresentaram frequéncia de isolamento total abaixo
de 7% (Tabela 6). A diversidade de espécies por sitio foi avaliada e apresentou diferenca
estatistica significativa (p=0,037). O sitio axilar apresentou 11 espécies das 12 encontradas
(91,7%), indicando diversidade estatisticamente maior que o sitio nasal (41,6% - p=0,027).
Porém, quando comparado ao sitio retal (9/12 — 75%), o sitio axilar foi considerado
estatisticamente igual (p=0,590). Os sitios retal e nasal também foram considerados

estatisticamente iguais quanto a diversidade de espécies isoladas (p=0,213).

Tabela 6 — Distribuicdo de espécies e frequéncia de isolados (total e por sitio de coleta).

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%)¢ 57/150 (38,0%)¢  34/150 (22,7%)°
S. delphini Grupo A 1/211 (0,5%) 0/1 (0%) 0/1 (0%) 1/1 (100,0%)
N&o-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%)" 2127 (7,4%)° 6/27 (22,2%)°
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%)% 72/211 (43,1%)® 54/211 (32,3%)"°

*A recente diferenciacdo aprovada de S. schleiferi em duas espécies (S. coagulans e S. schleiferi) ndo foi
considerada no presente trabalho. **Letras iguais nas linhas indicam que ndo houve diferenca estatistica. Letras
diferentes indicam que houve diferenca estatistica ao nivel de 5% (p<0,05 — Teste de Qui-quadrado).

5.2.3.4 Resisténcia a antimicrobianos

5.2.3.4.1 Resisténcia 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
suscetiveis. Avaliando os cdes que tinham isolados estafilococicos, 45 (88,2%) tinham estirpes
resistentes, 33 (64,7%) carreavam estirpes multirresistentes e 30 (39,2%) carreavam estirpes
MRS. A relacdo de isolados resistentes a diferentes classes de antimicrobianos é descrita na

tabela 7.
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Tabela 7 - Frequéncia de isolados susceptiveis e resistentes a diferentes classes de
antimicrobianos.

Susceptibilidade a antimicrobianos Isolados %

Susceptiveis 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

® Resistente a 3 classes
Resistente a 4 classes
u Resistente a 5 classes

H Resistente a 6 ou mais classes

Figura 9 — Frequéncia (%) total de estafilococos resistentes a multiplos antimicrobianos (MDR) e
frequéncia (%) 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 a tetraciclina (52,1%) (p=0,281), mas superior aos demais
(p=0,008). A tabela 8 apresenta a frequéncia de resisténcia encontrada para todos 0S
antimicrobianos testados. A maioria deles apresentou frequéncias de resisténcia entre 20 e 50%,

sendo apenas cloranfenicol (7,6%) e nitrofurantoina (1,9%) abaixo deste intervalo.
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Tabela 8 - Resisténcia antimicrobiana entre os estafilococos isolados de cées internados na UTI do HV-UFMG em Belo Horizonte, Minas Gerais,
entre agosto de 2018 e abril de 20109.

Espécie Isolados OXA/FOX  PEN TET SXT ERI CLI RIF CIP GEN ENO CHL NIT MRS MDR
SIG 151 38 97 88 75 52 52 44 42 42 41 13 1 38 69
(715%)  (18,0%)  (46,0%) (41,7%) (355%) (24,6%) (24,6%) (20,8%) (19,9%) (19,9%) (19,4%) (6,2%) (0,5%) (18,0%) (32,7%)
S, 150 38 96 87 75 52 52 44 42 42 41 13 1 38 69
pseudintermedius  (71,1%)  (18,0%)  (455%) (41,2%) (355%) (24,6%) (24,6%) (20,8%) (19,9%) (19,9%) (19,4%) (6,2%) (0,5%) (18,0%) (32,7%)
S. delphini 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Grupo A (05%%)  (0%) 05%) (05%)  (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) 0%)  (0%)  (0%)  (0%) (0%)
N 60 14 25 22 19 24 22 6 15 10 15 3 3 19 23
(28,4%)  (6,6%)  (11,8%) (10,4%) (9,0%) (11,4%) (10,4%) (2,8%) (7,1%) (47%) (7.1%) (1,4%) (1,4%) (9,0%) (10,9%)
S. aureus 27 4 11 10 7 9 8 3 6 5 6 2 2 4 8
' (12,8%)  (1,9%)  (52%) (47%) (33%) (43%) (3,8%) (1,4%) (2,8%) (24%) (28%) (0,9%) (0,9%) (1,9%)  (3,8%)
S. haemolyticus 13 2 6 5 2 6 3 1 2 1 2 0 0 7 3
' (6,2%)  (09%)  (28%) (24%) (0,9%) (2,8%) (1,4%) (05%) (0,9%) (05%) (0,9%) (0%)  (0%)  (3,3%)  (1,4%)
S, devriese 4 0 2 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0 1 2
' (1.9%) (0%) (0,9%)  (0%) (0%)  (09%) (0,9%)  (0%) (0%) (0%) 0%)  (0%) (0%) (05%)  (0,9%)
S, felis 3 3 2 2 2 2 2 1 2 2 2 0 0 2 3
' (14%)  (14%)  (0,9%) (0,9%) (0,9%) (0,9%) (09%) (05%) (0,9%) (0,9%) (0,9%) (0%)  (0%)  (0,9%)  (1,4%)
s, epidermidis 3 2 0 2 3 0 0 0 2 0 2 0 0 1 2
' (1,4%)  (0,9%) 0%)  (09%) (1,4%)  (0%) (0%) 0%)  (09%)  (0%)  (09%) (0%)  (0%)  (05%)  (0,9%)
S. hominis 3 1 2 1 2 3 2 1 1 1 1 1 1 2 2
' (14%)  (05%)  (0,9%) (05%) (0,9%) (14%) (09%) (05%) (0,5%) (05%) (0,5%) (0,5%) (0,5%) (0,9%)  (0,9%)
S simulans 3 1 1 1 1 1 3 0 1 0 1 0 0 1 2
' (1,4%)  (05%)  (05%) (0,5%) (0,5%) (05%) (1,4%)  (0%)  (0,5%)  (0%)  (05%) (0%)  (0%)  (0,5%)  (0,9%)
S, saprophyticus 2 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1
' (1,0%)  (05%)  (05%) (0,5%) (0,5%) (0,5%) (05%)  (0%)  (0,5%) (0,5%) (05%) (0%)  (0%)  (0,5%)  (0,5%)
S, schleiferi* 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
' (0,5%) (0%) (0%) 0%)  (05%)  (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) 0%)  (0%) (0%)  (0%) (0%)
S, equorum 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
' (0,5%) (0%) (0%) (0%) (0%) 0%)  (05%)  (0%) (0%) (0%) 0%)  (0%) (0%)  (0%) (0%)
. 211 52¢ 122 110¢f 94de 769 749 50¢ 57¢ 52¢ 56¢ 16° 42 57 92
(100%)  (24,6%) (57,8%) (52,1%) (44,5%) (36,0%) (35,0%) (23,7%) (27,0%) (24,6%) (26,5%) (7.6%) (1,9%) (27,0%) (43,6%)

*A recente diferenciacdo aprovada de S. schleiferi em duas espécies (S. coagulans e S. schleiferi) ndo foi considerada no presente trabalho.
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5.2.3.4.2 Resisténcia a meticilina (MRS)

Dos 211 isolados, 57 (27,0%) foram MRS (Tabela 8) e pertenciam a 20 (39,2%) dos 51
cdes que apresentaram isolamento estafilococico (Tabela 9). Trinta e oito (18%) isolados MRSP
foram obtidos de 11 cdes (21,6%) e quatro MRSA (1,9%) foram obtidos de trés cées (5,9%). A
tabela 9 apresenta também as frequéncias de cdes com estirpes MDR das espécies S.

pseudintermedius e S. aureus.

Tabela 9 - Frequéncia de Staphylococcus spp., S. pseudintermedius e S. aureus resistentes a
meticilina (MRS) e resistentes a multiplos antimicrobianos (MDR) em cées que apresentaram

isolamento estafilococico.

Cées (%)
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%)

Isolado

5.2.3.4.3 Resisténcia genotipica (gene mecA)

Das 57 estirpes MRS, 48 (84,2%) foram positivas para 0 gene mecA e nove (15,8%)
foram fenotipicamente resistentes a cefoxitina. Os 48 (22,7%) isolados positivos para o gene
mecA pertenciam a 17 (33,3%) cées. Cinco espécies diferentes apresentaram esse gene (tabela
10), mas a frequéncia de S. pseudintermedius (79,2%) foi excessivamente maior, podendo,
nesta condicdo, ter mecA pelo menos 22,2 vezes mais que as demais espécies (p<0,001). A
frequéncia de MRSP também foi avaliada nos trés sitios 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 a
oxacilina/cefoxitina (teste preditor do gene mecA em estafilococos). Com exce¢do de MRSP,
todas as quatro espécies restantes apresentaram fendtipos susceptiveis neste teste, gerando

resultados incompativeis com o teste genotipico (Tabela 10). Dentre os oito isolados, seis
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(12,5%) foram susceptiveis a cefoxitina e penicilina e dois foram susceptiveis a cefoxitina e

resistentes a penicilina.

Tabela 10 — Total de isolados, frequéncia e espécies estafilocdcicas que apresentaram o gene

mecA.
Espécie Total de Isolados e mecA+ e susceptibilidade a
Frequéncia (%) CEF/OXA
S. pseudintermedius 38/48 (79,2%) 0/38 (0%)
S. haemolyticus 7/48 (14,6%) 57 (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 Resisténcia fenotipica a meticilina (resisténcia a cefoxitina)

Nove (4,3%) isolados de 7 (13,7%%) cdes apresentaram perfil fenotipico condizente
com MRS (resisténcia a cefoxitina, penicilina e, no minimo, mais duas classes diferentes de
antimicrobianos), mesmo ndo sendo positivos para o gene mecA. Cinco espécies diferentes
foram encontradas (Tabela 11), entre elas MRSA, porém, diferenca estatistica nao foi observada

entre suas frequéncias (p=0,2925).

Tabela 11 — Espécies estafilocdcicas e total de isolados que apresentaram perfil fenotipico de

resisténcia a meticilina (MRS).

Espécie Frequéncia (%)
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%0)
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5.2.3.5 Dinamica de colonizagéo de estirpes MRSP nos cées internados na UTI do HV-
UFMG

Quando avaliada a dindmica de isolamento durante os dias de internacdo (Tabela 5), foi
observada uma relagéo linear significativa entre os dias e a proporg¢do de isolados MRSP (p-
valor = 0,001, R?=0,733) em que, para cada dia de internacdo, observou-se um crescimento de
9,142% de isolados nesta proporcao (Figura 10a). Quando avaliada por animal, essa relacédo
também foi significativa (p-valor = 0,003, R2 = 0,656), em que, para cada dia de internacdo, foi
observado um crescimento de 9,748% de cées positivos para MRSP nesta proporgdo (Figura
10b).

Isolados de MRSP por dia de Internagao
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Figura 10 — Relacdo entre o dia de internacdo e a proporcao de estirpes MRSP (a); Relacdo entre o dia
de internacdo e a proporgéo de cées positivos para estirpes MRSP.
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Algumas anélises sobre a influéncia de estirpes MRSP no tempo de interna¢do dos
animais também foram realizadas. Néao foi encontrada diferenca no tempo de internacéo entre
cdes que sdo MSSP e MRSP ja no primeiro dia de internacdo, assim como em cdes que
adquiriram MRSP ap6s o segundo dia de internacdo. No entanto, a analise de estirpes MRSP
resistentes a diferentes classes de antimicrobianos apresentou diferenca estatistica (Figura 11).
Cées com estirpes MRSP resistentes a 9 classes de antimicrobianos (19 delas com perfil
idéntico, conforme descrito na Tabela 12) ficaram internados, em meédia, 6,4 dias, enquanto a

média geral de todos os cdes com outras estirpes MRSP foi 2,4 dias (p = 0,009).
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Figura 11 — Comparacdo do tempo médio de dias de internagdo entre cdes com estirpes MRSP
resistentes a nove classes de antimicrobianos e cdes com outras estirpes MRSP. * Diferenca estatistica
significativa (p = 0,009).

Alguns perfis de resisténcia de estirpes MRSP foram observados repetidas vezes durante
o0 periodo do experimento. Dos 38 isolados MRSP, sete (18,4%), obtidos todos do mesmo céo
(32), apresentaram o mesmo perfil de resisténcia a dez classes de antimicrobianos (perfil 4 -
tabela 12), sendo estes isolados 0s Unicos que apresentaram resisténcia a cloranfenicol.
Dezenove isolados (50,0%) foram resistentes a nove classes diferentes de
antimicrobianos, sendo que 18 deles apresentaram perfis idénticos de resisténcia (perfil 2 -
tabela 12) e foram recuperados de seis animais diferentes que foram internados na UT]I entre os
dias 13 e 263 (tabela 12). O animal 5 foi o primeiro a apresentar um MRSP com este perfil de
resisténcia ja no primeiro dia de internagéo (dia 13). O mesmo tinha historico 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), idéntico ao perfil de resisténcia 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 internacao — dias 48 a 50), 53 (MRSP - 6° e 9° dias
de internacdo — dias 236 e 239), 54 (MRSP - 3° e 4° dias de internacdo — dias 234 e 235) e 57
(MRSP - 1°, 2° e 4° dias de internacdo - dias 260, 261 e 263).

O animal 53 também apresentou outro MRSP com perfil de resisténcia diferente (perfil
7 - Tabela 12) no 3°, 5° e 10° dia de internacdo (dias 233, 235 e 240, respectivamente). Este
animal foi aquele que ficou mais tempo internado (10 dias). Ele chegou a UTI sem isolamento
de MRSP e parece ter adquirido estas estirpes a partir do 3° dia de internacdo (dia 233).

O animal 55 apresentou MRSP no 1° e 2° dias de internacdo (dias 246 e 247,
respectivamente) com perfil diferente dos demais ja isolados (perfil 8) que néo foi encontrado
posteriormente em outros animais.

Todos os animais acima citados portadores de MRSP usaram antimicrobianos durante a
internacdo (Tabela 12), incluindo beta-lactdmicos. Trés deles também fizeram uso prévio de

antimicrobianos, sendo que dos outros trés ndo foi possivel recuperar esta informacao.
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Tabela 12 — Dia de internagdo, dia real do experimento, uso prévio de antimicrobianos e perfis

de resisténcia dos isolados MRSP recuperados de cdes internados na UTI do HV-UFMG entre
agosto de 2018 e abril de 2019.

Animal Isolados  Dia ~ Dia = ATB Perfil de resisténcia fenotipica Pe_rfil d(_e
MRSP UTI* real** UTI resisténcia
1 S1.3N 3 3 Néo OXA-RIF-PEN-TET 1
51N 1 13 sim OXA-ERI-CLI-SUT-EES-RIF-PEN-CIP-TET- 5
5 S5.1R 1 13 Sim OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-PEN-CIP-GEN 3
59N 5 14 sim OXA-ERI-CLI-SUT-EES-RIF-PEN-CIP-TET- 5
10 S10.1R 1 34  Sim OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-PEN-CIP-GEN 3
S16.4R 4 48 Sim
S16.4A 4 48 Sim
16 S165R 5 49 sim OXA—ERI—CLI—SUT—CE;IES—RIF—PEN—CIP—TET— 5
S16.6N 6 50 Sim
S16.6R 6 50 Sim
S32.1N 1 188 Nao OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-RIF-PEN-CLO-CIP- 4
S32.1R 1 188 Nao TET-GEN
532 9N 5 189 Nio OXA—ERI—CLI—SUT—%I\IIEON—PEN—CLO—CIP—TET— 5
32 S32.2R 2 189 Nao
S32.3N 3 190 N?O OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-RIF-PEN-CLO-CIP-
S32.3R 3 190 Nao TET-GEN 4
S32.4N 4 191 Nao
S32.4R 4 191 Nao
S50.1N 1 228 Nao
50 S50.1R 1 228 Nao OXA-ERI-CLI-SUT-PEN-TET 6
S50.1A 1 228 Néo
S53.3N 3 233  Sim
S535A 5 235 Sim OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-RIF-PEN-CIP-GEN 7
53 S53.6R 6 236  Sim OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-RIF-PEN-CIP-TET- 5
S53.9N 9 239  Sim GEN
S53.10N 10 240 Sim OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-RIF-PEN-CIP-GEN 7
S54.3N 3 234  Sim
54 S54.4N 4 235 Sim OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-RIF-PEN-CIP-TET- 5
S54 4R 4 235 Sim GEN
S54.4A 4 235 Sim
S55.1R 1 246  Sim
55 SE5 2A 5 247 Sim OXA-ERI-CLI-SUT-RIF-PEN-TET-GEN 8
S57.1A 1 260 Sim
S57.2N 2 261 Sim
57 S57.4N 4 263 Sim OXA-ERI-CLI-SUT-EES-RIF-PEN-CIP-TET- 2
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 internacdo 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 cées internados na UTI do HV-UFMG

Alguns dados clinicos foram avaliados como possiveis fatores de risco para aquisicdo

de estirpes MRSP na UTI do HV-UFMG. A Tabela 14 apresenta todas as variaveis que foram

avaliadas. A frequéncia de isolados MRSP foi estatisticamente maior em cadelas (p<0,001;

OR=7,31), cdes idosos (p = 0,016; OR = 2,64) e em cdes que fizeram uso prévio de

antimicrobianos (p = 0,017; OR = 2,53).

Tabela 13 - Variaveis avaliadas como possiveis fatores de risco para aquisicdo de MRSP na

UTI do HV-UFMG entre agosto de 2018 e abril de 2019.

Variavel Isolados MRSP p-valor OR
Sexo

Machos 4/84 (5%)

Fémeas 34/127 (27%) <0,001 7,31
Porte

Pequeno (P) 14/79 (18%) _ , _ ,

Médio (M) 14/60 23%) M= 0'522’_%’(1685 0,656; MxG A

Grande (G) 10/72 (14%) s
Idade

Jovem (< 12 meses) (J) 4124 (17%)

Adulto (> 12 e > 84 meses) (A) 7156 (13%) (J+A) x 1 =0,016 2,64

Idoso (> 84 meses) (1) 27/91 (30%)
Convivio com outros animais

Sim 31/119 (26%)

N0 6/37 (16%) 0,272 NA
Comorbidade

Sim 22/123 (18%)

N0 16/88 (18%) 10 NA
Uso prévio de antimicrobianos

Sim 24/74 (32%)

N0 11/69 (16%) 0,017 2,53
Uso de antimicrobianos durante a
internacao

Sim 26/155 (17%)

Né&o 12/56 (21%) 0.425 NA
Uso de beta-lactamicos durante a
internacao

Sim 26/129 (20%)
_ Nao 12/71 (17%) 0,706 NA
Obito

Sim 1/20 (5%)

N0 37/191 (19%) 0,135 NA
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5.2.4 DISCUSSAO

Durante aproximadamente nove meses de estudo, 82% dos cdes admitidos na UTI do HV-
UFMG estavam colonizados por S. pseudintermedius e 15,6% por MRSP. A ocorréncia de S.
pseudintermedius encontrada nos cées deste estudo condiz com os dados da literatura que
variam de 40% a até mais de 90%, reafirmando a predilecdo dessa espécie pelo hospedeiro
canino (Sasaki et al., 2007; Bannoehr e Guardabassi, 2012; Fungwithaya et al., 2017; Smith et
al., 2020). Para MRSP, a frequéncia tem variado de 0 a 4,6% em cdes saudaveis, seja na
comunidade, ou em atendimentos em hospitais veterinarios (Weese e Duijkeren, 2010; Gomez-
Sanzetal., 2011; Kjellman et al., 2015). Para caes admitidos em UT], apenas o estudo de Cocca
et al. (2021), até o momento, relatou a frequéncia de 16,4% de MRSP neste local, um valor
muito proximo do encontrado neste estudo e superior aquele encontrado em outros ambientes,
0 que realca a UTI como um recinto altamente propicio para selecdo e isolamento de estirpes
multirresistentes a antimicrobianos, como MRSP.

Considerando o total de 501 amostras coletadas durante os diferentes dias de internacdo 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 cées que obtiveram isolamento estafilocécico, tendo, a0 menos, seis vezes mais chances de
ser isolado que qualquer outra espécie identificada neste estudo (p<0,001). De fato, cées sao
conhecidos como hospedeiros naturais dessa espécie, sendo comum encontra-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 sitios nasal e retal apresentam maior
probabilidade de isolamento que o sitio 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 deteccdo de S. aureus também foi superior no sitio nasal, apresentando 5,6
vezes mais chances de isolamento neste sitio do que na soma dos demais (p=0,005). Juntos,
esses resultados sugerem que os sitios nasal e retal sdo de grande relevancia para estudos sobre
a dindmica de colonizagdo por S. pseudintermedius e S. aureus em cdes (Griffeth et al., 2008;
Weese e Duijkeren, 2010; Bannoehr e Guardabassi, 2012; Paul et al., 2012).

Ao avaliar a diversidade de espécies por sitio de coleta, o sitio axilar apresentou onze das
doze espécies estafilocdcicas isoladas, sendo estatisticamente maior que o nimero observado

para o sitio nasal. Essa maior diversidade pode estar relacionada a contaminacdo da axila pelo
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contato com o ambiente externo e, principalmente, pela manipula¢éo 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 sdo comumente relatadas como colonizadoras de seres humanos
(Becker et al., 2014), o que reforca a hipdtese de contaminacdo e demonstra que o sitio axilar,
além do baixo indice de isolamento, ndo é confidvel para estudos de colonizagéo.

Trés 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 proxima & observada neste estudo. A alta taxa de resisténcia a antimicrobianos
identificada, inclusive, em estirpes MRS e MDR, era esperada, uma vez que UTIs sdo ambientes
com amplo uso de antimicrobianos, o que é muito apropriado para selecdo de microrganismos
multirresistentes (Nienhoff et al., 2011a; Shoen et al., 2019).

Dentre todos os isolados MRS, 18% foram identificados como MRSP, tanto pela presenca
do gene mecA, quanto pela resisténcia a oxacilina, corroborando com as diretrizes do CLSI
(2021). Ja para MRSA (1,9%), apesar do resultado negativo para 0 gene mecA, as quatro
estirpes apresentaram resisténcia a cefoxitina, penicilina e, no minimo, mais duas classes
diferentes de antimicrobianos, sendo designadas como amostras fenotipicamente resistentes a
meticilina (CLSI, 2021). Neste contexto, é importante salientar que apesar de nao ter sido
detectado 0 gene mecA nestas estirpes, é bem provavel que outro determinante de resisténcia
da familia deste gene esteja envolvido, como por exemplo, o gene mecC, ja identificado em
amostras MRSA de bovinos aqui no Brasil (Silva et al., 2021). No mais, além da preocupacéo
com MRSP, a possivel circulagdo de MRSA na UTI do HV-UFMG é extremamente alarmante,
visto as graves implicaces que este patdgeno representa para os seres humanos (Shoen et al.,
2019; Silva et al., 2020).

Alguns perfis de resisténcia de estirpes MRSP foram observados repetidas vezes ao longo
dos 264 dias de experimento (Tabela 12). Seis diferentes perfis de resisténcia 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
o0 3 isolado do reto. O perfil 3 foi observado mais uma vez no dia 34, também no isolado retal

de outro animal (10). J& o perfil 2 foi observado no isolado nasal do mesmo animal (5) no
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segundo dia de internacdo (dia 14), e em mais cinco animais, sendo quatro deles ap0s o terceiro
dia de internacdo e um no primeiro dia de internacdo. Essas repeti¢fes tiveram inicio no 13° do
estudo e foram observadas até o 263° dia de estudo. A aparicdo do perfil 2 durante todo o
estudo, na maioria das vezes apos o terceiro dia de internacgéo, traz o questionamento se ndo 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 verificagéo desse perfil (Tabela 12), o que
poderia indicar a transmissdo entre pacientes. Porém, a perpetuacao durante todo o estudo, gera
a suspeita se esta estirpe estaria sendo compartilhada através de outros meios, como fomites,
equipamentos e funcionarios, como ja descrito em ambientes hospitalares em outros trabalhos
(Gronthal et al., 2014; Shoen et al., 2019; Cuny et al., 2022). Em um estudo recente, realizado
por este mesmo grupo, abrangendo o mesmo periodo (2017-2020), estirpes MRSP do complexo
clonal CC71 foram detectadas em cdes com diferentes quadros infecciosos atendidos no HV-
UFMG (Viegas et al., 2022). Curiosamente, as estirpes identificadas tinham o mesmo perfil de
resisténcia que foi observado nos cées da UTI durante todo este estudo, incluindo resisténcia a
fluoroquinolonas — classe que esta associada a disseminacao bem-sucedida de linhagens MRSP
MDR, incluindo MRSP CC 71 (McCarthy et al., 2015; Viegas et al., 2022). No trabalho em
questdo, Viegas et al. (2022) afirma que a maioria das estirpes CC71 foram isoladas de
infeccbes de sitios cirtrgicos provenientes do HV-UFMG e sugere que uma possivel
transmissdo nosocomial possa estar ocorrendo. Frente a semelhanca entre os perfis de
resisténcia, a aquisicao tardia de MRSP com o perfil 2, as repetidas apari¢cdes durante todo o
estudo e ao fato de que clones de MRSP foram identificados no mesmo periodo de realizacdo
deste estudo no HV-UFMG, ¢ altamente possivel que os perfis de resisténcia idénticos
encontrados na UTI sejam clones MRSP, e que transmissdo nosocomial esteja ocorrendo neste
ambiente (Gronthal et al., 2014). Porém, a caracterizacdo molecular destas estirpes € necessaria
para a comprovacdo desta hipotese.

Algumas andlises foram feitas para avaliar a dinamica de isolamento das estirpes MRSP
na UTI do HV-UFMG (Tabela 5). Neste estudo, foi observada uma relacéo linear significativa
entre os dias de internacdo e a proporc¢éo de isolados MRSP em que, para cada dia de internagéo,
observou-se um crescimento de 9,142% de isolados nesta proporg¢éo (Figura 10a). Para cées, a
relacdo foi a mesma, em que, para cada dia de internacdo, observou-se um crescimento de
9,748% de cées positivos para MRSP nesta proporcdo (Figura 10b). A perpetuacdo de estirpes

MRSP ao longo dos dias de internacdo na UTI do HV-UFMG é justificavel, pois os perfis de
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resisténcia detectados séo resistentes a praticamente todos os antimicrobianos utilizados na
rotina veterinaria. Dessa forma, a estirpe ndo é combatida e se perpetua ao longo dos dias de
internacdo. (Viegas et al., 2022).

Outra relacdo avaliada foi se cdes com estirpes MRSP resistentes a diferentes classes de
antimicrobianos poderiam influenciar no tempo de internacdo dos animais. Nesta analise, foi
observado que cdes com estirpes MRSP pertencentes ao perfil 2 (Tabela 12) ficaram internados,
em media, 6,4 dias, enquanto a média geral de todos os cées com outras estirpes MRSP foi 2,4
dias (p = 0,09). A predominancia deste perfil nesta relacdo pode ser mais uma evidéncia de que
se trata de estirpes clonais de dispersdo bem-sucedida (Viegas et al., 2022). A caracterizagdo
destas estirpes é necessaria para responder a estes questionamentos que, caso Ssejam
confirmados, necessitam de um plano de controle para combater a transmissdo e disseminagdo
dessas bactérias, ndo apenas na UTI, mas em todo o ambiente do HV-UFMG (Figura 11).

Neste estudo também foram avaliadas variaveis que possivelmente seriam fatores de
risco para a aquisicao de estirpes MRSP na UTI do HV-UFMG. Neste interim, fémeas, cées
idosos (<7 anos) e uso prévio de antimicrobianos foram detectados como fatores de risco para
aquisicdlo 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 clinicos de cdes infectados por Staphylococcus
spp. A maior probabilidade de colonizacdo em cées idosos ndo foi descrita anteriormente como
fator de risco para aquisicdo de MRSP, mas algumas circunstancias poderiam justificar esse
achado, como a maior propensao destes individuos a imunossupressao e, consequentemente, a
predisposicdo a doencas, assim como a maior ocorréncia de terapias recorrentes e internacoes
hospitalares (Pereira et al., 2019). Em relacéo a ser fémea, nenhum outro estudo identificou esta
variavel como fator de risco. E possivel que fémeas sejam mais susceptiveis que machos por
questdes fisioldgicas relacionadas as fases do ciclo estral, uma vez que na fase progesterdnica,
assim como nas gestagcdes, as fémeas sdo mais suscetiveis a infecgdo/colonizagdo por
microrganismos devido a reducdo da atividade leucocitaria e consequente imunossupressao
(Feldman e Nelson, 2003).

Este foi o primeiro estudo a avaliar a frequéncia, resisténcia antimicrobiana e dindmica
de colonizacdo de estirpes MRSP em cées 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. Caracterizagdo molecular das estirpes encontradas € necesséria
para confirmacdo das hipoteses levantadas, para que, caso sejam confirmadas, um plano de
controle de infeccdo e monitoramento seja implementado para combater a disseminacao da
resisténcia a antimicrobianos na UTI do HV-UFMG.
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6. CAPITULO 2: Diversidade e resisténcia a antimicrobianos em Staphylococcus spp. de

animais silvestres de diferentes origens

RESUMO

Sabe-se que animais silvestres, sobretudo sinantropicos, podem atuar como vetores de
microrganismos causadores de infeccdo em seres humanos, incluindo bactérias do género
Staphylococcus. Em adicdo, cada vez mais tém-se discutido o papel de animais silvestres como
reservatorios de microrganismos multirresistentes a antimicrobianos, outro ponto de grande
relevancia para satde publica. No presente trabalho, a colonizacéo por Staphylococcus spp. € a
resisténcia a antimicrobianos dos isolados foi investigada em columbiformes, roedores,
marsupiais, répteis (jabutis) e carnivoros silvestres. Amostras desses animais foram plaqueadas
em &gar manitol salgado para isolamento de estafilococos e a identificacdo de espécies foi
realizada utilizando MALDI-TOF MS, PCR do gene nuc e sequenciamento dos genes 16S rRNA
e rpoB, quando necessario. A susceptibilidade antimicrobiana foi avaliada pelo método de
disco-difusdo em &gar, e a presenca do gene mecA foi investigada por PCR para detectar a
resisténcia a meticilina. S. xylosus, S. sciuri e S. saprophyticus foram as espécies mais
encontradas em clumbiformes, jabutis e roedores, respectivamente. Uma alta frequéncia de
espécies de Staphylococcus do grupo S. intermedius (SIG) foram encontrados em quatis (S.
delphini) e lobos-guaras (S. pseudintermedius). Com excecdo dos jabutis, isolados de
Staphylococcus spp. multirresistentes (MDR) foram encontrados em todas as espécies
trabalhadas, variando de 4,7% em carnivoros a 10,8% em roedores. O presente trabalho revelou
a presenca de Staphylococcus spp. comumente envolvidos em quadros de infeccdo em seres
humanos em diversas espécies, sobretudo em roedores. Dois novos hospedeiros naturais do SIG
foram encontrados, 0 que pode ajudar a elucidar a epidemiologia desse grupo de grande
relevancia. Ja a deteccdo de estirpes multirresistentes enfatiza o papel de diferentes espécies

silvestres como reservatorios de genes de resisténcia a antimicrobianos.

Palavras-chave: multirresisténcia a antimicrobianos; roedores; pombos; carnivoros; répteis
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6.1 INTRODUCAO

O crescimento da resisténcia a antimicrobianos (RAM), uma séria ameaca a saude
humana e animal, € 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 ndo expostos a estes agentes tem sido observado, sendo a transferéncia horizontal de
genes apontada como uma explicacdo para este fendbmeno (Laborda et al., 2022). Neste
contexto, os estafilococos sdo conhecidos como excelentes portadores e transmissores de genes
de resisténcia (Otto, 2013; Becker et al., 2014),  que podem, também, causar uma grande
variedade de infec¢cOes oportunistas em seres humanos e animais (Wieler et al., 2011; Walther
et al., 2017; Heilmann et al., 2019). Porém, pouco se sabe sobre a colonizacdo e perfil de
resisténcia a antimicrobianos destas bactérias em grande parte dos animais, principalmente, nos
animais silvestres que, atualmente, estdo cada vez mais inseridos nos ambientes urbanos.

Nas Gltimas décadas, ambientes urbanos ao redor do mundo tém apresentado um
crescimento exponencial das populacbes de animais sinantrépicos, tais como pombos e
roedores, ja conhecidos por transportar e transmitir uma ampla gama de patégenos zoonéticos
(Tarsitano et al., 2010; Perez-Sancho et al., 2020). Diante disso, & not6rio que o contato proximo
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
cenario para seres humanos e animais presentes em algumas areas urbanas de Belo Horizonte,
como o Hospital Veterinario da UFMG (HV-UFMG), no qual a quantidade de pombos da
espécie Columbia livia tem aumentado acentuadamente nos Gltimos anos, e 0s parques
municipais, onde uma alta densidade de espécies de roedores interagem direta e indiretamente
com a populacdo (Spinelli et al., 2010; Silva et al., 2014; Torres-Mejia et al., 2018). Apesar da
grande relevancia, estudos sobre estafilococos e RAM nestas espécies sdo limitados
(Himsworth et al., 2014; Ge et al., 2019), pois a maioria deles € direcionada a investigacao em
seres humanos e animais domeésticos. Porém, em geral, sabe-se que os sinantropicos podem
atuar como reservatérios para bactérias resistentes a antimicrobianos, transmitindo e
disseminando estes microrganismos por diferentes rotas, incluindo fezes e urina (Jahan et al.,
2020).

Em adicdo a espécies sinantropicas, sabe-se que espécies com habitos generalistas, tais

como marsupiais e quatis, sao também relevantes nesta cadeia, pois sdo encontrados proximos
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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-Mejia et al., 2018). Os quatis (Nasua nasua) sao procionideos com habitos
generalistas, da ordem Carnivora, e estdo amplamente distribuidos no continente sul-americano.
Estes animais sdo facilmente vistos em pequenas areas 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 area urbana e, com densidade maior do
que a registrada em ambientes naturais (Hemetrio, 2011), os quatis sdo comumente vistos
alimentando-se das lixeiras do local, assim como emcasas e estabelecimentos comerciais
proximos. Devido a visivel pressao antrépica e ao amplo potencial destes animais como
transmissores de doencas infecciosas para a comunidade, alguns estudos com diferentes
patdgenos ja 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 género de grande
importancia para a saide humana e veterinaria, ainda néo foi avaliado.

Em contraste com os sinatrdpicos e os quatis, 0s carnivoros silvestres estdo sob crescente
ameaca de reducdo de populacdes (Chiarello et al., 2008). De acordo com a Lista Vermelha de
Espécies Ameacadas da IUCN (International Union for Conservation of Nature), o lobo-guara
(Chrysocyon brachyurus) e a onga-pintada (Panthera onca) sdo atualmente classificadas como
espécies quase ameacadas, enquanto outras, como o ledo (Panthera leo), ja sdo consideradas
vulneraveis (Paula et al., 2015; Bauer et al., 2016; Quigley et al., 2017). Esta situacdo acaba
levando a reproducdo de espécimes destas espécies em cativeiro, tais como parques e
zooldgicos, aumentando ainda mais o contato com seres humanos e, consequentemente, a
possibilidade de transmissdo mUtua de microrganismos zoonoticos e, até mesmo, resistentes a
antimicrobianos, como Staphylococcus spp. (FeRler et al., 2018). Apesar disso, pouco se sabe
sobre a epidemiologia desta bactéria na maioria das espécies de felideos e canideos silvestres,
sendo a literatura limitada a poucos relatos de casos clinicos (Jee et al., 2007; Esson et al., 2019;
Yang et al., 2022).

Nas ultimas décadas, houve ainda um aumento global na adocdo de répteis como
animais de companhia. De acordo com dados do Gltimo censo, o Brasil tem a nona maior
populacdo de répteis do mundo (IBGE, 2013). Esses pets ndo convencionais, especialmente
jabutis e cagados, ganharam popularidade devido a sua aparéncia e natureza agradavel (Hossain
et al., 2020). Apesar desta crescente popularidade, estudos tém demonstrado que estes animais

representam uma ameaca potencial a saude publica (CDC, 2019; Ramos et al., 2019). Répteis
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podem atuar como reservatorios e disseminadores potenciais de microrganismos patogénicos,
incluindo Salmonella spp., E. coli patogénica, e Leptospira spp., e podem, também, contribuir
para a disseminacdo de genes de resisténcia a antimicrobianos (Ebani, 2017; Ramos et al.,
2019). Apesar disso, sdo raros o0s estudos sobre estafilococos isolados de répteis saudaveis e a
maioria destes ndo avaliou a resisténcia a antimicrobianos dos isolados (Taddei et al., 2010; Di
lanni et al., 2015; Orié et al., 2015; Cardoso-Brito et al., 2019).

E evidente e preocupante a limitacao de estudos sobre colonizac&o e perfil de resisténcia
a antimicrobianos de estafilococos na vida selvagem, uma vez que estes animais estdo cada vez
mais inseridos nos ambientes urbanos e submetidos, direta ou indiretamente, & atividade
antrdpica. Conhecer as diferentes espécies de estafilococos que os colonizam, assim como a
carga de resisténcia que carreiam, pode levar ao entendimento do potencial risco que
representam para a comunidade e a provisdo de medidas de controle e prevencdo, caso seja
necessario. Afinal, grande parte dos estafilococos ja foi relatada em infec¢fes oportunistas,
muitas vezes multirresistentes, na saide humana e animal. Assim, com o intuito de ampliar os
conhecimentos acerca da diversidade e resisténcia a antimicrobianos de Staphylococcus spp.
em animais silvestres, o presente estudo teve como objetivo avaliar a frequéncia, distribuicéo e
padrdo de resisténcia a antimicrobianos de espécies estafilococicas isoladas de pombos,
roedores, quatis, felideos, canideos e jabutis de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

6.2 MATERIAL E METODOS

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 cdes, gatos, equinos, gado e espécies selvagens. Embora esteja
situado em Belo Horizonte, esta localizado dentro da universidade e cercado por uma grande
area de vegetacdo natural (Figura 12). O estudo foi motivado pelo aumento da populacdo de
pombos nos ultimos 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 a grande quantidade de excretas a que todos estdo
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constantemente expostos neste ambiente. Apés trés 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 manhas, no local de alimentacao dos
grandes animais. Ap6s a contencdo fisica, eles receberam anéis coloridos para fins de
identificacdo e monitoramento, e aspectos relativos a sua saude foram avaliados por um
veterinario experiente. Os pombos foram deixados em repouso entre a captura e a manipulacéo,
onde fezes frescas foram coletadas das gaiolas individuais imediatamente ap0s a queda, e
transferidas para microtubos estéreis. As gaiolas foram limpas com agua e sabao, desinfetadas
com hipoclorito de sédio a 2,5% e também tiveram a cobertura plastica descartavel do piso
trocada para cada animal, para evitar contaminacdo. Todas as amostras foram armazenadas em
uma caixa de transporte com gelo e enviadas dentro de duas horas para o Laboratério de
Bacterioses e Pesquisa da Escola de Veterinaria da UFMG, para processamento imediato. Este
estudo foi aprovado pela CEUA da UFMG sob o protocolo 361/2018 e pelo Instituto Chico
Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio) sob o protocolo 66535-2.

BELO HORIZONTE /"\

Projecéo: SIRGAS 2000
Fonte: bases de dados IBGE
Software: QGIS 3.12

I Brazil

T

B Federal University of
Minas Gerais
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0 2,5 5 km

Minas Gerais

Figura 12 - Mapeamento do HV-UFMG na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. A. Mapa
de Belo Horizonte com a localizagdo da escola veterinaria da UFMG. B. Mapa do Brasil com a
localizagdo do estado de Minas Gerais. C. Mapa do estado de Minas Gerais com a localizacdo 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°58' S e 43°59" O),
possui uma area total de 335 mil metros quadrados. O Parque 2, "Parque Municipal das
Mangabeiras" (19°56’ S e 43°54' O), tem uma éarea total de 2,4 milhdes de metros quadrados
(Figura 13). Estes parques servem como centros de recreacdo e areas de lazer para a populacao
e, geralmente, recebem um grande nimero de visitantes todos os dias ao longo do ano. O Parque
1 esté localizado completamente dentro da cidade. O espaco funcionou como um aterro para
Belo Horizonte durante vinte anos (1951-1971), e depois foi transformado em um parque e
jardim horticola para a producdo de mudas de arvores e plantas utilizadas para paisagismo. O
local possui nascentes e cursos de agua perenes que sdo 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 més. Esta
localizado em uma area urbana em contato com alguns bairros, mas é cercado por vegetacao
nativa e outras areas de preservacdao ambiental. Possui nascentes de agua ao redor e em todo o
Seu percurso, mas 0s cursos nao sao impactados por aguas 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 localizacdo do estado de Minas Gerais. B. Mapa do estado de Minas
Gerais com a localizagdo de Belo Horizonte. C1. Parque Municipal Jacques Cousteau (parque 1). C2.
Parque Municipal de Mangabeiras (parque 2). Os pontos amarelos e azuis representam o0s locais onde
0s 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 marco de 2019 (Tabela 16). Assim como para 0s pombos,
fezes foram escolhidas como espécime para isolamento, uma vez que os Vvisitantes dos parques
normalmente estdo mais expostos as excretas do que aos proprios animais. Para a captura, foram
estabelecidos dois transectos para o Parque 1 e trés transectos para o Parque 2. Cada transecto
havia quinze estagdes de coleta separadas uma da outra em 20 metros. As esta¢es 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 manhd, 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 periodo de um ano. Apds a captura, os animais foram pesados. Foram, ent&o,
sedados com uma combinacdo 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). Apoés a
sedacéo, foram coletadas amostras fecais diretamente da ampola retal dos marsupiais. Estes
animais receberam marcacgdes auriculares para evitar a coleta de maltiplas 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 intracardiaca, e o contetido 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 Laboratério de
Bacterioses e Pesquisa da Escola Veterinaria da UFMG, onde foram armazenadas a -80 °C até
0 processamento. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da
UFMG sob o protocolo 306/2017 e pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo 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°56' S e 43°53' O), em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil (Figura 14). Foram amostrados
55 quatis de vida livre, onze em marco 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). Apds a captura, 0S animais
receberam aplicacdo 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 subcutaneo de microchip na regido interescapular e um brinco de polipropileno
numerado. Apo6s identificacdo, foram coletadas amostras de suabes retais, que foram inseridas
em microtubos estéreis, armazenadas em uma caixa de transporte com gelo e transportadas para
0 Laboratério de Bacterioses e Pesquisa da Escola de Veterinaria da UFMG. Este estudo foi
aprovado pela CEUA da UFMG sob o protocolo 100/21, pelo Sistema de Autorizacdo e
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Informacgéo em Biodiversidade (SISBIO) sob o protocolo 75831 e pela Fundagdo de Parques

Municipais de Belo Horizonte sob o protocolo FU 004-2020.
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Minas Gerais Brazil

Figura 14 - Localizacdo do Parque Municipal das Mangabeiras (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil)
e distribuicdo 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 canideos e felideos silvestres do Zooldgico de Belo Horizonte

Os dez animais amostrados para este estudo foram provenientes do Zooldgico de Belo
Horizonte, Minas Gerais. Eles eram mantidos em recintos de acordo com a biologia e 0 manejo
reprodutivo da espécie. Os lobos-guaras (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
fémea recém-chegada ao recinto, que foi gravemente ferida devido a uma colisdo de carro, e
estava sob os cuidados clinicos e cirdrgicos do Zooldgico de Belo Horizonte e da UFMG,
quando as amostras foram coletadas. O ledo (P. leo) (n=1) e as ongas-pintadas (P. onca) (n=2),
todos adultos, eram mantidos separados em dois recintos. Todos os individuos de P. leo e P.
onca foram quimicamente contidos pelos veterinarios do Zooldgico de Belo Horizonte. Um
macho adulto de C. brachyurus também foi quimicamente contido para exames de rotina e

coleta de amostras. A fémea adulta de C. brachyurus foi quimicamente contida para
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procedimentos cirdrgicos e coleta de amostras. Todos os outros individuos de C. brachyurus
foram fisicamente contidos de acordo com a rotina do Zooldgico 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 individuo, foram coletados suabes de trés sitios
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 Laboratério de Bacterioses e Pesquisa da Escola Veterinaria da UFMG
para processamento. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica 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 conveniéncia de 66 jabutis aparentemente saudaveis (Chelonoidis
carbonaria) foi realizada durante um periodo de 12 meses (fevereiro de 2019 a fevereiro de
2020). As amostras foram coletadas pela equipe veterinaria do Centro de Triagem de Animais
Silvestres (CETAS) na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. O CETAS é uma
organizacgdo responsavel 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 voluntaria, resgate ou apreensdo por agéncias de vigilancia. 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 Laboratdrio de Bacterioses e Pesquisa da Escola Veterinaria 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 identificacédo de Staphylococcus spp.

Para o isolamento de Staphylococcus spp., as amostras fecais foram suspensas em
solucéo salina 0,85% e 100 uL foram estriados em agar manitol salgado (Difco, EUA). Ja os
suabes foram plaqueados diretamente em agar manitol salgado. As placas foram, entéo,

incubadas a 37 °C durante 24 horas. Coldnias sugestivas foram subcultivadas em agar Miller
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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 identificacdo a nivel 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 necessario, submetidos ao sequenciamento do gene 16S rRNA
e/ou rpoB (Mellmann et al., 2006; Fox et al., 2011). Os isolados ndo-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 detec¢éo do gene mecA

Os testes de suscetibilidade a antimicrobianos foram realizados utilizando o teste de
disco-difusdo em &gar, de acordo com os documentos M100-Ed31 (CLSI, 2021) e VETO01S-
Ed5 (CLSI, 2020) do CLSI. Foram testados os seguintes antimicrobianos: oxacilina (1 pg),
cefoxitina (30 pg), penicilina G (10 unidades), tetraciclina (30 pg), trimetoprim/sulfametoxazol
(25 pg), cloranfenicol (30 pg), eritromicina (15 pg), clindamicina (2 ug), gentamicina (10 pg)
e ciprofloxacina (5 pg) (DME, BRA). S. aureus ATCC 25923 foi usado como controle e 0s
isolados foram considerados MDR quando resistentes a trés ou mais classes de agentes
antimicrobianos (Sweeney et al., 2018). Para deteccdo do gene mecA, a extracdo de DNA foi
realizada segundo Pitcher et al. (1989), e estafilococos resistentes a meticilina (MRS) foram

investigados por PCR, como descrito anteriormente por Murakami et al. (1991).

6.2.4 MLST de S. pseudintermedius de canideos silvestres

Estirpes de S. pseudintermedius que apresentaram diferentes perfis fenotipicos de
susceptibilidade a antimicrobianos foram selecionadas e submetidas a técnica de MLST, como
descrito anteriormente por Solyman et al. (2013) e Gronthal 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 populagdo, com complexos clonais sendo
compostos por todas as linhagens compartilhando pelo menos cinco alelos idénticos (variagéo
de duplo loci). A andlise filogenética foi realizada com base nas sequéncias nucleotidicas do

esquema MLST. Uma arvore filogenética usando o modelo ML e modelos Hasegawa-Kishino-
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Yano de evolugao de nucleotideos foi construida usando o 1Q-TREE (Mihn et al., 2020), sendo
visualizada e anotada usando o iTol v.4 (Letunic et al., 2019).

6.2.5 Andlise estatistica

A associacdo entre a resisténcia fenotipica e as espécies estafilococicas foi avaliada pelo
teste exato de Fisher. O teste de aderéncia ao qui-quadrado foi usado para avaliar a distribuicdo
das variaveis. Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad Prism v.8
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). As diferencas 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 estafilocdcicos foram recuperados
de 18 (38,3%) animais. Oito espécies diferentes foram detectadas, sendo S. xylosus (30%) a

espécie mais frequente (Tabela 15).

Tabela 14 - Frequéncia, distribuicdo e fendtipos de resisténcia a antimicrobianos de espécies

estafilocdcicas recuperadas de pombos (n = 47) no HV-UFMG, Belo-Horizonte, Minas Gerais,

Brasil.
NUmero 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
20 4 3 1 1 0 0 0 0 0
Total

(100%) (20%) (15%) (5%) (5%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)

*Este trabalho ndo levou em consideracao a recente reclassificacdo de S. sciuri e S. lentus como
Mammaliicoccus sciuri e Mammaliicoccus lentus, e também a diferenciacdo 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 susceptiveis a todos os compostos testados. Houve resisténcia a tetraciclina
(35,5%), seguido por penicilina G (15%), eritromicina (5%), e clindamicina (5%). Néo foram
encontradas diferencas significativas na resisténcia entre estes antimicrobianos. Um isolado de
S. aureus apresentou resisténcia a penicilina G, eritromicina e clindamicina, sendo entdo
classificado como MDR. Todos os isolados foram suscetiveis & cefoxitina, cloranfenicol,

gentamicina, ciprofloxacina, e trimetoprim-sulfametoxazol, e negativos para 0 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 periodo de um ano (Tabela 16). O nimero de animais amostrados no
Parque 1 (76,1%) foi aproximadamente trés vezes maior que o do Parque 2 (23,9%) (p < 0,001).
No Parque 1, os roedores foram capturados com maior frequéncia (97,5%) do que 0s marsupiais
(2,5%), sendo os ratos pretos (Rattus rattus) os mais encontrados (31,4%) (Tabela 16). Entre
0s marsupiais, somente o gamba de orelhas brancas (Didelphis albiventris) foi capturado. No
Parque 2, a frequéncia de captura foi de 52,6% para marsupiais e 47,4% para roedores. Os
principais representantes de marsupiais e roedores neste parque eram gambas de orelhas brancas
(Didelphis albiventris) (45%) e o género Cerradomys (55,5%), respectivamente (Tabela 16).
Para os marsupiais, a frequéncia 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 - Frequéncia e distribuicdo 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.

Total
Animais Nome comum (espécie)
Parque 1  Parque 2 Soma Grupo
Género Cerradomys 29 10 39
Roedores Ratinho do cerrado (Necromys lasiurus) 34 4 38 136
Rato preto (Rattus rattus) 37 0 37 (85,5%)
*Ordem Rodentia 18 4 22
Gambé de orelha branca (Didelphis
. - 3 9 12
Marsupia albiventris) 23
is Gamba de orelha preta (Didelphis aurita) 0 6 6 (14,5%)
Cuica cinza (Marmosops incanus) 0 5 5
121 38 159 159
Total

(76,1%) (23,9%) (100%) (100%)
*Alguns roedores ndo foram classificados por género 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. Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa no carreamento estafilococico por espécies de roedores (Tabela
17). Também n&o houve diferencga na frequéncia de isolamento em diferentes periodos sazonais
(chuva e seca). Apenas um isolado (4,3%) foi recuperado dos marsupiais, especificamente de
um gamba 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 frequéncia do que as outras
espécies (p < 0,001) (Tabela 17). S. aureus foi isolado de trés animais (8,1%). Para marsupiais,
a Unica estirpe isolada foi identificada como S. saprophyticus, que foi suscetivel a todos os

antimicrobianos testados.
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Tabela 16 - Frequéncia e distribuicao de espécies estafilocdcicas isoladas de roedores (n=136)
de dois parques urbanos em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

Necromys Rattus N
Isolado Cserrg]d_o?g))/s lasiurus rattus Rogﬁfg% ;I;gtlzldgz
p-(n= (n=38) (n=37) -

S. saprophyticus 6 4 6 2 18 (48.6%)?
S. xylosus 0 6 0 0 6 (16.2%)"
S. aureus 2 0 1 0 3 (8.1%)°
S. sciuri** 1 1 1 0 3 (8.1%)°

S. succinus 0 1 2 0 3 (8.1%)°

S. epidermidis 0 1 1 0 2 (5.4%)°

S. cohnii 0 0 1 0 1 (2.7%)"

S. warneri 0 1 0 0 1 (2.7%)°
9 14 12 2 37

Total de isolados/roedor (238%)°  (36,8%)® (32,4%)™ (9,19%)P (100%)

* Comparacao maltipla: letras diferentes indicam diferencas significativas.

** Este trabalho ndo levou em consideracdo a recente reclassificacdo de S. sciuri como Mammaliicoccus sciuri
(Madhaiyan et al., 2020).

***Alguns roedores ndo foram classificados por género 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
a cefoxitina, e foram classificados como MRS. Um destes isolados foi positivo para o gene
mecA (Tabela 18). Penicilina G teve a maior frequéncia de resisténcia (24,3%), seguida por
eritromicina (8,1%), cefoxitina (5,4%) e clindamicina (5,4%). A resisténcia a 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, ndo foram
encontradas diferencas significativas na resisténcia a eritromicina e a outros antimicrobianos.
Todos os isolados foram suscetiveis 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 ndo foi encontrada diferenca estatistica
entre estas espécies (p = 0,15). Além disso, ndo houve diferenca na frequéncia de isolados

resistentes entre os transectos em cada parque (p = 0,24) ou entre os parques (p = 0,6).
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Tabela 17 - Caracterizagdo dos isolados estafilocdcicos obtidos de animais capturados no
Parque 1 (transectos 1 e 2) que apresentaram resisténcia a antimicrobianos.

Isolado Parque Transecto Animal Staphylococcus emec Fer_lotlpo_di
spp. A resistencia

JCO7 1 1 Rato preto (R. rattus) S. epidermidis Né&o PEN
JC11 1 1 Rato preto (R. rattus) S. saprophyticus  N&o PEN
JC49 1 1 Rato preto (R. rattus) S. aureus N&o PEN; ERI; CLI
JC26 1 2 Género Cerradomys S. saprophyticus Ndo PEN; ERI; CLI
JC50.2 1 2 Ratinho do cerrado (N. lasiurus) S. warneri Né&o PEN
JC54 1 2 Ratinho do cerrado (N. lasiurus) S. xylosus Né&o PEN
Jcsl 1 2 Ratinho do cerrado (N. lasiurus) S. epidermidis Sim  PEN; ERI; CEF
JC98 1 2 Ratinho do cerrado (N. lasiurus) S. sciuri* Né&o PEN
JC121 1 2 Ordem Rodentia S. saprophyticus ~ N&o PEN; CEF

* Este trabalho ndo levou em consideracdo a recente reclassificacdo 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 estafilococicos 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 frequéncia de resisténcia (13,9%), seguida por tetraciclina (2,3%) e cloranfenicol
(2,3%). A resisténcia a penicilina G foi significativamente maior do que a resisténcia aos outros
agentes antimicrobianos testados (p = 0,0259), exceto a tetraciclina e ao cloranfenicol (p =
0,1096). Entretanto, ndo foram encontradas diferencas significativas entre a resisténcia a
tetraciclina e ao cloranfenicol e a resisténcia a outros agentes antimicrobianos. Um isolado de
S. saprophyticus apresentou resisténcia a penicilina G, tetraciclina e cloranfenicol, sendo
classificado como MDR. Todos os isolados foram suscetiveis a ciprofloxacina, gentamicina,
trimetoprim/sulfametoxazol, eritromicina, clindamicina, rifampicina e cefoxitina, e negativos

para o0 gene mecA.
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Tabela 18 - Frequéncia, distribuicdo e fenotipos de resisténcia antimicrobiana de espécies
estafilococicas recuperadas de quatis (n = 55) no estado de Minas Gerais, Brasil.

NUmero 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 o 0 o0 0 0 0 ©

S. epidermidis 2 (4.6%) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S.capitis  1(2.3%) O 0 0 o 0 o0 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

43 6 1 1 0 0 0 0 0 0 0

Total (100%) (13.9%) (2.3%) (2.3%( (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)

*A recente reclassificagdo de S. sciuri como Mammaliicoccus sciuri  ndo foi considerada neste trabalho
(Madhaiyan et al. 2020).

6.3.4 Canideos e felideos 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-
guaras (Tabela 20). S. felis foi a segunda espécie mais comum, sendo detectada em cinco
amostras (23,8%) de trés animais, duas oncas-pintadas e um lobo-guara (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-guaras (C.

brachyurus).
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Tabela 19 - Frequiéncia e distribuigdo de espécies estafilococicas isoladas de lobo-guara (Chrysocyon brachyurus), onga-pintada (Panthera onca)
e ledo (Panthera leo) mantidos em cativeiro no Zoologico de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

Lobo-guaré (Chrysocyon brachyurus) Onca-pintada (Panthera onca) Ledo
- . " (Panthera leo) .
Espécie (n=7) (n=2) (n=1) Total de isolados
Oral Nasal Retal Oral Nasal Retal Oral Nasal Retal

S. pseudintermedius 1 (4,7%) 4(19%)  5(238%) 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(47%)  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(47%) 0(0%) 1(4,7%)

Total de isolados/espécie 3 (14,3%)  6(28,6%) 5(23,8%) 2(9,5%) 1(47%) 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 analise do eBURST revelou que estas estirpes compartilharam entre um a quatro
alelos com isolados descritos anteriormente, enquanto uma arvore filogenética baseada no
alinhamento de todos os genes MLST mostrou que estes isolados tinham semelhancas,
principalmente, com estirpes de MSSP de cées isolados de estudos anteriores realizados no
Brasil.
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Figura 15 - Relacdo genética de isolados de S. pseudintermedius de lobos-guaras (Chrysocyon
brachyurus) em Belo Horizonte (2020). a) Snapshot da populagdo de MRSP (goeBURST). b)
Localizacdo do ST2563. ¢) Localizagcdo dos ST2559 e ST2564. ST2560 e ST2565 sdo singletons (néo
incluidos). d) Uma arvore filogenética baseada no alinhamento de todos os genes MLST de cada tipo de
sequéncia 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 comparagdo. As colunas com triangulos em vermelho indicam estirpes de
MRSP enquanto os tridngulos em azul indicam isolados de MSSP. Os circulos em preto, vermelho e
amarelo indicam cdes, 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 resisténcia a tetraciclina (6/21=28,6%) ou a
penicilina (5/21=23,8%) foi significativamente maior do que a resisténcia aos outros agentes
antimicrobianos testados (p = 0,0207). Um isolado de S. nepalensis, recuperado do suabe oral
de uma onga-pintada, foi positivo para 0 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 suscetiveis a 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
estafilococicas (Tabela 21). Todos os isolados foram CoNS e quatro espécies diferentes foram
detectadas, com S. sciuri (81,3%) isolado com frequéncia significativamente maior que as
outras espécies (Tabela 21) (p < 0,001). A frequéncia 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 suscetiveis a todos os antimicrobianos testados. Houve alta
frequéncia de resisténcia a penicilina G (35,5%), seguida por tetraciclina (29,1%), clindamicina
(2%) e trimetoprim/sulfametoxazol (2%) (p < 0,05). A resisténcia a penicilina G (CLI/SUT: p
< 0,001; outros: p < 0,001) e a tetraciclina (CLI/SUT: p = 0,0004; outros: p < 0,001) foi
significativamente maior do que a dos outros agentes antimicrobianos testados. Entretanto, ndo
foram encontradas diferencas significativas na resisténcia entre a penicilina G e a tetraciclina.
Todos os isolados foram suscetiveis a cefoxitina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina e
ciprofloxacina.

A Tabela 21 apresenta os fendtipos de resisténcia antimicrobiana das espécies
estafilococicas recuperadas de jabutis saudaveis no Brasil. Staphylococcus sciuri apresentou
resisténcia a penicilina G, tetraciclina e clindamicina. S. xylosus e S. kloosii apresentaram
resisténcia a penicilina G e a tetraciclina e S. saprophyticus apresentou resisténcia a tetraciclina
e ao trimetoprim-sulfametoxazol. Todas as quatro espécies estafilococicas recuperadas

apresentaram isolados resistentes a tetraciclina, e todas apresentaram isolados com resisténcia
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a mais de um agente antimicrobiano (co-resisténcia). Todos os isolados foram negativos para o

gene mecA.

Tabela 20 - Frequéncia, distribuicdo e fendtipos de resisténcia antimicrobiana de espécies

estafilococicas recuperadas de jabutis saudaveis (n = 66) em Minas Gerais, Brasil.

NUmeros de isolados resistentes a antimicrobianos

Espécies n (%) * PEN TET CLI SXT CEF ERI GEN CIP CLO
S. sciuri** 39(81.3)2 13 10 1 0 0 0 0 0 0
S. xylosus 6 (12.5)° 2 2 0 0 0 0 0 0 0
S. kloosii 2(4.2)°¢ 2 1 0 0 0 0 0 0 0
S. saprophyticus 1(2)° 0 1 0 1 0 0 0 0 0
Total 48 17 14 1 1 0 0 0 0 0

(100%)  (355%) (29.1%) (2%) (2%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)

* Comparacao multipla: letras diferentes indicam diferencas significativas.
**A recente reclassificacdo de S. sciuri como Mammaliicoccus sciuri ndo 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-guards foram predominantemente colonizados por espécies do
SIG, enquanto jabutis por S. sciuri. S. felis foi isolado de felideos e, também, do suabe oral de
um lobo-guara. Adicionalmente, com excecdo dos jabutis, todas as espécies avaliadas
apresentaram isolados MDR, sendo os roedores e pombos, aqueles que obtiveram maior

frequéncia 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 Canideos e felideos Jabutis
S. xylosus  S. saprophyticus  S. intermedius  S. pseudintermedius S. sciuri
Principais estafilococos (30%) (48,6%) (60,4%) (47,6%) (81,3%)
S. sciuri S. xylosus S. delphini S. felis S. xylosus

(25%) (16,2%) (20,9%) (23,8%) (12,5%)

MDR 5% 10,8% 2,3% 4,7% 0%

MRS 0% 5,4% 0% 4,7% 0%

Observacdes S. aureus Hospedeir_o Hospedeiro Hospedeir(_) Hospe_dei_ro

MDR S. saprophyticus SIG SIG e S. felis S. sciuri
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6.4 DISCUSSAO

Staphylococcus spp. sdo importantes bactérias comensais de grande parte dos seres
vivos, conhecidas como excelentes portadoras e transmissoras de genes de resisténcia (Otto,
2013; Becker et al., 2014), que podem, também, causar uma grande variedade de infeccBes
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 tém sugerido que animais
silvestres, principalmente os sinantrépicos, geram um alto risco de transmissao de patdégenos
zoondticos e multirresistentes, seja pela contaminacdo do meio ambiente com seus
excrementos, ou pela interacéo casual ndo intencional com seres humanos e animais domésticos
(Himsworth et al., 2013; Jahan et al., 2020; Lillehaug et al., 2005; Graczyk et al., 2007; Torres-
Mejia et al., 2018). Apesar da alta relevancia epidemioldgica, este é o primeiro estudo a avaliar
a distribuicéo e o perfil de resisténcia a antimicrobianos de estafilococos em pombos, roedores,
quatis, marsupiais, carnivoros silvestres e jabutis no Brasil.

Mais de um terco 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 sinantrépicos parecem abrigar uma grande diversidade de espécies de
estafilococos, enquanto répteis parecem mostrar um padrdo de coloniza¢do mais homogéneo
(Schwarz e Werckenthin, 1994; Zigo, 2017; Santana et al., 2021; Santana et al., 2022). No caso
especifico dos pombos, pode-se hipotetizar que o contato proximo e diario desses com seres
humanos e animais, combinado com o ambiente hospitalar potencialmente contaminado, pode
ter influenciado este grande nimero de espécies recuperadas (Schwarz e Werckenthin, 1994;
Zigo, 2017; Kamathewatta et al., 2019).

S. xylosus, a espécie mais fregiiente nos pombos e a segunda mais frequente em roedores
e jabutis, ja 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-

guards. Apesar de ser considerada de baixa patogenicidade, varias infec¢des oportunistas foram
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descritas em diferentes espécies na literatura veterinéria, incluindo mastite, dermatite, cistite,
peritonite e lesdes 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). N&o obstante, varios
relatos de infeccbes em seres humanos também sdo apresentados, como septicemia,
endocardite, pielonefrite, abscessos cerebrais, entre outros (Bernat Garcia et al., 1992; Hricak
etal., 1999; Pinna et al., 1999; Koksal et al., 2009; Akhaddar et al., 2010).

No estudo com roedores, varias diferencas foram observadas nos animais amostrados
de cada um dos dois parques incluidos no presente trabalho. Primeiro, 0 nUmero de animais
amostrados no Parque 1 foi quase trés vezes maior do que o do Parque 2. Além disso, também
foram observadas diferencas nas espécies capturadas; ratos pretos foram os roedores mais
comuns capturados no Parque 1, mas este animal nao foi capturado no Parque 2. Em contraste,
a frequéncia e a diversidade dos marsupiais foram mais altas no Parque 2 do que no Parque 1.
Os aspectos ecoldgicos sdo as principais hipdteses para estas diferencas, ja que o Parque 1 é
substancialmente menor (335 mil metros quadrados contra 2,4 milhdes de metros quadrados),
estd completamente cercado de ambiente urbano (Figura 14), tem experimentado um rapido
crescimento de urbanizacdo vertical e tem efluentes de esgoto presentes em seus cursos d'agua
(Parque Municipal Jacques Cousteau, 2019). Este ambiente parece mais atraente para roedores
sinantropicos, incluindo ratos pretos, enquanto a area mais conservada observada no Parque 2
pode favorecer a captura de marsupiais (Feng e Himsworth, 2014; Céceres et al., 2016; Byers
et al., 2019). Essas diferencas podem ter influenciado na diversidade de colonizacdo por
Staphylococcus spp. observadas nos roedores amostrados nos dois parques.

Deve-se destacar a frequéncia 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; Kmet et al., 2018). Diferengas nas espécies de roedores amostradas (comumente apenas
roedores sinantropicos), e diferencas na ecologia do hospedeiro, como alimentacao, localizacao
geogréfica e contato com diferentes fontes antropicas podem ter contribuido para esta grande
variacdo 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 0S
roedores foram mais propensos a colonizagéo estafilococica do que estes animais (p = 0,01). O
unico estudo publicado até hoje que avaliou a distribuicdo 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 0s autores atribuiram a alta frequéncia de
isolamento e diversidade das espécies estafilococicas a pressao de selecdo ambiental e a
atividade antropica.

S. saprophyticus foi a espécie mais frequentemente recuperada de roedores no presente
estudo. As espeécies estafilococicas 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; Kmet’ et al., 2018). Curiosamente, S.
saprophyticus so foi relatado em alguns animais em um estudo sobre ratazanas de banco
(Myodes glareolus) realizado na Polénia (Hauschild et al., 2003). S. saprophyticus foi também
isolado, porém em baixa frequéncia, em quatro outras espécies animais no presente estudo (um
marsupial, um quati, um ledo e um jabuti). Em um contexto de saude publica, € importante
lembrar que S. saprophyticus é a segunda maior causa de infec¢des do trato urinario 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; Farifia et al., 2013).

O presente estudo revelou dois novos hospedeiros de bactérias do grupo Staphylococcus
intermedius (SIG): quatis e lobos-guards. Em quatis, a colonizacdo por S. intermedius e S.
delphini apresentou frequéncia superior as demais espécies. S. intermedius é descrito na
literatura como uma bactéria comensal de pombos selvagens, enquanto S. delphini parece
colonizar membros da familia 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 ja foram isolados de guaxinins
(Procyon lotor), outro membro da familia Procyonidae, mas com uma frequéncia 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 € mais comumente relatado em
pombos selvagens e o isolamento em pombos domésticos parece raro (Kizerwetter-Swida et
al., 2015).

S. pseudintermedius, também representante do grupo SIG, foi isolada de dez (47,6%)
amostras, todas de lobos-guaras (Tabela 20). S. intermedius também foi isolado de lobo-guara,

0 que pode sugerir que estes animais sdo hospedeiros naturais de representantes do SIG. Vale
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lembrar que S. pseudintermedius é uma bactéria comensal de cdes, mas pode ser responsavel
por varias infeccBes clinicas, incluindo piodermite, otite, infec¢bes de feridas e infecgdes do
trato urinario (Viegas et al., 2022). Casos de S. pseudintermedius causando infec¢es em seres
humanos também sdo 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) sdo naturalmente
colonizadas por essa espécie, e relatos de casos de infeccdo também foram descritos em uma
raposa artica (Vulpes lagopus) e em cées guaxinins (Nyctereutes procyonoides) (Tanner et al.,
2000; Guardabassi et al., 2004; Nowakiewicz et a., 2016; Iwata et al., 2018). O isolamento deste
agente em canideos selvagens sugere uma possivel adaptacdo deste patdgeno a novos
hospedeiros e levanta hipdteses sobre o papel deste animal em sua epidemiologia (Solyman et
al., 2012; Godoy et al., 2016; Kmieciak et al., 2018). De fato, a analise do MLST revelou que
S. pseudintermedius isolados dos lobos-guaras no presente trabalho tém algumas semelhancas
com as linhagens anteriormente isoladas de cdes no Brasil. Também é importante notar que,
durante a ultima década, o surgimento do S. pseudintermedius MDR em cées tornou-se um
problema de grande preocupacdo na medicina veterinaria (Lynch e Helbig, 2021). Por outro
lado, os isolados recuperados no presente estudo foram susceptiveis a quase todos o0s
antimicrobianos testados, contrastando com relatos em cées (Nisa et al., 2019; Viegas et al.,
2022).

O presente estudo também descreve, pela primeira vez, S. felis em animais selvagens:
duas oncas-pintadas e um lobo-guara. Até o momento, esta espécie foi isolada apenas de gatos
domeésticos (Igimi et al., 1989; Worthing et al., 2018), o que levanta o questionamento se as
estirpes encontradas nas ongas pintadas e no lobo-guard seriam comensais ou teriam sido
transmitidas por gatos que também habitam o recinto. E sabido que muitos gatos s&o
frequentemente abandonados no Zooldgico de Belo Horizonte e podem ser vistos nos espacos
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, infecgdes de pele, infeccbes do trato urinario e doencas respiratorias (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 frequéncia, chamam
atencdo pela relevancia como patégenos em seres humanos. Tanto S. aureus quanto S.
epidermidis foram detectados em diferentes animais no presente estudo e, curiosamente, as duas
espéecies foram isoladas de animais sinantrépicos (pombos e roedores) ou de habitos
generalistas (quatis), o que pode ter sido influéncia da antropizacdo, pois mantém maior contato
com ambientes urbanos, seres humanos e animais domeésticos. S. aureus e S. epidermidis sdo
comumente encontradas na microbiota humana e sdo patdégenos oportunistas conhecidos que
podem causar infeccdes graves em seres humanos e animais (Weese e Duijkeren, 2010;
Edmiston et al., 2016; Chalmers e Wylam, 2020). Vale ressaltar ainda a detec¢do de S.
haemolyticus em pombos, outro estafilococco de grande relevancia na saide humana, sendo
frequentemente isolado de infec¢des 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 ndo foi
surpreendente, pois S. sciuri € o isolado mais comum de CoNS em animais silvestres saudaveis,
incluindo aves, javalis, ouricos, raposas vermelhas, coelhos, texugos e outros mamiferos (Sousa
et al., 2016; Mama et al., 2019; Garcia 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; Gomez et al., 2017; Schoenfelder et al., 2017; Ruiz-Ripa et al, 2020),
além de estar presente em relatos de infeccdo em seres humanos e animais, incluindo
endocardite, peritonite, infeccdes do trato urindrio e septicemia (Stepanovi¢ et al., 2002;
Stepanovi¢ et al., 2005; Severin et al., 2010).

Embora a RAM seja considerada um dos maiores desafios para a seguranca da salde
global (WHO, 2014), até 0 momento, a maioria das pesquisas sobre o tema tem sido baseada
em seres humanos e animais de producédo (Davies e Davies, 2010). Os relatos na vida selvagem
apenas especulam sobre possiveis 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 a penicilina G e a tetraciclina, que sdo

medicamentos amplamente utilizados na medicina humana e veterinaria (Argudin et al., 2017,
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Cerbo, Di et al., 2019). E importante ressaltar que nenhuma delas foi exposta diretamente ao
uso destes agentes, inclusive os carnivoros do zooldgico, cujo historico sanitario confirmou esta
informacdo. Desta forma, os dados apontam que a resisténcia observada ndo é provinda da
pressdo seletiva de tratamentos com antimicrobianos, e sim, de outras fontes possiveis, como a
transmisséo de estafilococos resistentes entre diferentes hospedeiros e 0 meio, e a transmisséo
horizontal de genes. De fato, evidéncias atuais tém sustentado que a presenca de genes de
resisténcia e/ou bactérias resistentes a antibidticos em animais selvagens é mais um sinal de
poluicdo antropica do que de selecéo, porém, independente disso, afirmam que estes animais
contribuem para sua dispersdo em diferentes ecossistemas (Martinez, 2012; Di Lallo et al.,
2021; Laborda et al., 2022).

A taxa de resisténcia a antimicrobianos nas diferentes espécies variou entre 13,9% nos
quatis e 56,2% nos jabutis. A alta frequéncia de resisténcia encontrada em jabutis pode estar
relacionada ao isolamento exclusivo de estirpes CoNS, pois estas bactérias sdo designadas
como reservatorios de genes transferiveis associados a resisténcia a diversas classes de
antimicrobianos (Smith e Andam, 2021). Essa informacéo é extremamente alarmante no atual
cenario em que o numero de adoc¢do de jabutis e outros répteis tém crescido exponencialmente
(IBGE, 2013). Em contrapartida, a baixa frequéncia de resisténcia em quatis ndo era esperada,
pois € visivel a influéncia do ambiente urbano no cotidiano destes animais. Atualmente, ndo ha
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 resisténcia (Smith e Andam, 2021), quando comparado as
demais espécies. Ainda, assim, estes animais carrearam uma estirpe multirresistente, o que
afirma seu potencial como carreador e disseminador de estafilococos resistentes.

Com excecdo de jabutis e marsupiais, estafilococos MDR foram isolados de todos 0s
grupos avaliados, com destaque para roedores (10,8%) e pombos (5%), fato ja esperado por
serem animais sinantropicos 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 resisténcia a antimicrobianos. E possivel que esta resisténcia tenha sido
adquirida pelo contato dos animais com cursos d’agua contaminados com residuos de efluentes
de esgoto. O efluente de esgoto é conhecido por abrigar varios microrganismos multirresistentes

e, consequentemente, fornecer uma rota para a transferéncia horizontal de genes de resisténcia,
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que € a principal hipétese 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 ja 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 infeccdo com dificil tratamento
em seres humanos no mundo (Ippolito et al., 2010; Turner et al., 2019; Cheung et al., 2021).
Pode ser que a combinacdo do ambiente do hospital veterinario, normalmente contemplado com
alta taxa de resisténcia (Palma et al., 2020), com o0 extenso contato com seres humanos e animais
doentes e saudaveis, possa ter favorecido este cenério. De fato, Futagawa-Saito et al. (2007)
compararam o perfil de resisténcia 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 resisténcia a varios antimicrobianos, o que suporta a ideia de que a
resisténcia pode estar sendo adquirida, também, devido a coexisténcia mutua de diferentes
espécies.

O presente estudo também apresentou isolamento de estafilococos resistentes a
meticilina, o que é extremamente alarmante, uma vez que conferem resisténcia a pelo menos
todos os antimicrobianos beta-lactamicos, excluindo a maioria das opg¢des de tratamento de
primeira escolha para seres humanos e animais, e reduzindo substancialmente as alternativas
terapéuticas (Marin, 2002; Krapf et al., 2019). Estirpes de S. nepalensis (onga-pintada), S.
epidermidis e S. saprophyticus (roedores) foram identificadas como MRS. S. nepalensis ja foi
relatada em estudos anteriores como reservatorio relevante de resisténcia a antimicrobianos
transferivel (Vandzurova et al. 2013; Andrade-Oliveira et al. 2020), e em alguns relatos foi
causa de infeccdo em seres humanos (Novakova, 2006; Hosoya et al., 2020). J& S. epidermidis
e S. saprophyticus sdo duas bactérias frequentemente envolvidas na salde humana, sendo a
primeira, umas das principais causas de infec¢fes nosocomiais (Both et al., 2021), e a segunda,
a principal causa de infec¢des do trato geniturindrio em mulheres (Widerstrém et al., 2007;
Lawal et al., 2021). H& varios relatos sobre a colonizagéo e infeccdo de animais de companhia
que transmitem MRS e MDR (Duijkeren et al., 2011; Paul et al., 2011; Pomba et al., 2017),
mostrando a relevancia de estudos que monitoram a ocorréncia dessas bactérias resistentes em
animais.

O presente trabalho concluiu que as espécies de animais silvestres avaliadas neste estudo

sdo colonizadas por diferentes espécies de estafilococos, todas elas ja relatadas anteriormente
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em infeccOes de seres humanos e animais. Quatis de vida livre e lobos-guaras de cativeiro foram
sugeridos como hospedeiros naturais do SIG e S. felis, antes observado apenas em felinos
domeésticos, foi isolado pela primeira vez em ongas-pintadas e lobo-guard. Todas as espécies
avaliadas apresentaram estirpes resistentes a antimicrobianos, o que pode ser um sinal de
transmissao de estafilococos ou genes de resisténcia relacionada a atividade antrdpica, ja que
nenhum dos grupos foi exposto diretamente ao uso de antimicrobianos no periodo de até um
ano anteriormente ao estudo. Com excecao de jabutis e marsupiais, estirpes MDR e MRS foram
observadas nas demais espécies, principalmente em roedores e pombos, animais sinantrépicos
com extenso contato com seres humanos e animais domésticos. Os resultados aqui encontrados
apontam que os animais silvestres podem atuar como potenciais reservatorios e disseminadores
de estafilococos resistentes a antimicrobianos, e reforcam a necessidade de estudos
epidemioldgicos que monitorem a vida selvagem quanto a dispersdo de agentes patogénicos e

determinantes de resisténcia a antimicrobianos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo confirmou que S. pseudintermedius é a principal espécie de
estafilococos colonizando e infectando cées 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 preocupacdo. O estudo com animais infectados revelou a
circulagéo de isolados CC71 e de novos STs em clinicas veterinarias. Os novos STs encontrados
nos cdes infectados indicam que a disseminacdo de MRSP via transferéncia horizontal de genes
pode ser tdo relevante quanto a dispersdo clonal. Até onde sabemos, este € o primeiro estudo
brasileiro que identificou 0 ST71 em cédes doentes, além de revelar novos STs em circulacdo no
pais. Além disso, este também é o primeiro estudo brasileiro a avaliar o perfil de colonizacgdo e
resisténcia a antimicrobianos em cées internados em uma UT], cujos achados hipotetizam que
clones de MRSP e MRSA podem estar circulando e sendo transmitidos no ambiente da UTI do
HV-UFMG. A caracterizacdo molecular das estirpes encontradas é necessaria para confirmacéo
das hipdteses levantadas. Por fim, os dois estudos realizados com cédes apontam para a
importancia de se implementar programas de vigilancia, protocolos de controle e prevencéo de
infeccOes e monitoramento rigoroso do uso de antimicrobianos para combater a disseminacéo
de estirpes MDR, incluindo MRSP e MRSA, em hospitais e clinicas veterinarias.

Este trabalho traz informacdes ineditas sobre o perfil de colonizacdo e resisténcia a
antimicrobianos de estafilococos isolados de pombos, roedores, marsupiais, quatis, canideos e

felideos silvestres em cativeiro, e jabutis no Brasil. Os resultados permitiram concluir que as
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espécies de animais silvestres avaliadas aqui sdo colonizadas por diferentes espécies de
estafilococos, todas elas ja relatadas anteriormente em infecgdes de seres humanos e animais.
Quatis e lobos-guards foram sugeridos como hospedeiros naturais do SIG. S. felis, antes
observado apenas em felinos domésticos, foi isolado pela primeira vez em oncas-pintadas e
lobo-guard. Todas as espécies avaliadas apresentaram estirpes resistentes a antimicrobianos, o
que pode ser um sinal de transmissdo de estafilococos ou genes de resisténcia relacionada a
atividade antrdpica, ja que nenhum dos grupos foi exposto diretamente ao uso de
antimicrobianos. Com excecao de jabutis e marsupiais, estirpes MDR e MRS foram observadas
nas demais espécies, principalmente em roedores e pombos, animais sinantropicos com extenso
contato com seres humanos e animais domeésticos. Os resultados aqui encontrados apontam que
0s animais silvestres podem atuar como potenciais reservatorios e disseminadores de
estafilococos resistentes a antimicrobianos, e reforcam a necessidade de estudos
epidemioldgicos que monitorem a vida selvagem quanto a dispersdo de agentes patogénicos e

determinantes de resisténcia 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
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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].

@ Springer
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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].

@ Springer

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 Conservacdo 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 pL 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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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

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 VETOS8 [27]. The following antimicrobials were
tested: cefoxitin (30 pg), penicillin (10 units), tetracycline
(30 pg), trimethoprim/sulfamethoxazole (25 pg), chlo-
ramphenicol (30 pg), erythromycin (15 pg), clindamycin

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

(2 pg), gentamicin (10 pg), and ciprofloxacin (5 pg) (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 pL. were plated on
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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

Animals Common name (Specie) Total
Park 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
'0Order 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%)

'Some rodents were not classified by genus and species and were categorized as members of the order Rodentia

ZPark 1 (19°58'S and 43°59'W)
3Park 2 (19°56'S and 43°54'W)

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 (7pi) 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).

@ Springer

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
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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

Isolate Cerradomys sp. Necromys lasiurus  Rattus rattus (n=237) Rodentia' (n=22) Total of isolates
(n=39) (n=38)
S. saprophyticus 6 4 6 2 18 (48.6%)*
S. xylosus 0 6 0 0 6 (16.2%)°
S. aureus 2 0 1 0 3 (8.1%)°
S. sciuri 1 1 1 0 38.1%)°
S. epidermidis 0 1 1 0 2 (5.4%)°
S. succinus 0 0 1 0 1 (2.7%)°
S. warneri 0 1 0 0 1 (2.7%)°
Staphylococcus sp. 0 1 2 0 3(8.1%)°
Total of isolates/rodent 9 (23.8%) 14 (36.8%)™ 12 (32.4%)™ 2 (9.1%)° 37 (100%)

“Multiple comparison: different letters indicate significant differences

LSome 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

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 3 Characterization of staphylococcal isolates that showed antimicrobial resistance

Animal Park Transect Animal Staphylococcus sp. mecA gene Resistance phetotype*
JCO7 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

*PEN penicillin, ERY erythromicin, CLI clindamycin, CEF cefoxitin
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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
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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.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s42770-021-00640-x.

Acknowledgements We thank Fundagdo de Parques Municipais da
prefeitura de belo Horizonte, including Jacques Cousteau Municipal
Park and Mangabeiras Municipal Park, for the support and animal sam-
ples. We thank Gustavo Canesso Bicalho for his valuable contribution
in the making of the map of the evaluated parks. We also thank CAPES,
CNPq, FAPEMIG, and PRPq/UFMG for all the financial support.

Author contribution All authors contributed to the study conception
and design. Material preparation and samples collection were per-
formed by Salene Angelini Colombo, Lara Ribeiro de Almeida, and
Brendhal Almeida Silva. Laboratory analysis were performed by Jor-
dana Almeida Santana, Salene Angelini Colombo, Brendhal Almeida
Silva, Amanda Nadia Diniz, and Carlos Augusto Oliveira Junior. The
first draft of the manuscript was written by Jordana Almeida Santana,
Rodrigo Otavio Silveira Silva, Giliane de Souza Trindade, Adriano
Pereira Paglia, and Francisco Carlos Faria Lobato. All authors read
and approved the final manuscript.

Funding This work was supported by funds from the Coordination
for the Improvement of Higher Education Personnel (CAPES—Pré-
mio CAPES 2015-0774/2017), the National Council for Scientific
and Technological Development (CNPq-406402/2018-3), Fundagao
de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG-
PQ-00524-17), and Pré-Reitoria de Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais (PRPq/UFMG) and the MCTIC/FNDCT-CNPq/MEC-
CAPES/Grant 440593/2016-6.

Data availability The datasets generated during the current study are
available from the corresponding author on reasonable request.

Code availability Not applicable.

Declarations

Ethics approval This study was approved by the Ethical Committee on
Animal Use (CEUA) of the Federal University of Minas Gerais under
protocol 306/2017 and by the Instituto Chico Mendes de Conservagao
da Biodiversidade (ICMBio) under protocol 12989-2.

Consent to participate Not applicable.

Consent for publication Not applicable.

Conflict of interest The authors declare no competing interests.

References

1. Allen HK, Donato J, Wang HH, Cloud-Hansen KA, Davies J,
Handelsman J (2010) Call of the wild: antibiotic resistance genes
in natural environments. Nat Rev Microbiol 8:251-259. https://
doi.org/10.1038/nrmicro2312

2. Thomas CM, Nielsen KM (2005) Mechanisms of, and barriers
to, horizontal gene transfer between bacteria. Nat Rev Microbiol
3:711-721. https://doi.org/10.1038/nrmicro1234

3. Otto M (2013) Coagulase-negative staphylococci as reservoirs of
genes facilitating MRSA infection: Staphylococcal commensal
species such as Staphylococcus epidermidis are being recognized
as important sources of genes promoting MRSA colonization and
virulence. BioEssays: News and Reviews in Molecular, Cellular
and Developmental Biology, 35, 4—11. https://doi.org/10.1002/
bies.201200112.

4. Becker K, Heilmann C, Peters G (2014) Coagulase-negative
staphylococci. Clin Microbiol Rev 27:870-926. https://doi.org/
10.1128/CMR.00109-13

5. Wieler LH, Ewers C, Guenther S, Walther B, Liibke-Becker A
(2011) Methicillin-resistant staphylococci (MRS) and extended-
spectrum beta-lactamases (ESBL)-producing Enterobacteriaceae
in companion animals: nosocomial infections as one reason for the
rising prevalence of these potential zoonotic pathogens in clinical

@ Springer

154


https://doi.org/10.1007/s42770-021-00640-x
https://doi.org/10.1038/nrmicro2312
https://doi.org/10.1038/nrmicro2312
https://doi.org/10.1038/nrmicro1234
https://doi.org/10.1002/bies.201200112
https://doi.org/10.1002/bies.201200112
https://doi.org/10.1128/CMR.00109-13
https://doi.org/10.1128/CMR.00109-13

Brazilian Journal of Microbiology

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

samples. International Journal of Medical Microbiology: IMM
301:635-641. https://doi.org/10.1016/j.ijmm.2011.09.009
Walther B, Tedin K, Liibke-Becker A (2017) Multidrug-resistant
opportunistic pathogens challenging veterinary infection control.
Vet Microbiol 200:71-78. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2016.
05.017

Heilmann C, Ziebuhr W, Becker K (2019) Are coagulase-negative
staphylococci virulent? Clinical Microbiology and Infection: The
Official Publication of the European Society of Clinical Microbi-
ology and Infectious Diseases, 25, 1071-1080, https://doi.org/10.
1016/j.cmi.2018.11.012.

Himsworth CG, Miller RR, Montoya V, Hoang L, Romney MG,
Al-Rawahi GN, Kerr T, Jardine CM, Patrick DM, Tang P, Weese
JS (2014) Carriage of methicillin-resistant Staphylococcus aureus
by wild urban Norway rats (Rattus norvegicus). PLoS ONE
9:e87983. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0087983

Ge J, Zhong XS, Xiong YQ, Qiu M, Huo ST, Chen XJ, Mo Y,
Cheng MJ, Chen Q (2019) Methicillin-resistant Staphylococ-
cus aureus among urban rodents, house shrews, and patients in
Guangzhou. Southern China BMC Veterinary Research 15:260.
https://doi.org/10.1186/s12917-019-2012-8

Jahan NA, Lindsey LL, Larsen PA (2021) The role of perido-
mestic rodents as reservoirs for zoonotic foodborne pathogens.
Vector Borne Zoonotic Dis 21:133-148. https://doi.org/10.1089/
vbz.2020.2640

Smits WK, Lyras D, Lacy DB, Wilcox MH, Kuijper EJ (2016)
Clostridium difficile infection. Nat Rev Dis Primers 2:16020.
https://doi.org/10.1038/nrdp.2016.20

Burt SA, Siemeling L, Kuijper EJ, Lipman LJ (2012) Vermin on
pig farms are vectors for Clostridium difficile PCR ribotypes 078
and 045. Vet Microbiol 160:256-258. https://doi.org/10.1016/j.
vetmic.2012.05.014

Himsworth CG, Patrick DM, Mak S, Jardine CM, Tang P, Weese
JS (2014) Carriage of Clostridium difficile by wild urban Nor-
way rats (Rattus norvegicus) and black rats (Rattus rattus). Appl
Environ Microbiol 80:1299-1305. https://doi.org/10.1128/ AEM.
03609-13

Jardine CM, Reid-Smith RJ, Rousseau J, Weese JS (2013) Detec-
tion of Clostridium difficile in small and medium-sized wild Mam-
mals in Southern Ontario Canada. Journal of Wildlife Diseases
49:418-421. https://doi.org/10.7589/2012-04-120

Krijger IM, Meerburg BG, Harmanus C, Burt SA (2019) Clostrid-
ium difficile in wild rodents and insectivores in the Netherlands.
Lett Appl Microbiol 69:35—40. https://doi.org/10.1111/1am.13159
Silva ROS, Almeida LR, Oliveira CA Jr, Soares DFM, Pereira
PLL, Rupnik M, Lobato FCF (2014) Carriage of Clostridium dif-
ficile in free-living South American coati (Nasua nasua) in Brazil.
Anaerobe 30:99-101. https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2014.09.
012

Costa GB, Ribeiro de Almeida L, Cerqueira AGR, Mesquita WU,
Silva de Oliveira J, Miranda JB, Saraiva-Silva AT, Abrahdo JS,
Drumond BP, Kroon EG, Pereira PLL, Soares DFM, Trindade
GS (2018) Vaccinia virus among domestic dogs and wild coatis,
Brazil, 2013-2015. Emerging Infectious Diseases, 24, 2338-2342,
https://doi.org/10.3201/eid2412.171584.

Almeida LR, Souza JGR, Santos HA, Torres EJL, Vilela RV,
Cruz OMS, Rodrigues L, Pereira CAJ, Maldonado A Jr, Lima WS
(2020) Angiostrongylus minasensis n. sp.: new species found para-
sitizing coatis (Nasua nasua) in an urban protected area in Bra-
zil. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria 29:e018119.
https://doi.org/10.1590/S1984-29612019103

Estevam LGTM, Fonseca Junior AA, Silvestre BT, Hemetrio
NS, Almeida LR, Oliveira MM, Silva SM, Ribeiro MFB, Sil-
veira JAG (2020) Seven years of evaluation of ectoparasites and
vector-borne pathogens among ring-tailed coatis in an urban park

@ Springer

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

in southeastern Brazil. Veterinary Parasitology, Regional Studies
and Reports, 21, 100442, https://doi.org/10.1016/j.vprsr.2020.
100442.

Torres PF (2012) Uso de ambientes por anfibios anuros em seis
parques urbanos de Belo Horizonte, Minas Gerais. Dissertacio
(Dissertacao em Ciéncias Bioldgicas) — UFMG. Minas Gerais, p.
113

Parque Municipal Jacques Cousteau (2019) Disponivel em: https://
prefeitura.pbh.gov.br/fundacao-de-parques-e-zoobotanica/infor
macoes/parques/parque-jacques-cousteau . Acesso em: 2 abr 2021.
Parque Municipal das Mangabeiras (2020) Disponivel em: https://
prefeitura.pbh.gov.br/fundacao-de-parques-e-zoobotanica/infor
macoes/parques/parque-das-mangabeiras . Acesso em: 2 abr 2021.
Goémez P, Gonzalez-Barrio D, Benito D, Garcia JT, Vifiuela J,
Zarazaga M, Ruiz-Fons F, Torres C (2014) Detection of methicil-
lin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) carrying the mecC
gene in wild small mammals in Spain. J Antimicrob Chemother
69:2061-2064. https://doi.org/10.1093/jac/dku100

Pitcher DG, Saunders NA, Owen RJ (1989) Rapid extraction of
bacterial genomic DNA with guanidium thiocyanate. Lett Appl
Microbiol 8:151-156. https://doi.org/10.1111/j.1472-765X.1989.
tb00262.x

Murakami K, Minamide W, Wada K, Nakamura E, Teraoka H,
Watanabe S (1991) Identification of methicillin-resistant strains
of staphylococci by polymerase chain reaction. J Clin Microbiol
29:2240-2244. https://doi.org/10.1128/JCM.29.10.2240-2244.
1991

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2020) Wayne,
PA, USA. Performance standards for antimicrobial susceptibility
testing. 30th ed. CLSI supplement M 100, 19087

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2018) Wayne,
PA, USA. Performance standards for antimicrobial disk and dilu-
tion susceptibility tests for bacteria isolated from animals. Sth ed.
CLSI standard VETO1

Sweeney MT, Lubbers BV, Schwarz S, Watts JL (2018) Apply-
ing definitions for multidrug resistance, extensive drug resistance
and pandrug resistance to clinically significant livestock and
companion animal bacterial pathogens. J Antimicrob Chemother
73:1460-1463. https://doi.org/10.1093/jac/dky043

Silva ROS, Ribeiro MG, Palhares MS, Borges AS, Maranhao
RPA, Silva MX, Lucas TM, Olivo G, Lobato FCF (2013) Detec-
tion of A/B toxin and isolation of Clostridium difficile and
Clostridium perfringens from foals. Equine Vet J 45:671-767.
https://doi.org/10.1111/evj.12046

Silva ROS, Salvarani FM, Cruz Jr, ECC, Pires PS, Santos RL,
Assis RA, Guedes RMC, Lobato FCF (2011) Detection of entero-
toxin A and cytotoxin B, and isolation of Clostridium difficile in
piglets in Minas Gerais, Brazil. Ciéncia Rural, 41, 1430-1435.
https://doi.org/10.1590/S0103-84782011005000100.

Janezic S, Rupnik M (2010) Molecular typing methods for
Clostridium difficile: pulsed-field gel electrophoresis and PCR
ribotyping. Methods Mol Biol 646:55-65. https://doi.org/10.1007/
978-1-60327-365-7_4

Pirs T, Avbersek J, Zdove 1, Krt B, Andlovic A, Lejko-Zupanc
T, Rupnik M, Ocepek M (2013) Antimicrobial susceptibility of
animal and human isolates of Clostridium difficile by broth micro-
dilution. ] Med Microbiol 62:1478-1485. https://doi.org/10.1099/
jmm.0.058875-0

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2015) Wayne,
PA, USA. Performance standards for antimicrobial susceptibility
testing; Twenty-Fifth Informational Supplement

The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) (2019) Breakpoint tables for interpretation of MICs
and zone diameters. In: European Society of Clinical Microbiol-
ogy and Infectious Diseases Basel

155


https://doi.org/10.1016/j.ijmm.2011.09.009
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2016.05.017
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2016.05.017
https://doi.org/10.1016/j.cmi.2018.11.012
https://doi.org/10.1016/j.cmi.2018.11.012
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0087983
https://doi.org/10.1186/s12917-019-2012-8
https://doi.org/10.1089/vbz.2020.2640
https://doi.org/10.1089/vbz.2020.2640
https://doi.org/10.1038/nrdp.2016.20
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2012.05.014
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2012.05.014
https://doi.org/10.1128/AEM.03609-13
https://doi.org/10.1128/AEM.03609-13
https://doi.org/10.7589/2012-04-120
https://doi.org/10.1111/lam.13159
https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2014.09.012
https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2014.09.012
https://doi.org/10.3201/eid2412.171584
https://doi.org/10.1590/S1984-29612019103
https://doi.org/10.1016/j.vprsr.2020.100442
https://doi.org/10.1016/j.vprsr.2020.100442
https://prefeitura.pbh.gov.br/fundacao-de-parques-e-zoobotanica/informacoes/parques/parque-jacques-cousteau
https://prefeitura.pbh.gov.br/fundacao-de-parques-e-zoobotanica/informacoes/parques/parque-jacques-cousteau
https://prefeitura.pbh.gov.br/fundacao-de-parques-e-zoobotanica/informacoes/parques/parque-jacques-cousteau
https://prefeitura.pbh.gov.br/fundacao-de-parques-e-zoobotanica/informacoes/parques/parque-das-mangabeiras
https://prefeitura.pbh.gov.br/fundacao-de-parques-e-zoobotanica/informacoes/parques/parque-das-mangabeiras
https://prefeitura.pbh.gov.br/fundacao-de-parques-e-zoobotanica/informacoes/parques/parque-das-mangabeiras
https://doi.org/10.1093/jac/dku100
https://doi.org/10.1111/j.1472-765X.1989.tb00262.x
https://doi.org/10.1111/j.1472-765X.1989.tb00262.x
https://doi.org/10.1128/JCM.29.10.2240-2244.1991
https://doi.org/10.1128/JCM.29.10.2240-2244.1991
https://doi.org/10.1093/jac/dky043
https://doi.org/10.1111/evj.12046
https://doi.org/10.1590/S0103-84782011005000100
https://doi.org/10.1007/978-1-60327-365-7_4
https://doi.org/10.1007/978-1-60327-365-7_4
https://doi.org/10.1099/jmm.0.058875-0
https://doi.org/10.1099/jmm.0.058875-0

Brazilian Journal of Microbiology

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Himsworth CG, Parsons KL, Jardine C, Patrick DM, Rats C
(2013) Rats, cities, People, and pathogens: a systematic review
and narrative synthesis of literature regarding the ecology of rat-
associated zoonoses in urban centers. Vector Borne Zoonotic Dis
13:349-359. https://doi.org/10.1089/vbz.2012.1195

Feng AYT, Himsworth CG (2014) The secret life of the city rat:
a review of the ecology of urban Norway and black rats (Rattus
norvegicus and Rattus rattus). Urban Ecosystems 17:149-162.
https://doi.org/10.1007/s11252-013-0305-4

Caceres NC, Moraes MM, Melo GL, Meloro C, Sponchiado J,
Carvalho RS, Bubadué JM (2016) Which factors determine spatial
segregation in the South American Opossums (Didelphis aurita
and D. albiventris)? An ecological niche modelling and geometric
morphometrics approach. PLoS ONE, 11, https://doi.org/10.1371/
journal.pone.0157723.

Byers KA, Lee MJ, Patrick DM, Himsworth CG (2019) Rats about
town: a systematic review of rat movement in urban ecosystems.
Frontiers in Ecology and Evolution, 7, https://doi.org/10.3389/
fevo.2019.00013

Nagase N, Sasaki A, Yamashita K, Shimizu A, Wakita Y, Kitai
S, Kawano J (2002) Isolation and species distribution of staphy-
lococci from animal and human skin. J Vet Med Sci 64:245-250.
https://doi.org/10.1292/jvms.64.245

Hauschild T, Kehrenberg C, Schwarz S (2003) Tetracycline resist-
ance in staphylococci from free-living rodents and insectivores.
Journal of Veterinary Medicine B, Infectious Diseases and Vet-
erinary Public Health 50:443-446. https://doi.org/10.1046/j.0931-
1793.2003.00706.x

Kmet V, Cuvalova A, Stanko M (2018) Small mammals as sen-
tinels of antimicrobial-resistant staphylococci. Folia Microbiol
63:665-668. https://doi.org/10.1007/s12223-018-0594-3
Latham RH, Running K, Stamm WE (1983) Urinary tract infec-
tions in young adult women caused by Staphylococcus saprophyti-
cus. JAMA 250:3063-3066

Von Eiff C, Peters G, Heilmann C (2002) Pathogenesis of infec-
tions due to coagulase negative staphylococci. Lancet Infect Dis
2:677-685. https://doi.org/10.1016/S1473-3099(02)00438-3
Raz R, Colodner R, Kunin CM (2005) Who are you — Staphy-
lococcus saprophyticus? Clinical Infectious Diseases: An Offi-
cial Publication of the Infectious Diseases Society of America
40:896-898. https://doi.org/10.1086/428353

Farifia N, Carpinelli L, Samudio M, Guillén R, Laspina F, Sana-
bria R, Abente S, Rodas L, Gonzalez P, de Kaspar HM (2013)
Clinically significant coagulase-negative staphylococci: most
frequent species and virulence factors. Rev Chilena Infectol
30:480-488. https://doi.org/10.4067/S0716-10182013000500003
Sousa VS, Rabello RF, Dias RCS, Martins IS, Santos LBGS,
Alves EM, Riley LW, Moreira BM (2013) Time-based distribution
of Staphylococcus saprophyticus pulsed field gel-electrophoresis
clusters in community-acquired urinary tract infections. Memorias
Do Instituto Oswaldo Cruz 108:73-76. https://doi.org/10.1590/
s0074-02762013000100012

Lo DS, Shieh HH, Barreira ER, Ragazzi SLB, Gilio AE (2015)
High frequency of Staphylococcus saprophyticus urinary
tract infections among female adolescents. Pediatr Infect Dis J
34:1023-1025. https://doi.org/10.1097/INF.0000000000000780
Weese JS, Van Duijkeren E (2010) Methicillin-resistant Staphylo-
coccus aureus and Staphylococcus pseudintermedius in veterinary
medicine. Vet Microbiol 140:418-429. https://doi.org/10.1016/].
vetmic.2009.01.039

Edmiston CE, Mcbain AJ, Kiernan M, Leaper DJ (2016) A nar-
rative review of microbial biofilm in postoperative surgical site
infections: clinical presentation and treatment. J] Wound Care
25:693-702. https://doi.org/10.12968/jowc.2016.25.12.693
Chalmers SJ, Wylam ME (2020) Methicillin-resistant Staphylo-
coccus aureus infection and treatment options. In: Methods in

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Molecular Biology Ji, Y. (Ed.). Methicillin-Resistant Staphylococ-
cus Aureus (MRSA) Protocols: Cutting-Edge Technologies and
Advancements. New York, NY: Springer, 2069, 229-251, https://
doi.org/10.1007/978-1-4939-9849-4_16.

Yalden DW, Harris S (2008) Mammals of the British Isles: Hand-
book. 4th ed,

Furness LE, Campbell A, Zhang L, Gaze WH, Mcdonald RA
(2017) Wild small mammals as sentinels for the environmental
transmission of antimicrobial resistance. Environ Res 154:28-34.
https://doi.org/10.1016/j.envres.2016.12.014

Chen MMS, Boardman WSJ, Smith I, Egoodman AE, Brown MH
(2014) Nasal colonization of Staphylococcus spp. among captive
and free-ranging wallabies in South Australia. Journal of Veteri-
nary Science and Medical Diagnosis, 03. https://doi.org/10.4172/
2325-9590.1000136.

Beims H, Overmann A, Fulde M, Steinert M, Bergmann S (2016)
Isolation of Staphylococcus sciuri from horse skin infection. Open
Veterinary Journal 6:242-246. https://doi.org/10.4314/0vj.v6i3.14
Schoenfelder SMK, Dong Y, Felller AT, Schwarz S, Schoen C,
Kock R, Ziebuhr W (2017) Antibiotic resistance profiles of coagu-
lase-negative staphylococci in livestock environments. Veterinary
Microbiology Resistance 200:79-87. https://doi.org/10.1016/j.
vetmic.2016.04.019

Baquero F, Martinez JL, Cantén R (2008) Antibiotics and anti-
biotic resistance in water environments. Curr Opin Biotechnol
19:260-265. https://doi.org/10.1016/j.copbio.2008.05.006

Gaze W, O’Neill C, Wellington E, Hawkey P (2008) Antibiotic
resistance in the environment, with particular reference to MRSA.
Adv Appl Microbiol 63:249-280. https://doi.org/10.1016/S0065-
2164(07)00007-X

Jobbins SE, Alexander KA (2015) From whence they came —
antibiotic-resistant Escherichia coli in African wildlife. J] Wildl
Dis 51:811-820. https://doi.org/10.7589/2014-11-257

Van Duijkeren E, Kamphuis M, Van der Mije IC, Laarhoven
LM, Duim B, Wagenaar JA, Houwers DJ (2011) Transmission of
methicillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius between
infected dogs and cats and contact pets, humans and the envi-
ronment in households and veterinary clinics. Vet Microbiol
150:338-343. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2011.02.012

Paul NC, Moodley A, Ghibaudo G, Guardabassi L (2011) Car-
riage of methicillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius in
small animal veterinarians: indirect evidence of zoonotic trans-
mission. Zoonoses Public Health 58:533-539. https://doi.org/10.
1111/5.1863-2378.2011.01398.x

Pomba C, Rantala M, Greko C, Baptiste KE, Catry B, Van Dui-
jkeren E, Mateus A, Moreno MA, Pyorila S, Ruzauskas M,
Sanders P, Teale C, Threlfall EJ, Kunsagi Z, Torren-Edo J, Jukes
H, Torneke K (2017) Public health risk of antimicrobial resist-
ance transfer from companion animals. J Antimicrob Chemother
72:957-968. https://doi.org/10.1093/jac/dkw481

Williams SH, Che X, Paulick A, Guo C, Lee B, Muller D, Uhle-
mann AC, Lowy FD, Corrigan RM, Lipkin WI (2018) New York
City house mice (Mus musculus) as potential reservoirs for patho-
genic bacteria and antimicrobial resistance determinants. mBio,
9, e00624-18

Burt SA, Meijer K, Burggraaff P, Kamerich WS, Harmanus C
(2018) Wild mice in and around the city of Utrecht, the Nether-
lands, are carriers of Clostridium difficile but not ESBL-producing
Enterobacteriaceae, Salmonella spp. or MRSA. Letters in Applied
Microbiology 67:513-519

Krijger IM, Meerburg BG, Harmanus CC, Burt SA (2019)
Clostridium difficile in wild rodents and insectivores in the Neth-
erlands. Letters in Applied Microbiology 69:35-40
Andres-Lasheras S, Bolea R, Mainar-Jaime RC, Kuijper E,
Sevilla E, Martin-Burriel I, Chirio-Trejo M (2016) Presence of
Clostridium difficile in pig faecal samples and wild animal species

@ Springer


https://doi.org/10.1089/vbz.2012.1195
https://doi.org/10.1007/s11252-013-0305-4
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0157723
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0157723
https://doi.org/10.3389/fevo.2019.00013
https://doi.org/10.3389/fevo.2019.00013
https://doi.org/10.1292/jvms.64.245
https://doi.org/10.1046/j.0931-1793.2003.00706.x
https://doi.org/10.1046/j.0931-1793.2003.00706.x
https://doi.org/10.1007/s12223-018-0594-3
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(02)00438-3
https://doi.org/10.1086/428353
https://doi.org/10.4067/S0716-10182013000500003
https://doi.org/10.1590/s0074-02762013000100012
https://doi.org/10.1590/s0074-02762013000100012
https://doi.org/10.1097/INF.0000000000000780
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2009.01.039
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2009.01.039
https://doi.org/10.12968/jowc.2016.25.12.693
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-9849-4_16
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-9849-4_16
https://doi.org/10.1016/j.envres.2016.12.014
https://doi.org/10.4172/2325-9590.1000136
https://doi.org/10.4172/2325-9590.1000136
https://doi.org/10.4314/ovj.v6i3.14
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2016.04.019
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2016.04.019
https://doi.org/10.1016/j.copbio.2008.05.006
https://doi.org/10.1016/S0065-2164(07)00007-X
https://doi.org/10.1016/S0065-2164(07)00007-X
https://doi.org/10.7589/2014-11-257
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2011.02.012
https://doi.org/10.1111/j.1863-2378.2011.01398.x
https://doi.org/10.1111/j.1863-2378.2011.01398.x
https://doi.org/10.1093/jac/dkw481

Brazilian Journal of Microbiology

66.

67.

68.

69.

associated with pig farms. J Appl Microbiol 122:462-472. https://
doi.org/10.1111/jam.13343

Trindade CNR, Domingues RMCP, Ferreira EO (2019) The epide-
miology of Clostridioides difficile infection in Brazil: a systematic
review covering thirty years. Anaerobe 58:13-21. https://doi.org/
10.1016/j.anaerobe.2019.03.002

Silva ROS, Rupnik M, Diniz AN, Vilela EG, Lobato FCF (2015)
Clostridium difficile ribotypes in humans and animals in Brazil.
Mem Inst Oswaldo Cruz 110:1062-1065. https://doi.org/10.1590/
0074-02760150294

Diniz AN, Oliveira CA Jr, Vilela EG, Figueiredo HCP, Rupnik
M, Wilcox MH, Fawley WN, Blanc D, Lobato FCF, Silva ROS
(2019) Molecular epidemiology of Clostridioides (previously
Clostridium) difficile isolates from a university hospital in Minas
Gerais. Brazil Anaerobe 56:34-39. https://doi.org/10.1016/j.anaer
0be.2019.01.010

Knight DR, Thean S, Putsathit P, Fenwick S, Riley TV (2013)
Cross-sectional study reveals high prevalence of Clostridium dif-
ficile non PCR ribotype 078 strains in Australian veal calves at
slaughter. Appl Environ Microbiol 79:2630-2635. https://doi.org/
10.1128/AEM.03951-12

@ Springer

70.

71.

72.

Knight DR, Thean S, Putsathit P, Fenwick S, Riley TV (2013)
Cross-sectional study reveals high prevalence of Clostridium dif-
ficile non-PCR ribotype 078 strains in Australian veal calves at
slaughter. Appl Environ Microbiol 79:2630-2635. https://doi.org/
10.1128/AEM.03951-12

Alfayyadh M, Collins DA, Tempone S, McCann R, Armstrong
PK, Riley TV, Cook A (2019) Recurrence of Clostridium difficile
infection in the Western Australian population. Epidemiol Infect
147:e153. https://doi.org/10.1017/S0950268819000499
Alvarez-Pérez S, Blanco JL, Pelaez T, Lanzarot MP, Harmanus C,
Kuijper E, Garcia ME (2015) Faecal shedding of antimicrobial-
resistant Clostridium difficile strains by dogs. J Small Anim Pract
56:190-195. https://doi.org/10.1111/jsap.12311

Publisher's note Springer Nature remains neutral with regard to
jurisdictional claims in published maps and institutional affiliations.

157


https://doi.org/10.1111/jam.13343
https://doi.org/10.1111/jam.13343
https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2019.03.002
https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2019.03.002
https://doi.org/10.1590/0074-02760150294
https://doi.org/10.1590/0074-02760150294
https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2019.01.010
https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2019.01.010
https://doi.org/10.1128/AEM.03951-12
https://doi.org/10.1128/AEM.03951-12
https://doi.org/10.1128/AEM.03951-12
https://doi.org/10.1128/AEM.03951-12
https://doi.org/10.1017/S0950268819000499
https://doi.org/10.1111/jsap.12311

Ciéncia Rural, Santa Maria, V.52Z7, €202103 54, 2022 http://doi.org/10.1590/0103-8478cr20210354

ISSNe 1678-4596
MICROBIOLOGY

Isolation and antimicrobial resistance of coagulase-negative staphylococci recovered
from healthy tortoises in Minas Gerais, Brazil

Jordana Almeida Santana' Brendhal Almeida Silva' Nathalia Abreu Borges Trevizani’
Angélica Maria Araujo e Souza’ Grécia Mikhaela Nunes de Lima?

Nathalia Rodrigues Martins Furtado® Francisco Carlos Faria Lobato'

Rodrigo Otavio Silveira Silva'™

'Universidade Federal de Minas Gerais(UFMG), 31270901, Belo Horizonte, MG, Brasil. E-mail: rodrigo.otaviosilva@gmail.com.”Corresponding author.
Waita Instituto de Pesquisa e Conservaggo, Belo Horizonte, MG, Brasil.

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.

Isolamento e resisténcia aos antimicrobianos de estafilococos coagulase negativos
recuperados de jabutis saudaveis em Minas Gerais, Brasil

RESUMO: Nas ultimas décadas, houve um aumento global na adogdo de répteis como animais de companhia, principalmente tartarugas
e jabutis. Considerando a popularidade dos répteis como animais de estimagdo no Brasil e a notavel falta de dados sobre estafilococos
potencialmente patogénicos nesses animais, o objetivo deste estudo foi isolar e avaliar a susceptibilidade antimicrobiana de espécies
estafilococicas de jabutis (Chelonoidis carbonaria) saudaveis no Brasil. Durante um periodo de 12 meses (fevereiro de 2019 a fevereiro de
2020), suabes cloacais de 66 jabutis saudaveis foram coletados no Centro de Triagem de Animais Silvestres em Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil. Os suabes foram plaqueados em dagar manitol salgado para isolamento de estafilococos e a identificacdo das espécies foi realizada
usando MALDI-TOF MS. A susceptibilidade aos antimicrobianos foi investigada pelo método de difusdo em disco, e a presenca do gene mecA
foi investigada por PCR para detectar resisténcia a meticilina. Dos animais testados, 72,7% foram positivos para o isolamento estafilococico.
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 frequéncia de resisténcia
foi observada para penicilina (35,5%) e tetraciclina (29,1%). Todas as estirpes foram sensiveis a cefoxitina, cloranfenicol, ciprofloxacina,
eritromicina e gentamicina. Todos os isolados foram negativos para o gene mecA. O presente trabalho sugere que jabutis saudaveis sdo
colonizados principalmente por CoNS, especialmente S. sciuri. Metade dos isolados foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano,
levantando questdes sobre o possivel papel desses animais como reservatorios de genes de resisténcia aos antimicrobianos.

Palavras-chave: répteis, estafilococos coagulase-negativos, S. sciuri, S. xylosus, Chelonoidis carbonaria.

INTRODUCTION of companion animals, Brazil has the ninth largest

population of reptiles in the world (IBGE, 2013). These

In the last few decades, there has been a exotic pets, especially turtles and tortoises, have

global increase in the adoption of reptiles as companion gained popularity because of their appearance and
animals. According to data issued by the latest census complaisant nature (HOSSAIN et al., 2020).
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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
etal.,2010; DITANNI et al., 2015; ORIA 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 (UFMGQG) 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 Conservagdo 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
VETO08 (CLSI, 2018). The following antimicrobials
were tested: cefoxitin (30 pg), penicillin (10 units),
tetracycline (30 pg), trimethoprim/sulfamethoxazole
(25 pg), chloramphenicol (30 pg), erythromycin (15
ng), clindamycin (2 pg), gentamicin (10 pg), and
ciprofloxacin (5 pg) (DME, BRA). Staphylococcus
aureus ATCC 25923 was used as a control strain.
Additionally, DNA extraction was performed,
according to PITCHER, etal. (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
etal.,2016; SOUSA etal., 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, GARCIA 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

= 606) in Minas Gerais, Brazil.

Number of antimicrobial resistant isolates:

Species n (%) PEN TET  CLI SXT CEF ERY GEN CIP  CLO
5, et 39.(81.3)" 13 10 | 0 0 0 0 0 0
S. xylosus 6(12.5)" 2 2 0 0 0 0 0 0 0
5, st 2(42)° 2 1 0 0 0 0 0 0 0
S. saprophyticus 1(2)° 0 1 0 1 0 0 0 0 0

1 48 17 14 ! ! 0 0 0 0 0
fota (100%) (B55%)  (29.1%) Q%) (%) (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; GARCIA 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; GOMEZ 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 (STEPANOVIC et
al., 2002; STEPANOVIC 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; FARINA 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 (STEPANOVIC
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 mecAd 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
S. sciuri 39

S. xylosus 6

S. kloosii 2

S. saprophyticus 1

Antimicrobial resistance phenotype™

PEN", TET'’, CLI'

Co-resistance

PEN-TET? PEN-CLI'

PEN'; TET? PEN-TET'
PEN% TET' PEN-TET'
TET'; SXT' TET-SXT!

*PEN, penicillin G; TET, tetracycline; CLI, clindamycin; SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole.
"Superscript numbers indicate the number of isolates with the same characteristic.
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strains (VAN DUIJKEREN etal.,2011; POMBA etal.,
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 165 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].

Opver 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,
SCCrmec 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 Miiller 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 pl of formic
acid (70%) and 1 ul of MALDI-TOF MS matrix, consisting of a saturated solution of a-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 VETO01S-Ed5 [31]. Strains were cultivated in Miiller-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 ug), cefoxitin (FOX, 30 pg), penicillin (PEN, 10
IU), gentamicin (GEN, 10 pg), erythromycin (ERY, 15 pug), clindamycin (CLI, 2 pg), tetracy-
cline (TET, 30 pg), ciprofloxacin (CIP, 5 pg), nitrofurantoin (NIT, 300 ug), trimethoprim-sul-
famethoxazole (SXT, 1,25/23,75 ug), chloramphenicol (CHL, 30 pg), and rifampicin (RIF,

5 ug) (Oxoid, USA). Staphylococcus aureus ATCC®) 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]. ST's 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-UEMG, 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. schieiferi 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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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

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.
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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.0269422.9001

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 UTL. 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.
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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
S. 98 24
pseudintermedius | (74.8%) (18.3%)
S. delphini 4(3,1%) 0 (0%)
S. schleiferi* 20 0 (0%)
(15.3%)
S. aureus 3(2.3%) 0 (0%)
S. capitis 2 (1.5%) 0 (0%)
S. epidermidis 1(0.8%) 1 (0.8%)
S. simulans 2 (1.5%) 0 (0%)
S. warneri 1(0.8%) 0 (0%)
Total 131 25
(100%) | (19.1%)

PEN ERY CLI SXT RIF GEN TET CIP | CHL | NIT | MDR
85 42 12 58 35 28 57 34 8 0 62
(64.9%) | (32.1%) | (32.1%) | (44.3%) | (26.7%) | (21.4%) | (43.5%) | (26%) | (6.1%) | (0%) | (47.3%)
1(0.8%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 1(0.8%) | 0(0%) | 0(0%) | 0 0 (0%)

(0%)
(15%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 2(1.5%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | O 0 (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%)
2(1.5%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | © 0 (0%)
(0%)
(0.8%) | 0(0%) | 1(0.8%) | 1(0.8%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | O | 1(0.8%)
(0%)
(0.8%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | O 0 (0%)
(0%)
(0.8%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | o0 0 (0%)
(0%)
95 43 43 59 (45%) 35 30 59 (45%) | 34 8 0 63
(72.5%) | (32.8%) | (32.8%) (26.7%) | (22.9%) (26%) | (6.1%) | (0%) | (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

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 (UTT). 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 ST's (§T2124 -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 ST's 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
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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.0269422.9002
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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.t1003

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,
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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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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 ST identified in the current study. b)
snapshot of CC2166, with ST 2124 in red. ¢) 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.0269422.9004

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
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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 ST's 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.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422  June 3, 2022 12/17


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422

178
PLOS ONE Staphylococcus in diseased dogs in Brazil

Supporting information

S1 File. Supplementary file: Details of the animals included.
(XLSX)

S2 File. Raw data of the identification and antimicrobial susceptibility tests.
(XLSX)

Acknowledgments

We thank Adriane Pimenta da Costa-Val Bicalho for support and animal samples. We thank
Renato Faria for his valuable contribution in the statistical analysis.

Author Contributions
Conceptualization: Julia Lara Sette Camara, Rodrigo Otavio Silveira Silva.

Data curation: Flavia Mello Viegas, Henrique César Pereira Figueiredo, Rodrigo Otavio Sil-
veira Silva.

Formal analysis: Flavia Mello Viegas, Jordana Almeida Santana, Rafael Gariglio Clark Xavier,
Jodo Luis Reis Cunha, Henrique César Pereira Figueiredo, Rodrigo Otavio Silveira Silva.

Funding acquisition: Rodrigo Otavio Silveira Silva.

Investigation: Flavia Mello Viegas, Jordana Almeida Santana, Brendhal Almeida Silva, Rafael
Gariglio Clark Xavier, Julia Lara Sette Camara, Mario Cesar Rennd, Joao Luis Reis Cunha,
Henrique César Pereira Figueiredo, Rodrigo Otavio Silveira Silva.

Methodology: Flavia Mello Viegas, Jordana Almeida Santana, Brendhal Almeida Silva, Rafael
Gariglio Clark Xavier, Claudia Teixeira Bonisson, Julia Lara Sette Camara, Mdrio Cesar
Rennd, Joao Luis Reis Cunha, Henrique César Pereira Figueiredo, Francisco Carlos Faria
Lobato, Rodrigo Otavio Silveira Silva.

Supervision: Francisco Carlos Faria Lobato.
Validation: Jodo Luis Reis Cunha.

Writing - original draft: Flavia Mello Viegas, Francisco Carlos Faria Lobato, Rodrigo Otavio
Silveira Silva.

Writing - review & editing: Flavia Mello Viegas, Jordana Almeida Santana, Brendhal Almeida
Silva, Claudia Teixeira Bonisson, Julia Lara Sette Camara, Mario Cesar Renno, Jodo Luis
Reis Cunha, Henrique César Pereira Figueiredo, Rodrigo Otavio Silveira Silva.

References

1. Bannoehr J, Guardabassi L. Staphylococcus pseudintermedius in the dog: Taxonomy, diagnostics,
ecology, epidemiology and pathogenicity. Vet Dermatol. 2012; 23(4). https://doi.org/10.1111/j.1365-
3164.2012.01046.x PMID: 22515504

2. Murray AK, Lee J, Bendall R, Zhang L, Sunde M, Schau Slettemeas J, et al. Staphylococcus cornubien-
sis sp. nov., a member of the Staphylococcus intermedius group (SIG). Int J Syst Evol Microbiol 2018;
68: 3404-8. https://doi.org/10.1099/ijsem.0.002992 PMID: 30204583

3. Weese JS, van Duijkeren E. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus and Staphylococcus pseudin-
termedius in veterinary medicine. Vet Microbiol. 2010; 140: 418-29. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.
2009.01.039 PMID: 19246166

4. Duim B, Verstappen KM, Broens EM, Laarhoven LM, Van Duijkeren E, Hordijk J, et al. Changes in the
population of methicillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius and dissemination of

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422  June 3, 2022 13/17


http://www.plosone.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/10.1371/journal.pone.0269422.s001
http://www.plosone.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/10.1371/journal.pone.0269422.s002
https://doi.org/10.1111/j.1365-3164.2012.01046.x
https://doi.org/10.1111/j.1365-3164.2012.01046.x
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22515504
https://doi.org/10.1099/ijsem.0.002992
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30204583
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2009.01.039
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2009.01.039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19246166
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422

179
PLOS ONE Staphylococcus in diseased dogs in Brazil

antimicrobial-resistant phenotypes in the Netherlands. J Clin Microbiol. 2016; 54(2): 283-8. https://doi.
org/10.1128/JCM.01288-15 PMID: 26582835

5. Bergot M, Martins-Simoes P, Kilian H, Chatre P, Worthing KA, Norris JM, et al. Evolution of the popula-
tion structure of Staphylococcus pseudintermedius in France. Front Microbiol. 2018; 9: 1-10. https://
doi.org/10.3389/fmicb.2018.03055

6. Wegener A, Broens EM, Zomer A, Spaninks M, Wagenaar JA, Duim B. Comparative genomics of phe-
notypic antimicrobial resistances in methicillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius of canine
origin. Vet Microbiol. 2018; 225: 125-31. Available from: https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2018.09.013
PMID: 30322524

7. Gagetti P, Wattam AR, Giacoboni G, De Paulis A, Bertona E, Corso A, et al. |dentification and molecular
epidemiology of methicillin resistant Staphylococcus pseudintermedius strains isolated from canine clin-
ical samples in Argentina. BMC Vet Res. 2019; 15(1): 1-12. https://doi.org/10.1186/s12917-019-1990-
X

8. Krapf M, Miller E, Reissig A, Slickers P, Braun SD, Mdiller E, et al. Molecular characterisation of methi-
cillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius from dogs and the description of their SCCmec ele-
ments. Vet Microbiol. 2019; 233: 196—203. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2019.04.002 PMID:
31053353

9. van Duijkeren E, Catry B, Greko C, Moreno MA, Pomba MC, Py6réla S, et al. Review on methicillin-
resistant Staphylococcus pseudintermedius. J Antimicrob Chemother. 2011; 66(12): 2705—14. hitps:/
doi.org/10.1093/jac/dkr367 PMID: 21930571

10. Kadlec K, Schwarz S. Antimicrobial resistance of Staphylococcus pseudintermedius. Vet Dermatol.
2012; 23(4): 19-25. https://doi.org/10.1111/1.1365-3164.2012.01056.x PMID: 22681522

11.  Morris DO, Loeffler A, Davis MF, Guardabassi L, Weese JS. Recommendations for approaches to meti-
cillin-resistant staphylococcal infections of small animals: diagnosis, therapeutic considerations and
preventative measures.: Clinical Consensus Guidelines of the World Association for Veterinary Derma-
tology. Vet Dermatol. 2017; 28(3): 304—e69. https://doi.org/10.1111/vde.12444 PMID: 28516494

12. Pomba C, Rantala M, Greko C, Baptiste KE, Catry B, van Duijkeren E, et al. Public health risk of antimi-
crobial resistance transfer from companion animals. J Antimicrob Chemother. 2016; 72(4): 957—68.
https://doi.org/10.1093/jac/dkw481

13. Kang JH, Hwang CY. One health approach to genetic relatedness in SCCmec between methicillin-
resistant Staphylococcus isolates from companion dogs with pyoderma and their owners. Vet Microbiol.
2021; 253: 108957. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2020.108957 PMID: 33385887

14. GuardabassiL, Larsen J, Weese JS, Butaye P, Battisti A, Kluytmans J, et al. Public health impact and
antimicrobial selection of meticillin-resistant staphylococci in animals. J Glob Antimicrob Resist. 2013; 1
(2): 55-62. https://doi.org/10.1016/j.jgar.2013.03.011 PMID: 27873579

15. Somayaiji R, Priyantha MAR, Rubin JE, Church D. Human infections due to Staphylococcus pseudinter-
medius, an emerging zoonosis of canine origin: report of 24 cases. Diagn Microbiol Infect Dis. 2016; 85
(4): 471-6. https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2016.05.008 PMID: 27241371

16. Lozano C, Rezusta A, Ferrer |, Pérez-Laguna V, Zarazaga M, Ruiz-Ripa L, et al. Staphylococcus pseu-
dintermedius Human Infection Cases in Spain: Dog-to-Human Transmission. Vector-Borne Zoonotic
Dis. 2017; 17(4): 268—70. https://doi.org/10.1089/vbz.2016.2048 PMID: 28075235

17. Ference EH, Danielian A, Kim HW, Yoo F, Kuan EC, Suh JD. Zoonotic Staphylococcus pseudinterme-
dius sinonasal infections: risk factors and resistance patterns. Int Forum Allergy Rhinol. 2019; 9(7):
724-9. https://doi.org/10.1002/alr.22329 PMID: 30907985

18. Blondeau LD, Rubin JE, Deneer H, Kanthan R, Morrison B, Sanche S, et al. Persistent infection with
Staphylococcus pseudintermedius in an adult oncology patient with transmission from a family dog. J
Chemother. 2020: 1-5. https://doi.org/10.1080/1120009X.2020.1735142 PMID: 32124685

19. Gagetti P, Errecalde L, Wattam AR, De Belder D, Ojeda Saavedra M, Corso A, et al. Characterization
of the First mecA-Positive Multidrug-Resistant Staphylococcus pseudintermedius Isolated from an
Argentinian Patient. Microb Drug Resist. 2020: 1-5. https://doi.org/10.1089/mdr.2019.0308

20. Stegmann R, Burnens A, Maranta CA, Perreten V. Human infection associated with methicillin-resistant
Staphylococcus pseudintermedius ST71. J Antimicrob Chemother. 2010; 65(9): 2047-8. https://doi.
org/10.1093/jac/dkg241 PMID: 20601356

21. Paul NC, Moodley A, Ghibaudo G, Guardabassi L. Carriage of methicillin-resistant Staphylococcus
pseudintermedius in small animal veterinarians: Indirect evidence of zoonotic transmission. Zoonoses
Public Health. 2011; 58(8): 533-9. https://doi.org/10.1111/j.1863-2378.2011.01398.x PMID: 21824350

22. PennaB, Varges R, Martins R, Martins G, Lilenbaum W. In vitro antimicrobial resistance of staphylo-
cocci isolated from canine urinary tract infection. Can Vet J. 2010; 51(7): 738—-42. PMID: 20885826

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422  June 3, 2022 14/17


https://doi.org/10.1128/JCM.01288-15
https://doi.org/10.1128/JCM.01288-15
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26582835
https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.03055
https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.03055
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2018.09.013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30322524
https://doi.org/10.1186/s12917-019-1990-x
https://doi.org/10.1186/s12917-019-1990-x
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2019.04.002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31053353
https://doi.org/10.1093/jac/dkr367
https://doi.org/10.1093/jac/dkr367
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21930571
https://doi.org/10.1111/j.1365-3164.2012.01056.x
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22681522
https://doi.org/10.1111/vde.12444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28516494
https://doi.org/10.1093/jac/dkw481
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2020.108957
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33385887
https://doi.org/10.1016/j.jgar.2013.03.011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27873579
https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2016.05.008
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27241371
https://doi.org/10.1089/vbz.2016.2048
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28075235
https://doi.org/10.1002/alr.22329
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30907985
https://doi.org/10.1080/1120009X.2020.1735142
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32124685
https://doi.org/10.1089/mdr.2019.0308
https://doi.org/10.1093/jac/dkq241
https://doi.org/10.1093/jac/dkq241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20601356
https://doi.org/10.1111/j.1863-2378.2011.01398.x
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21824350
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20885826
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422

180
PLOS ONE Staphylococcus in diseased dogs in Brazil

23. BotonilLS, Scherer CB, Silva RO, Coura FM, Heinemann MB, Paes-Leme FO, et al. Prevalence and in
vitro susceptibility of methicillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius (MRSP) from skin and nos-
trils of dogs with superficial pyoderma. Pesqui Vet Bras. 2016; 36(12): 1178-80. https://doi.org/10.
1590/S0100-736X2016001200006

24. Bourguignon E, Vicosa GN, Corsini CMM, Moreira MAS, Nero LA, Conceicéo LG. Description of Methi-
cillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius from canine pyoderma in Minas Gerais state, Brazil.
Arq Bras Med Vet e Zootec. 2016; 68(2): 299-306. https://doi.org/10.1590/1678-4162-8150

25. Scherer CB, Botoni LS, Coura FM, Silva RO, Dos Santos RD, Heinemann MB, et al. Frequency and
antimicrobial susceptibility of Staphylococcus pseudintermedius in dogs with otitis externa. Cienc Rural.
2018; 48(4): e20170738. https://doi.org/10.1590/0103-8478cr20170738

26. Assis GBN, Pereira FL, Zegarra AU, Tavares GC, Leal CA, Figueiredo HCP. Use of MALDI-TOF mass
spectrometry for the fast identification of gram-positive fish pathogens. Front Microbiol. 2017; 8. https://
doi.org/10.3389/fmicb.2017.01492 PMID: 28848512

27. Sasaki T, Tsubakishita S, Tanaka Y, Sakusabe A, Ohtsuka M, Hirotaki S, et al. Multiplex-PCR method
for species identification of coagulase-positive staphylococci. J Clin Microbiol. 2010; 48(3): 765-9.
https://doi.org/10.1128/JCM.01232-09 PMID: 20053855

28. FoxJG, Ge Z, Whary MT, Erdman SE, Horwitz BH. Helicobacter hepaticus infection in mice: Models for
understanding lower bowel inflammation and cancer. Mucosal Immunol. 2011; 4(1): 22-30. https://doi.
org/10.1038/mi.2010.61 PMID: 20944559

29. Mellmann A, Becker K, Von Eiff C, Keckevoet U, Schumann P, Harmsen D. Sequencing and staphylo-
cocci identification. Emerg Infect Dis. 2006; 12(2): 333—6. https://doi.org/10.3201/eid1202.050962
PMID: 16494767

30. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Performance Standards for Antimicrobial Suscepti-
bility Testing. 31st ed. CLSI supplement M100; ISBN 978-1-68440-105-5. Clinical and Laboratory
Standards Institute, USA, 2021.

31. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Performance Standards for Antimicrobial Disk and
Dilution Susceptibility Tests for Bacteria Isolated From Animals. 5th ed. CLSI supplement VETO1S;
ISBN 978-1-68440-093-5. Clinical and Laboratory Standards Institute, USA, 2020.

32. Pitcher DG, Saunders NA, Owen RJ. Rapid extraction of bacterial genomic DNA with guanidium thiocy-
anate. Lett Appl Microbiol. 1989; 8(4): 151-6. https://doi.org/10.1111/j.1472-765X.1989.tb00262.x

33. Murakami K.; Minamide W.; Wada K.; Nakamura E.; Teraoka H.; Watanabe S. Identification of Methicil-
lin-Resistant Strains of Staphylococci by Polymerase Chain Reaction. Am J Clin Pathol [Internet]. 1991;
29(10): 2240-4. https://doi.org/10.1128/jcm.29.10.2240-2244.1991 PMID: 1939577

34. Solyman SM, Black CC, Duim B, Perreten V, Van Duijkeren E, Wagenaar JA, et al. Multilocus sequence
typing for characterization of Staphylococcus pseudintermedius. J Clin Microbiol. 2013; 51(1): 306—10.
https://doi.org/10.1128/JCM.02421-12 PMID: 23115265

35. Gronthal T, Eklund M, Thomson K, Piiparinen H, Sironen T, Rantala M. Antimicrobial resistance in
Staphylococcus pseudintermedius and the molecular epidemiology of methicillin-resistant S. pseudin-
termedius in small animals in Finland. J Antimicrob Chemother. 2017; 72(4): 1021-30. https://doi.org/
10.1093/jac/dkw559 PMID: 28065889

36. Nascimento M, Sousa A, Ramirez M, Francisco AP, Carrico JA, Vaz C. PHYLOViZ 2.0: Providing scal-
able data integration and visualization for multiple phylogenetic inference methods. Bioinformatics.
2017; 33(1): 128-9. https://doi.org/10.1093/bicinformatics/btw582 PMID: 27605102

37. Francisco AP, Bugalho M, Ramirez M, Carrico JA. Global optimal eBURST analysis of multilocus typing
data using a graphic matroid approach. BMC Bioinformatics. 2009; 10: 1-15. https://doi.org/10.1186/
1471-2105-10-152

38. Minh BQ, Schmidt HA, Chernomor O, Schrempf D, Woodhams MD, Von Haeseler A, et al. IQ-TREE 2:
New Models and Efficient Methods for Phylogenetic Inference in the Genomic Era. Mol Biol Evol. 2020;
37(5): 1530—4. https://doi.org/10.1093/molbev/msaa015 PMID: 32011700

39. Letunicl, Bork P. Interactive Tree of Life (iTOL) v4: Recent updates and new developments. Nucleic
Acids Res. 2019; 47: 256-9. https://doi.org/10.1093/nar/gkz239 PMID: 30931475

40. Madhaiyan M, Wirth JS, Saravanan VS. Phylogenomic analyses of the Staphylococcaceae family sug-
gest the reclassification of five species within the genus Staphylococcus as heterotypic synonyms, the
promotion of five subspecies to novel species, the taxonomic reassignment of five Staphylococcus spe-
cies to Mammaliicoccus gen. Nov., and the formal assignment of Nosocomiicoccus to the family Sta-
phylococcaceae. Int J Syst Evol Microbiol. 2020; 70(11): 5926-36. https://doi.org/10.1099/ijsem.O0.
004498 PMID: 33052802

41. Hensel N, Zabel S, Hensel P. Prior antibacterial drug exposure in dogs with meticillin-resistant Staphylo-
coccus pseudintermedius (MRSP) pyoderma. Vet Dermatol. 2016; 27(2): 72—e20. https://doi.org/10.
1111/vde.12292 PMID: 26909526

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422  June 3, 2022 15/17


https://doi.org/10.1590/S0100-736X2016001200006
https://doi.org/10.1590/S0100-736X2016001200006
https://doi.org/10.1590/1678-4162-8150
https://doi.org/10.1590/0103-8478cr20170738
https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.01492
https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.01492
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28848512
https://doi.org/10.1128/JCM.01232-09
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20053855
https://doi.org/10.1038/mi.2010.61
https://doi.org/10.1038/mi.2010.61
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20944559
https://doi.org/10.3201/eid1202.050962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16494767
https://doi.org/10.1111/j.1472-765X.1989.tb00262.x
https://doi.org/10.1128/jcm.29.10.2240-2244.1991
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1939577
https://doi.org/10.1128/JCM.02421-12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23115265
https://doi.org/10.1093/jac/dkw559
https://doi.org/10.1093/jac/dkw559
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28065889
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btw582
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27605102
https://doi.org/10.1186/1471-2105-10-152
https://doi.org/10.1186/1471-2105-10-152
https://doi.org/10.1093/molbev/msaa015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32011700
https://doi.org/10.1093/nar/gkz239
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30931475
https://doi.org/10.1099/ijsem.0.004498
https://doi.org/10.1099/ijsem.0.004498
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33052802
https://doi.org/10.1111/vde.12292
https://doi.org/10.1111/vde.12292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26909526
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422

181
PLOS ONE Staphylococcus in diseased dogs in Brazil

42. Morris DO, Rookt KA, Shofer FS, Rankin SC. Screening of Staphylococcus aureus, Staphylococcus
intermedius, and Staphylococcus schleiferiisolates obtained from small companion animals for antimi-
crobial resistance: A retrospective review of 749 isolates (2003—04). Vet Dermatol. 2006; 17(5): 332—7.
https://doi.org/10.1111/j.1365-3164.2006.00536.x PMID: 16961819

43. LeeGY, Lee HH, Hwang SY, Hong J, Lyoo KS, Yang SJ. Carriage of Staphylococcus schleiferifrom
canine otitis externa: Antimicrobial resistance profiles and virulence factors associated with skin infec-
tion. J Vet Sci. 2019; 20(2): 1—11. https://doi.org/10.4142/jvs.2019.20.e6 PMID: 30944529

44. World Organisation for Animal Health (OIE). Antimicrobial resistance. Available at https://www.oie.int/
en/what-we-do/global-initiatives/antimicrobial-resistance/

45. Larsen RF, BoysenL, Jessen LR, Guardabassi L, Damborg P. Diversity of Staphylococcus pseudinter-
medius in carriage sites and skin lesions of dogs with superficial bacterial folliculitis: potential implica-
tions for diagnostic testing and therapy. Vet Dermatol. 2018; 29(4): 291—-e100. https://doi.org/10.1111/
vde.12549 PMID: 29781542

46. PennaB, Varges R, Medeiros L, Martins GM, Martins RR, Lilenbaum W. Species distribution and anti-
microbial susceptibility of staphylococci isolated from canine otitis externa. Vet Dermatol [Internet].
2010(3): 292-6. https://doi.org/10.1111/j.1365-3164.2009.00842.x PMID: 20042036

47. Weese JS, Blondeau J, Boothe D, Guardabassi LG, Gumley N, Papich M, et al. International Society
for Companion Animal Infectious Diseases (ISCAID) guidelines for the diagnosis and management of
bacterial urinary tract infections in dogs and cats. Vet J. 2019; 247: 8-25. https://doi.org/10.1016/].tvjl.
2019.02.008 PMID: 30971357

48. Lynch SA, Helbig KJ. The complex diseases of Staphylococcus pseudintermedius in canines: Where to
next? Vet Sci. 2021; 8(1): 1-19. https://doi.org/10.3390/vetsci8010011 PMID: 33477504

49. Nelson LL. Surgical site infections in small animal surgery. Vet Clin North Am—Small Anim Pract. 2011;
41(5): 1041-56. https://doi.org/10.1016/j.cvsm.2011.05.010 PMID: 21889700

50. British Small Animal Veterinary Association. BSAVA/SAMSoc Guide to Responsible Use of Antibacter-
ials: PROTECT ME. 2018. Available at https://www.bsavalibrary.com/content/book/10.22233/
9781910443644#overview.

51. Frank LA, Loeffler A. Meticillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius: clinical challenge and treat-
ment options. Vet Dermatol. 2012; 23(4): 283—-e56. https://doi.org/10.1111/j.1365-3164.2012.01047 .x
PMID: 22486942

52. Moodley A, Damborg P, Nielsen SS. Antimicrobial resistance in methicillin susceptible and methicillin
resistant Staphylococcus pseudintermedius of canine origin: Literature review from 1980 to 2013. Vet
Microbiol. 2014; 171: 337—41. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2014.02.008 PMID: 24613081

53. McCarthy AJ, Harrison EM, Stanczak-Mrozek K, Leggett B, Waller A, Holmes MA, et al. Genomic
insights into the rapid emergence and evolution of MDR in Staphylococcus pseudintermedius. J Antimi-
crob Chemother. 2015; 70(4): 997—1007. https://doi.org/10.1093/jac/dku496 PMID: 25527273

54. World Organisation for Animal Health (OIE). OIE List of Antimicrobial Agents of Veterinary Importance.
OIE Int Committee. 2018. Available at: http://www.oie.int

55. BRAZIL. MAPA (Ministry of Agriculture, Livestock and Food Suply). Instrugdo normativa n. 9 de 27 de
junho de 2003. Brasilia. Diario oficial da Unido, Segao 1. 2003: p. 4. Available at https://www.gov.br/
agricultura/pt-br/assuntos/insumos-agropecuarios/insumos-pecuarios/alimentacao-animal/arquivos-
alimentacao-animal/legislacao/instrucao-normativa-no-9-de-27-de-junho-de-2003.pdf/view

56. Pires dos Santos T, Damborg P, Moodley A, Guardabassi L. Systematic Review on Global Epidemiol-
ogy of Methicillin-Resistant Staphylococcus pseudintermedius: Inference of Population Structure from
Multilocus Sequence Typing Data. Front Microbiol. 2016; 7: 1—12. https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.
01599

57. Hritcu OM, Schmidt VM, Salem SE, Maciuca IE, Moraru RF, Lipovan |, et al. Geographical Variations in
Virulence Factors and Antimicrobial Resistance Amongst Staphylococci Isolated From Dogs From the
United Kingdom and Romania. Front Vet Sci. 2020; 7: 1-10. https://doi.org/10.3389/fvets.2020.00414

58. Weese JS, Faires MC, Frank LA, Reynolds LM, Battisti A. Factors associated with methicillin-resistant
versus methicillin-susceptible Staphylococcus pseudintermedius infection in dogs. J Am Vet Med
Assoc. 2012; 240(12): 1450-5. https://doi.org/10.2460/javma.240.12.1450 PMID: 22657928

59. Groénthal T, Moodley A, Nykasenoja S, Junnila J, Guardabassi L, Thomson K| et al. Large outbreak
caused by Methicillin resistant Staphylococcus pseudintermedius ST71 in a Finnish veterinary teaching
hospital—From outbreak control to outbreak prevention. PLoS One. 2014; 9(10): e110084. https://doi.
org/10.1371/journal.pone.0110084 PMID: 25333798

60. Saputra S, Jordan D, Worthing KA, Norris JM, Wong HS, Abraham R, et al. Antimicrobial resistance in
coagulase-positive staphylococci isolated from companion animals in Australia: A one year study.
Smith TC, editor. PLoS One. 2017; 12(4): e0176379. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0176379
PMID: 28430811

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422  June 3, 2022 16/17


https://doi.org/10.1111/j.1365-3164.2006.00536.x
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16961819
https://doi.org/10.4142/jvs.2019.20.e6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30944529
https://www.oie.int/en/what-we-do/global-initiatives/antimicrobial-resistance/
https://www.oie.int/en/what-we-do/global-initiatives/antimicrobial-resistance/
https://doi.org/10.1111/vde.12549
https://doi.org/10.1111/vde.12549
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29781542
https://doi.org/10.1111/j.1365-3164.2009.00842.x
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20042036
https://doi.org/10.1016/j.tvjl.2019.02.008
https://doi.org/10.1016/j.tvjl.2019.02.008
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30971357
https://doi.org/10.3390/vetsci8010011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33477504
https://doi.org/10.1016/j.cvsm.2011.05.010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21889700
https://www.bsavalibrary.com/content/book/10.22233/9781910443644#overview
https://www.bsavalibrary.com/content/book/10.22233/9781910443644#overview
https://doi.org/10.1111/j.1365-3164.2012.01047.x
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22486942
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2014.02.008
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24613081
https://doi.org/10.1093/jac/dku496
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25527273
http://www.oie.int
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/insumos-agropecuarios/insumos-pecuarios/alimentacao-animal/arquivos-alimentacao-animal/legislacao/instrucao-normativa-no-9-de-27-de-junho-de-2003.pdf/view
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/insumos-agropecuarios/insumos-pecuarios/alimentacao-animal/arquivos-alimentacao-animal/legislacao/instrucao-normativa-no-9-de-27-de-junho-de-2003.pdf/view
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/insumos-agropecuarios/insumos-pecuarios/alimentacao-animal/arquivos-alimentacao-animal/legislacao/instrucao-normativa-no-9-de-27-de-junho-de-2003.pdf/view
https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.01599
https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.01599
https://doi.org/10.3389/fvets.2020.00414
https://doi.org/10.2460/javma.240.12.1450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22657928
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0110084
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0110084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25333798
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0176379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28430811
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422

182
PLOS ONE Staphylococcus in diseased dogs in Brazil

61. PerretenV, Kadlec K, Schwarz S, Gronlund Andersson U, Finn M, Greko C, et al. Clonal spread of
methicillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius in Europe and North America: an international
multicentre study. J Antimicrob Chemother. 2010; 65(6): 1145-54. https://doi.org/10.1093/jac/dkq078
PMID: 20348087

62. Meroni G, Soares Filipe JF, Drago L, Martino PA. Investigation on Antibiotic-Resistance, Biofilm Forma-
tion and Virulence Factors in Multi Drug Resistant and Non Multi Drug Resistant Staphylococcus pseu-
dintermedius. Microorganisms. 2019; 7(702). https://doi.org/10.3390/microorganisms7120702 PMID:
31888149

63. Quitoco IMZ, Ramundo MS, Silva-Carvalho MC, Souza RR, Beltrame CO, de Oliveira TF, et al. First
report in South America of companion animal colonization by the USA1100 clone of community-
acquired meticillin-resistant Staphylococcus aureus (ST30) and by the European clone of methicillin-
resistant Staphylococcus pseudintermedius (ST71). BMC Res Notes. 2013; 6(336). https://doi.org/10.
1186/1756-0500-6-336 PMID: 23981343

64. Wegener A, Damborg P, Guardabassi L, Moodley A, Mughini-Gras L, Duim B, et al. Specific staphylo-
coccal cassette chromosome mec (SCCmec) types and clonal complexes are associated with low-level
amoxicillin/clavulanic acid and cefalotin resistance in methicillin-resistant Staphylococcus pseudinter-
medius. J Antimicrob Chemother. 2020; 75(3): 508—11. https://doi.org/10.1093/jac/dkz509 PMID:
31846043

65. Nisa S, Bercker C, Midwinter AC, Bruce |, Graham CF, Venter P, et al. Combining MALDI-TOF and
genomics in the study of methicillin resistant and multidrug resistant Staphylococcus pseudintermedius
in New Zealand. Sci Rep. 2019; 9(1271). https://doi.org/10.1038/s41598-018-37503-9 PMID:
30718644

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422  June 3, 2022 17/17


https://doi.org/10.1093/jac/dkq078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20348087
https://doi.org/10.3390/microorganisms7120702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31888149
https://doi.org/10.1186/1756-0500-6-336
https://doi.org/10.1186/1756-0500-6-336
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23981343
https://doi.org/10.1093/jac/dkz509
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31846043
https://doi.org/10.1038/s41598-018-37503-9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30718644
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269422

Ciéncia Rural, Santa Maria, V.5328, 620220244, 2023 http://doi.org/10.1590/0103-8478cr20220244

ISSNe 1678-4596
MICROBIOLOGY

Identification and characterization of pathogenic and multidrug-resistant bacteria in
feral pigeons surrounding a veterinary hospital in Minas Gerais, Brazil

Jordana Almeida Santana' Carolina Pantuzza Ramos' Brendhal Almeida Silva'
Graciela Kunrath Lima' Alexandra Tiso Comerlato' Amanda Cristina Araujo'
Salene Angelini Colombo' Gustavo Canesso Bicalho' Rodrigo Otavio Silveira Silva'

'Faculdade de Veterinaria, 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.

Identificacdo de bactérias patogénicas e multirresistentes a antimicrobianos em pombos urbanos no
entorno de um Hospital Veterinario em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil

RESUMO: Pombos urbanos sdo conhecidos pela sua capacidade de carrear e disseminar diversos agentes zoondticos. Estudos tem sugerido
que pombos sdo também relevantes na disseminagao de estirpes resistentes a multiplas drogas. No presente estudo, pombos no ambiente de um
hospital veterinario foram amostrados em trés diferentes periodos e testados para a presenca de Escherichia coli patogénica, 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 EASTI. O gene codificador de intimina (eae) do patotipo E. coli enteropatogénica foi encontrada em um isolado (2.1%). Salmonella
spp. foi encontrada em nove pombos (19.1%), sendo todos isolados do primeiro periodo de captura (P < 000.1). S. Typhimurium foi isolado
de seis animais e S. Heidelberg de trés. A tipagem molecular de isolados de Salmonella spp. por ERIC-PCR demonstrou que oito estirpes
possuiam alta similaridade genética entre si, sugerindo a ocorréncia 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 ndo-toxigénica (4.3%) foram isoladas. Uma estirpe de S. Typhimurium, uma de S. aureus ¢ um isolado de C. difficile foram
classificados como resistentes a multiplas drogas antimicrobianas. O presente estudo sugere que pombos capturados no ambiente do hospital
veterinario podem atuar como reservatorios e disseminadores de bactérias patogénicas e envolvidas em infecgdo hospitalar, incluindo E. coli
diarreiogénica e Staphylococcus sp., C. difficile e Salmonella spp multirresistente.

Palavras-chave: Salmonella, Clostridioides (Clostridium) difficile, pestes, Staphylococcus, sinantropicos.

INTRODUCTION urban pigeons in cities are mainly related to the large
availability of food, lack or less number of predators,

Urban feral pigeons (Columba livia f. and the built environment resembling the original

urbana) are birds with a worldwide distribution habitat of urban pigeon ancestors (SPENNEMANN
commonly reported in most large cities (FERMAN et & WATSON, 2017). They are known for their
al.,2010; GARGIULOetal.,2014; SPENNEMANN capacity to harbor and spread several zoonotic agents,
& WATSON, 2017). The large population densities of such as Cryptococcus neoformans and Salmonella
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spp. (HAAG-WACKERNAGEL & MOCH, 2004;
DUTTA etal.,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-MEJIA 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-UFMQG),
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

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 °C (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 °C (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

ForE. coliisolation, 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 (CLST) manual (CLSI,
2017; CLSI, 2018). The following antimicrobial
agents, commonly used in human and animal clinical
practice, were tested: chloramphenicol (30 pg),
trimethoprim/sulfamethoxazole (25 pg), ceftriaxone

(30 pg), ceftiofur (30 pg), amoxicillin/clavulanic
acid (30 pg), ampicillin (10 pg), tetracycline (30 pg),
enrofloxacin (5 pg), ciprofloxacin (5 pg), gentamicin
(10 pg), and amikacin (30 pg) (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 pg), trimethoprim/sulfamethoxazole (25 pg),
ceftriaxone (30 pg), ceftiofur (30 pg), amoxicillin/
clavulanic acid (30 pg), ampicillin (10 pg), tetracycline
(30 pg), nalidixic acid (30 pg), enrofloxacin (5 pg),
and ciprofloxacin (5 pg) (DME, BRA).

Staphylococcus spp.

For Staphylococcus spp. isolation, fecal
samples were first suspended in 0.85% saline
solution. The resultant solution (100 pL) 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 mecAd 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 VETO08 (CLSI 2018; CLSI, 2020). The
following antimicrobials were tested: cefoxitin (30 pg),
penicillin (10 units), tetracycline (30 pg), trimethoprim/
sulfamethoxazole (25 pg), chloramphenicol (30 pg),
erythromycin (15 pg), clindamycin (2 pg), gentamicin
(10 pg), and ciprofloxacin (5 pg) (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 pL 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 (zpi) and
virulence genes of toxin A (fcdA), 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 I’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 (PIRé etal., 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
EASTI1. 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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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)* 0/13 (0)° 0/16 (0)° 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.

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.

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 Bl B2 C E F Clade? Unassignable'

Isolates (%) 11 52 12 18 16 1 4 3 120

9.2) (43.3) (10)* (15) (2.5) (13.3)*  (0.8) 3.3) 2.5) (100)

"Tdentified as E. coli but not corresponding to any of the phylogroups according to CLERMONT et al. (2013).

’Clade 1,2, 3, 4, or 5.
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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.

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. coliisolates 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; SACRISTAN et al.,
2014; BORGES et al., 2017; TORRES-MEJiA
et al., 2018), a major cause of childhood diarrhea
worldwide (CROXEN et al., 2013; TORRES-
MEJ{A 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
etal.,2016; CARVALHO etal.,2020; KACZOREK-
LUKOWSKA 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

Ciéncia Rural, v.53, n.8, 2023.
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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
etal., 2019; RAMOS et al., 2021).

To Dbetter 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 Sa/monella
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
Bphimurium (DUTTA et al, 2013; OSMAN
et al, 2013; ROCHA-E-SILVA et al, 2014
HAESENDONCK et al., 2016; TORRES-MEJIA et
al., 2018; CARVALHO et al., 2020; KACZOREK-
LUKOWSKA 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 Sa/monella 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 ofthese zoonotic Sa/monella
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, B-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;
ZI1GO, 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;
Z1GO, 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-SWIDA 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-SWIDA 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 (ARGUDiN 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
avery low frequency (BANDELJ etal.,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 ANDRES-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
(ANDRES-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 ANDRES-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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Introducao

Na medicina humana, o profundo
impacto de infec¢oes hospitalares sobre
a morbidade e a mortalidade de pacien-
tes hospitalizados destacou a necessi-
dade de implementagio de medidas de
controle e prevencao cada vez melhores.
Inicialmente, essas mudancgas foram rea-
tivas, apos a doenga e a morte de grande

numero de individuos. Hoje, o controle

3. Bacterias resistentes a antimicrobianos em hospitais veterinarios: um desafio crescente

e a prevencgao de infecgoes é um campo
desenvolvido e reconhecido na medici-
na humana, com funciondrios especifi-
camente treinados e certificados e com
grandes programas de vigildncia forne-
cendo a avaliagao aprofundada da epi-
demiologia de infec¢des hospitalares.
Em contraste, o controle e a preven-
¢ao de infeccoes em medicina veterina-
ria encontram-se ainda em um estdgio

inicial, com poucos funciondrios dedi-
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cados, oportunidades
de treinamento raros e
sem sistemas de vigi-
lancia, sobretudo, por
questdes de financia-

mento limitado. Assim

existe uma necessidade
real de aderéncia as
melhores préticas de
controle e prevenc¢ao
de infeccoes em
hospitais veterinarios.

hospitais  veterindrios.
Programas bem defini-
dos reduzirao significati-
vamente a ocorréncia de
infeccoes nosocomiais,
resultando em melho-

res condi¢oes de satide e

como aconteceu na Programas Lo
medicina humﬂ.ﬂa, 0S deﬁnldos reduzirﬁo bem-EStar dDS Pﬂ.CiEHtE‘S,
esforgos para controle e signiﬁcativamente dos funciondrios, dos

prevencao de infec¢oes
em hospitais veterina-

rios ainda sdo reativos,

a ocorréncia de
infeccOes nosocomiais,
resultando em

proprietarios e, indireta-
mente, da comunidade.

em resposta a situagoes melhores condigﬁes Il‘leCQOES. _

desequilibradas, como de satide e bem- NosoCcomiais

surtos. estar dos pacientes, cm hosp 1tais
Conforme a medi- dos funciondrios, veterinarios

cina veterindria avanga, dos proprietérios e, Por definicio, in-

pacientes sio subme- indiretamente, da feccdes nosocomiais ou

tidos a procedimentos comunidade.

IRAS (infeccoes rela-

cada vez mais invasivos
e teraplas Imunossupressoras que au-
mentam sua susceptibilidade a infec-
¢oes hospitalares. Diante dessa situagao,
o controle e a prevencao de infecgoes
também precisam avancar.

Por um tempo, com a descoberta
dos antimicrobianos, acreditou-se que
as doencas infecciosas se extinguiriam,
o que reduziu consideravelmente o foco
nas medidas de prevencao. Entretanto,
atualmente, com a eficicia do arsenal
antimicrobiano diminuindo, a preven-
cao de infeccoes voltou ao topo das
solucoes.

Assim, existe uma necessidade real
de aderéncia as melhores praticas de

controle e prevencdo de infec¢bes em

cionadas a assisténcia a
saude) sao infec¢oes adquiridas em uni-
dades de assisténcia a saude, associadas
a internagdo e/ou a procedimentos hos-
pitalares, que ndo estavam presentes ou
em incubaciao no momento da admissao
do paciente. Atualmente, seja na saude
humana ou na animal, tém sido motivo
de preocupacao global, considerando o
alto potencial de disseminacao e as re-
duzidas opgoes terapéuticas de perfis
multirresistentes dos diferentes patdge-
nos envolvidos, que, frequentemente,
estao presentes nesses ambientes.

Em medicina veterindria, as IRAS
mais frequentemente relatadas abran-
gem infec¢des de sitios cirturgicos, cor-
rente sanguinea, trato urinario, trato
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gastrintestinal e trato respiratério. A
infeccao de sitios cirtrgicos tem sido
descrita como uma das principais com-
plicagoes pos-operatérias em medicina
veterindria. Segundo Nelson (2011),
0,8% a 18,1% das cirurgias realizadas
em pequenos animais terminam em
infeccoes bacterianas dos sitios envol-

vidos. A principal fonte

causador da esporotricose, em ambien-
te hospitalar. Independentemente do
patdgeno, os fatores de risco geralmente
associados as infec¢oes de sitios cirur-
gicos incluem condi¢des de satde do
paciente, classificacao da ferida (tipo e
grau de contaminacio), tricotomia até 4
horas antes da cirurgia, auséncia de an-
tibioticoterapia profila-

de contaminacao pode
ser a propria microbio-
ta enddgena dos pa-
cientes, uma vez que a
preparagao  asséptica
pode ndo eliminar su-
ficientemente as bacté-
rias associadas a pele.
Porém, microrganismos

exdgenos provindos do

As bactérias que tém
sido isoladas com
maior frequéncia de
sitios cirurgicos sao:
estafilococos resistentes
a meticilina (MRS),
enterobactérias
produtoras de
betalactamases de
espectro estendido

tica apropriada, duragao
da anestesia e cirurgia,
nimero de pessoas na
sala de cirurgia, uso de
implantes e drenos, du-
racao da hospitalizagao
e nao conformidade da
equipe veterindria com
os protocolos de con-

trole e prevencao de

equipamento  cirtrgi- (ESBL) , Enterococcus infeccoes.

co, do ambiente fisico e spp., Acinetobacter Infec¢oes da corren-
dos funcionarios (maos, Spp., Staphylococcus te sanguinea adquiridas
mucosas e roupas) tam- PSfudfﬂtﬂf'mﬁdeS € em hospitais normal-
bém sao grandes res- Pseudomonas Spp. mente estio relacio-
ponséveis por esse tipo ~ Iesistentesa multiplas  padas a2 dispositivos
de infeccao. As bactérias drogas. intravasculares. A cate-

que tém sido isoladas

com maior frequéncia de sitios cirtr-
gicos sao: estafilococos resistentes a
meticilina (MRS), enterobactérias pro-
dutoras de betalactamases de espectro
estendido (ESBL), Enterococcus spp.,
Acinetobacter spp., Staphylococcus pseu-
dintermedius e Pseudomonas spp. resis-
tentes a multiplas drogas. Mais recen-
temente, tem-se discutido o potencial

disseminagao do fungo Sporothrix sp.,

3. Bacterias resistentes a antimicrobianos em hospitais veterinarios: um desafio crescente

terizacao, assim como
sua duracao, esta amplamente associada
a esse tipo de infeccao, que frequente-
mente ocorre devido a contaminagao
dos dispositivos com patégenos comen-
sais e ambientais. Alguns fatores de risco
ja foram associados a contaminagao de
cateteres, como preparacao inadequa-
da da pele do paciente, uso de material
contaminado, longa duragao na colo-

cacao do dispositivo, imunossupressao
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do paciente e infusao de dextrose.
Staphylococcus spp., Pseudomonas spp.
e algumas enterobactérias (Escherichia
coli, Enterobacter spp., Proteus spp. e
Klebsiella spp.) tém sido os microrga-
nismos mais encontrados nesse tipo de
infeccao.

Infec¢cbes do trato urindrio geral-
mente estao associadas ao uso de ca-
teteres e sao IRAS muito comuns em
pequenos animais. A introduc¢ao do
dispositivo pode interferir nos mecanis-
mos de defesa normais da mucosa, fa-
vorecendo a colonizacao bacteriana do
cateter e a ascensao de microrganismos
patogénicos até a bexiga urindria do pa-
ciente. Fémeas e animais senis parecem
compor o grupo de maior risco. Os agen-
tes infectantes, mais uma vez, podem ser
de origem end6gena ou exdgena, sendo
E. coli, Proteus spp., Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp. mais frequentemente
encontrados nesse sitio. Atencao deve
ser dada a formacao de biofilme na su-
perficie dos cateteres, pois essa pode
estar associada a resisténcia aos antimi-
crobianos e, consequentemente, a falhas
terapéuticas.

Diarreias infecciosas adquiridas em
hospitais veterindrios normalmente sao
notadas quando hd aumento conside-
ravel na incidéncia de casos no local.
Devido a ampla gama de possiveis pa-
tégenos envolvidos, determinar a causa
da diarreia é um desafio. Em clinicas e
hospitais de pequenos animais, o princi-

pal patoégeno associado a diarreia infec-

ciosa tem sido Salmonella spp.. Fatores
de risco frequentemente relatados para
colonizacao/infeccao de caes e gatos
por Salmonella spp. abrangem contato
com algumas espécies animais (répteis;
anfibios, aves jovens e animais de pro-
ducdo), consumo de alimentos crus de
origem animal (carne, couro e ovos) e
uso de probidticos. Além da coloniza-
¢ao/infecgao, esses animais tornam-se
elementos-chave na propaga¢ao do mi-
crorganismo, pois eliminam constan-
temente o patdégeno em suas fezes. Em
contraste com hospitais humanos, a
diarreia nosocomial parece nao ser tao
frequentemente relatada em hospitais
veterinarios, talvez pela auséncia de no-
tificacao ou, até mesmo, pela nao confir-
magao por diagnoéstico laboratorial do
patégeno causador.

IRAS  mais
saude

Pneumonias sao
observadas na humana,
principalmente devido ao uso de ven-
tiladores mecénicos e tubos nasogis-
tricos e endotraqueais, os quais nao sao
empregados com a mesma frequéncia
na medicina veterindria. Entretanto,
pneumonia aspirativa € um evento nao
tao raro em pequenos animais, e pode
ocorrer por desordens laringeas e eso-
fagicas, bem como em animais sauda-
veis submetidos a anestesia ou sedacao.
A hospitalizacao prolongada dos ani-
mais aumenta o risco de colonizagao
bacteriana da orofaringe com micror-
ganismos do ambiente ou mesmo das

maos dos funciondrios e, comumente,
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os agentes infecciosos causadores da
pneumonia sio multirresistentes E. coli
e Acinetobacter spp. foram os patdgenos
mais frequentes em um estudo de casos
de pneumonia hospitalar em gatos.
Como ¢ possivel observar, a maio-
ria dos microrganismos frequentemen-
te envolvidos em IRAS geralmente sao
oportunistas, resistentes a diferentes
classes de antimicrobianos e persistente-
mente estaveis no ambiente. Uma ampla
gama de patdégenos pode estar envolvi-
da em IRAS, incluindo diferentes virus,
fungos e bactérias. Porém, atualmente, o
principal foco tem sido a emergéncia de
bactérias resistentes a multiplas drogas
(MDR), devido ao aumento global de
ocorréncias, as opgoes limitadas e, mui-
tas vezes, ausentes de tratamento, assim
como as consequéncias de saude publi-
ca, visto que grande parte dessas bacté-
rias apresentam potencial zoonético.

No Quadro 1 descrevem-se as prin-

cipais bactérias MDR envolvidas em
infeccoes nosocomiais em hospitais
veterindrios. Além disso, também sao
descritos os fatores de risco inerentes ao
paciente para colonizacido/infeccao por
cada um desses patogenos.

De maneira geral, todos os animais
admitidos diariamente em clinicas e
hospitais veterindrios, doentes ou sauda-
veis, sao potenciais carreadores e trans-
missores de patdgenos causadores de
infec¢oes nosocomiais. Desde o primei-
ro contato, ¢ muito importante avaliar

os fatores de risco inerentes ao paciente,

a

fatores de risco inerentes

0es nosocomiais e

feccod

In

lvidas em

Is bactérias envo

ipais

Quadro 1 - Princ

colonizacao/infeccao do paciente.
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pois é dessa forma que se determina o
risco que o animal apresenta de se infec-
tar e, também, o risco de transmitir para
outros pacientes, funciondrios ou para o
ambiente. Entre os diferentes fatores de
risco, hospitalizacao prévia ou de longa
duracao e uso de antimicrobianos foram
comuns a aquisi¢ao da maioria dos pa-
togenos citados (Quadro 1). Por isso,
animais que jd tenham sido expostos a
esses fatores devem receber atencao re-
dobrada e ser manejados cumprindo-se,
rigorosamente, protocolos que impe-
cam a infeccao e a disseminagao do pa-
togeno pelas instalagoes.

Outros fatores de risco frequente-
mente associados a introdugao de pa-
togenos MDR, em geral, estio suma-
rizados no Quadro 2. Juntamente, sao
apresentados, também, fatores de risco
para pacientes se tornarem portadores
de patégenos MDR, assim como para
desenvolverem infec¢des por patégenos
MDR dentro de instalagcoes veterindrias.

Nas ultimas décadas, muitos avan-
cos técnicos foram obtidos na medici-
na veterinaria com o objetivo de me-
lhorar e prolongar a vida dos animais.
Dispositivos e procedimentos cirtrgicos
Invasivos, terapias imunossupressoras,
antimicrobianos, hospitalizacdes pro-
longadas e cuidados mais intensivos sao
considerados progressos na saude vete-
rindria. Porém, em contrapartida, tudo
isso tem contribuido para o aumento da
incidéncia de infeccoes nosocomiais em

hospitais veterindrios (Quadro 2).

3. Bacterias resistentes a antimicrobianos em hospitais veterinarios: um desafio crescente

E evidente que existe um risco cons-
tante de introducao, disseminacao e ex-
posicao a patogenos zoonoticos MDR
em hospitais veterinarios. O nivel desse
risco pode ser estimado pela populagao
animal atendida, pelos patdgenos circu-
lantes em animais daquela comunidade,
pela proporcao de pacientes cujos pro-
prietdrios tomam medidas preventivas,
pelos tipos de servico oferecidos aos
pacientes, pelas praticas de controle e
prevencao de infeccoes estabelecidas e
pela aderéncia a elas pelos funciondrios
e clientes. Dessa forma, é essencial que
hospitais e clinicas veterindrias realizem
investigacoes epidemioldgicas que ava-
liem criteriosamente esses fatores, além
de pesquisar taxas basais e a dindmica de
infec¢ao dos principais patégenos MDR
envolvidos nas infec¢des nosocomiais
em seus estabelecimentos. Esse seria o
primeiro passo para gerar informagoes
uteis a elaboragao e implementagao de
medidas de controle e prevencdo para
combater a resisténcia aos antimicrobia-
nos em clinicas e hospitais veterinarios.

Possiveis formas de
transmissao de patdogenos
em hospitais veterinarios

O controle e a prevencao de infec-
¢Oes estao associados a interrupcao da
transmissao de patégenos de suas fontes
(humanos ou animais infectados/colo-
nizados) para novos hospedeiros (huma-
no ou animal) ou ambientes. O conheci-
mento das possiveis rotas de transmissao
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e de suas contribui¢des na propagacao
de microrganismos permite a adog¢ao de
medidas de controle e prevencao efeti-
vas ndo somente para doencas especifi-
cas, mas para todas aquelas que sao dis-
seminadas pela mesma rota, incluindo
doencas infecciosas nao previstas. As
principais formas de transmissao de pa-
togenos incluem contato direto, fomites,
aerossois, ingestao e vetores, lembrando
que alguns microrganismos podem ser
transmitidos por mais de uma rota.

A transmissao por contato direto
ocorre pelo contato do corpo comtecidos
ou fluidos de um individuo infectado. A
entrada do microrganismo pode ocorrer
através de membranas mucosas, feridas e
pele desgastada, ou ainda por inoculagao
direta, mediante mordidas e arranhdes.
De acordo com Stull et al. (2018), essa
J pmvavehnente, a rota mais comum e
que envolve maior risco de transmissao
de patégenos entre pacientes e pessoas
(funciondrios e proprietérios).

A transmissao por fomites acontece
quando individuos susceptiveis entram
em contato com objetos/superficies
contaminados por individuos infecta-
dos. Em ambientes hospitalares, fomites
podem incluir mesas de exames, gaiolas,
canis, equipamentos e dispositivos médi-
cos, superficies ambientais, roupas e ou-
tros aderecos utilizados pelos pacientes.

Na transmissao por aerossois, pato-
genos sao transferidos por particulas/go-
ticulas muito pequenas que sao inaladas

por individuos susceptiveis ou deposita-

3. Bacterias resistentes a antimicrobianos em hospitais veterinarios: um desafio crescente

das em membranas mucosas ou superfi-
cies ambientais. Dessa forma, respiracao,
tosse, espirro e vocalizacado de um indivi-
duo infectado, assim como alguns pro-
cedimentos hospitalares, como succao,
broncoscopia, odontologia e anestesia
inalatéria, podem acarretar a transmissao
de microrganismos. As microparticulas
podem, ainda, permanecer suspensas no
ar por longos periodos e, por correntes
de ar, ser disseminadas por comodos ou
pelo perimetro da instalacao. Entretanto,
em medicina veterindria de animais de
companhia, os patégenos mais comuns
em ambientes hospitalares nao “viajam”
grandes distancias e requerem proximi-
dade ou contato para que a transmissao
ocorra.

A transmissao oral pode ocorrer por
ingestao de comida ou dgua contaminada,
mastigacdo ou lambedura de objetos e su-
perficies, frequentemente, contaminados
por patégenos presentes em fezes, urina,
saliva ou exsudatos.

Os vetores sao organismos vivos que
podem carrear patégenos e transmitir para
individuos ou ambientes. Em instalacGes
de saude, podem ser representados por
artropodes, roedores e outras espécies.
O potencial papel de carrapatos, pulgas
e moscas nao deve ser ignorado. Além da
possibilidade de carrear microrganismos
patogénicos, vetores residentes ou em con-
tato regular com ambientes hospitalares
também podem abrigar microrganismos
resistentes a antimicrobianos, que, mesmo

que nao sejam causadores de doengas, po-
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dem servir como reservato-
rio de genes de resisténcia.

Principios ba-
S1COS para a 1m-
plementacao de
um programa de
controle e pre-
vencao de infec-
coes em hospi-
tais veterinarios

De acordo com estudos
sobre infeccoes nosoco-
miais em hospitais huma-
nos, 10 a 70% de todas as
IRAS podem ser preveni-
das com a implementagao
de protocolos de controle
e prevencao de infecgdes,
desde que haja conformi-
dade com as medidas es-
tabelecidas. Nao ha dados
similares sobre infeccoes
nosocomiais em medicina
veterinaria, mas esses pro-
cedimentos, vistos como
efetivos na sailde humana,
podem ser incorporados
a0s programas veterindrios

com a expectativa de resul-

.. 0§ passos para de-
senvolvimento de um
programa de controle e
prevencao de infec¢oes
s30: (a) designar um
profissional para super-
visao e implementacao
do programa; (b) iden-
tificar as necessidades e
desenvolver protocolos
e checklists; (c) realizar
uma avaliacao inicial da
instalacao para identifi-
car pontos fortes e areas
de melhoria; (d) de-
senvolver um plano de
educacao e treinamento
dos funcionarios; (e)
estabelecer um funcio-
ndrio para coletar ma-
teriais de educacao do
cliente especificos para
uso em sua clinica; (f)
desenvolver e imple-
mentar um programa
de vigilancia; e (g) es-
tabelecer e manter um
programa de avaliacao
de conformidade das
medidas adotadas.

ticos em animais de
companhia sejam bem
conhecidos, a imple-
mentacao pratica de
programas de contro-
le e prevencao de in-
feccoes ainda é bem
limitada na medicina
veterinaria Programas
de controle e preven-
cao de infeccoes des-
crevem procedimentos
que objetivam prevenir
a disseminacao de pa-
togenos para pacientes,
funciondrios, proprie-
tarios e para a comuni-
dade. Um bom progra-
ma deve ser exclusivo
de cada hospital, levan-
do em consideracao as
condi¢coes estruturais
da instalacao veterina-
ria, os funciondrios, o
suporte financeiro e
o apoio dos gestores,
as caracteristicas dos
pacientes, os patoge-
nos de risco e os da-
dos epidemioldgicos
regionais.

Segundo Stull et

tados similares até que tenhamos estudos
especificos fomentando medidas mais
adequadas para nossa realidade.

Embora os problemas associados a
infec¢des nosocomiais e a emergéncia
de patégenos multirresistentes e zoond-

al. (2018), os passos para desenvolvi-
mento de um programa de controle e
prevencao de infeccoes sao: (a) desig-
nar um profissional para supervisao e
implementagao do programa; (b) iden-
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tificar as necessidades e desenvolver
protocolos e checklists; (c) realizar uma
avaliacao inicial da instalagao para iden-
tificar pontos fortes e areas de melhoria;
(d) desenvolver um plano de educacao
e treinamento dos funciondrios; (e) es-
tabelecer um funciondrio para coletar
materiais de educacao do cliente espe-
cificos para uso em sua clinica; (f) de-
senvolver e implementar um programa
de vigilancia; e (g) estabelecer e manter
um programa de avalia¢do de conformi-
dade das medidas adotadas. Para o su-
cesso do programa, diferentes autores
recomendam que o plano de agio seja
formal, escrito e bem documentado.
Todas as politicas e praticas adotadas,
incluindo vigildncia e avaliagao de con-
formidade, devem ter procedimentos
operacionais padrio (POPs) escritos,
com treinamento especifico para todos
os funciondrios e, se necessario, orienta-
¢ao para os clientes.

O estabelecimento de um profis-
sional responsavel pelo controle e pela
prevenc¢ao de infecgoes é descrito como
uma das medidas mais importantes para
o sucesso do processo. Esse individuo
atuara como consultor quanto as ques-
toes de controle e prevengao de infec-
cOes nosocomiais e tera como funcoes
o desenvolvimento, a manutencao e a
avaliagao do programa, bem como a
elaboracao e a documentacao de trei-
namentos da equipe, com avaliagao de
conformidade dos protocolos. Tal papel

pode ser desempenhado por um técnico

3. Bacterias resistentes a antimicrobianos em hospitais veterinarios: um desafio crescente

ou um veterindrio que tenha interesse
em realizar melhorias e dar suporte ao
programa e motivagao para isso.

Os POPs sao guias para orientar
as prdticas gerais e especificas dos
funciondrios. Exemplos de POPs para
areas essenciais de uma instalagao de
saude incluem: higiene das maos, lim-
peza e desinfeccao, sequéncia para
colocar e remover EPIs, identificacao
de pacientes de alto risco, colocacgao e
manutencao de cateteres intravenosos
e urindrios, entrada e saida de dreas iso-
ladas ou destinadas a pacientes de alto
risco, procedimentos de necropsia, en-
tre outros. A fim de aumentar a eficicia
e melhorar a conformidade das priticas,

é recomendada a realizacio de “che-

cklists” para verificacao das principais
tarefas, o que tem auxiliado no controle
e na reducao de infec¢oes nosocomiais.

A avaliagdo inicial para identificar
pontos fortes e areas de melhoria na ins-
talacdo é relevante porque o profissional
de controle pode, a partir desse procedi-
mento, focar imediatamente no desen-
volvimento de medidas para processos
que, ateé entao, sao ineficazes e pﬂdem
impedir o progresso e a efetividade do
programa a ser implementado.

Todos os funciondrios, incluindo
veterindrios, tratadores, técnicos, recep-
cionistas, estudantes, voluntarios e pes-
soas contratadas temporariamente, de-
vem receber treinamento de controle e
prevencao de infec¢oes. Os treinamen-

tos devem ocorrer apds a contratagao,
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antes do inicio das atividades do fun-

ciondrio, e, se possivel, uma atualizagao

deve ser implementada anualmente. A

orientacao dos funcio-
ndrios pode ser realiza-
da por meio de leituras,
reunides e aulas, com
uma avaliacio docu-
mentada para pontuar
seu conhecimento e sua
compreensao apos o re-
passe das informacgoes.
Ha treinamentos que
sao especificos para de-
terminados oficios, mas,
para todos os casos, é

O uso apropriado de
EPIs ¢ um componente
critico de um programa
de controle de infecgao.

O objetivo é reduzir o
risco de contaminacao
das roupas, diminuir
a exposicao da pele
e das mucosas dos
funciondrios e amenizar

a troca de patdgenos

com 0s pacientes.

lancia. A coleta rotineira de informacoes
fornece um feedback sobre a eficicia das
medidas adotadas, auxilia na identifi-
cacao de 4reas que ne-
cessitam de melhorias
e permite a identifica-
¢ao prévia de ameagas,
reduzindo os riscos de
transmissao, os custos e
o tempo de internacgao.
Um plano de avalia-
¢ao regular de confor-
midade € essencial para
alinhar os protocolos
com as praticas dos fun-
ciondrios. As auditorias

importante enfatizar os

riscos a saude e os protocolos existentes
para reduzir a probabilidade de infeccao
de pacientes, funciondrios e clientes no
local de trabalho.

Stull et al. (2018) também sugerem
que um funcionario seja designado para
coletar material exclusivo para educa-
¢ao do cliente. Os autores alegam que
proprietarios devem estar cientes dos
riscos de contrair doengas infecciosas
zoonoticas e, muitas vezes, resistentes a
multiplos antimicrobianos. O material
deve conter as informacoes relativas aos
riscos e os passos basicos para a preven-
cao do cliente, de sua familia e de seus
animais.

Um dos passos mais importantes
para a efetividade de um programa de
controle e prevencao de infeccgoes € a

implementagao de um sistema de vigi-

sa0 agoOes necessarias e
devem incluir inspec¢ao do espago fisi-
co, revisao das praticas de controle de
infeccoes e avaliacao do conhecimen-
to dos funciondrios. Stull et al. (2018)
recomendam auditorias anuais, para
que o profissional de controle estabe-

leca parametros de referéncias, identi-
fique e priorize necessidades, encontre
recursos e trace cronogramas e planos
de ajuste para atender as necessidades
apontadas por esse processo.

Procedimentos gerais de
um programa de controle
e prevencao de infeccoes
em hospitais veterinarios

Existe uma cole¢ao de procedimen-
tos e praticas projetados para reduzir o
risco de exposigao a varios patégenos.
Algumas medidas sdao bésicas e devem
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integrar todos os programas de controle
e prevencao de infec¢oes em clinicas e
hospitais veterinarios.

« Uso de EPI

O uso apropriado de EPIs é um
componente critico de um programa
de controle de infeccao. O objetivo é
reduzir o risco de contaminacao das
roupas, diminuir a exposi¢ao da pele e
das mucosas dos funciondrios e ameni-
zar a troca de patégenos

presentes em animais com quadros de
vOmito e diarreia infecciosos, feridas
abertas, leptospirose, entre outros.
Nenhum EPI deve ser utilizado
fora do ambiente da clinica ou do hos-
pital. Os jalecos e os pijamas devem
ser lavados diariamente, e, se em con-
tato com animal suspeito ou confirma-
do para doenca infecciosa, substitui-
dos logo apos o atendimento do dele.
Luvas, mdscaras, gorros e protetores

de calcados devem ser

com os pacientes. Os
EPIs mais comumente
utilizados incluem jale-
COS, pijamas cirurgicos,
luvas, mdscaras, oculos
de protegao, gorros e
protetores de calcados.
A escolha desses itens

A higiene das maos é
uma medida simples,
porém uma das mais
importantes para
prevenir infec¢coes em

ambientes de satide
(WHO, 2009).

utilizados apenas uma
vez e descartados. A re-
mo¢ao do EPI é muito
importante para evi-
tar a transmissao dos
patégenos para a pele
e a mucosa. Antes da

ird depender da rota

de transmissao da doenca e dos pro-
cedimentos que serdo realizados no
consultdrio.

Jalecos e luvas sao itens recomen-
dados para todas as situagdes em que
ha contato com o animal e seu ambien-
te. Madscaras e Oculos sao indicados
quando hd risco de transmissao aerége-
na, como em procedimentos dentarios,
lavagens de ferimentos, doencas res-
piratérias potencialmente zoondticas
e necrOpsias. Protetores de calcados
sao recomendados sempre que houver
suspeita de contaminag¢ao do chao com
patégenos altamente transmissiveis,
MDR e/ou zoondéticos, geralmente

3. Bacterias resistentes a antimicrobianos em hospitais veterinarios: um desafio crescente

remogao, para evitar
contaminacao do ambiente, é neces-
sario atenc¢ao para nao tocar/encostar
em superficies que serdo tocadas sem
luvas, como telefone, computador e

material de escritorio.

« Higiene das maos

A higiene das maos é uma medida
simples, porém uma das mais impor-
tantes para prevenir infec¢oes em am-
bientes de saude. A lavagem correta
utilizando dgua e sabao ou a higieniza-
¢ao adequada com sanitizantes a base
de dlcool mata ou remove os microrga-
nismos da pele, reduzindo a carga de
patégenos que podem ser facilmente
compartilhados durante os atendimen-
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tos. A Figura 1, adaptada do documen-
to “World Health Organization (WHO)
- Guidelines on Hand Hygiene in Health
Care’, descreve a técnica correta para hi-
gienizagao das maos com dgua e sabao e
recomenda que a execugao do procedi-
mento deve levar de 40 a 60 segundos.
A higiene das maos deve ser empre-
gada pelos funciondrios imediatamente

Palma direita sobre o dorso
esquerdo com dedos entrelacados e
vice-versa

entrelacados;

Friccao rotacional do polegar
esquerdo na palma da mao direita e

vice-versa; palma da mao;

Aplique sabao suficiente para cobrir
toda a superficie das maos;

s

Palma com palma com os dedos

Friccao rotacional, para tras e para
frente, com os dedos entrelagados na

Seque bem as maos com uma toalha
de uso unico;

Use toalha para fechar a torneira;

antes e apOs o contato com pacientes,
principalmente em procedimentos inva-
sivos; antes e apOs o contato com itens
no ambiente dos pacientes; apds expo-
sicao a fluidos corpéreos dos pacientes;
antes e apos o uso de luvas; antes e apos
o uso do banheiro; e antes de se alimen-

tar. E importante salientar que ndo é
recomendada a utilizacao de sabiao em

Esfregue as maos palma com palma;

Dorso dos dedos para palmas
opostas com os dedos entrelacados;

Enxaguar as maos com agua;

Suas maos agora estao seguras.

E] Duracao do procedimento: 4(

Figura 1: Tecnica de higienizacao das maos.

Traduzido e adaptado de “World Health Organization (WHO) - Guidelines on Hand Hygiene in Health Care”, 2009.
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barra, pois sao veiculos de contamina-
¢ao e disseminacao de patdgenos para
outras pessoas. Deve-se utilizar sabao
liquido ou espuma e, caso os recipientes
sejam recarregaveis, antes da recarga,

deve ocorrer a limpeza e a desinfecgao
deles.

« Limpeza e desinfeccao

Em instala¢coes de satide, o ambiente
e 0s equipamentos servem como rotas
de transmissao de diversos patogenos
responsaveis por doengas nosocomiais.
Medidas de limpeza e desinfeccao sao
responsaveis por reduzir consideravel-
mente a carga desses microrganismos
e, coincidentemente, a ocorréncia de
doencas associadas a saude.

A limpeza consiste na remocgao de
matéria organica visivel com agua e sa-
bao, o que dificulta a sobrevivéncia am-

biental de muitos patégenos e potencia-

liza a agao posterior dos desinfetantes,
pois esses sao ineficazes na presenca de
matéria orgdnica. A desinfec¢ao envol-
ve a aplicacao de substincias quimicas
para a inativagdo dos microrganismos
remanescentes. Essa medida é depen-
dente da limpeza para que alcance uma
boa efetividade, ainda mais que alguns
patégenos, como aqueles produtores de
esporos ( Clostridium sp.), sio altamente
resistentes a desinfeccao, demandando
uma boa limpeza para remocao desses
miCrorganismos.

Os desinfetantes devem ser escolhi-
dos baseados nos patégenos de interes-

3. Bacterias resistentes a antimicrobianos em hospitais veterinarios: um desafio crescente

se, na compatibilidade com os materiais
da instalacdo e no nivel de risco para o
usudrio. A Figura 2 fornece informa-
¢Oes sobre o espectro antimicrobiano
de diferentes classes de desinfetantes.
De maneira geral, um desinfetante com-
posto por amdnia quaterndria seria util
para a maioria das dreas de uma clinica
ou de um hospital veterindrio. Mas, para

as areas de isolamento para atendimen-

to de infec¢des por patdgenos MDR,
um desinfetante de espectro estendido
(aldeidos, alcalinos, biguanidas, halogé-
nios e agentes oxidantes) seria mais in-
dicado por, provavelmente, apresentar
maior eficacia nesses locais. Para atin-
gir a eficdcia esperada, os desinfetantes
devem ser aplicados na diluicao cor-
reta e agir pelo tempo designado pelo
fabricante. Alguns produtos podem ter
varias recomendacoes diferentes de di-
lui¢oes que dependem do patégeno-al-
VO, €, para obter sucesso, é importante
seguir essas diretrizes.

A identificagao de superficies para
limpeza e desinfeccao e o estabeleci-
mento da frequéncia de realizagao des-
sas medidas devem ser realizados pelo
oficial de controle de infeccoes. As
superficies (mesas, quartos de exame,
piso) e os equipamentos (termometros,
estetoscopio, tesouras, eletrocardiogra-
ma, tubos endotraqueais, entre outros)
que tiveram contato com os animais
devem ser limpos e desinfetados entre o
atendimento de pacientes. O chao deve

ser desinfetado pelo menos uma vez ao
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dia e, adicionalmente, todas as vezes
que animais com doengas infecciosas
ou patégenos MDR forem atendidos,
assim como quando o ambiente estiver
visivelmente sujo (fezes, urina, fluidos

corpdreos).

miais, entretanto hd producao de grande
volume de residuos que sobrecarregam
o ambiente e geram altos custos na ges-
tao desse material. Dessa forma, a lava-
gem de roupas de cama, jalecos, pija-
mas cirurgicos, toalhas e de outros itens

reutilizaveis também ¢é

Outras

também devem ser lim-

superficies

pas, como interrupto-
res, macanetas, teclados
de computador, entre
outras. Em casos de sus-
peita ou confirmacao de
patogenos MDR, uma
desinfeccao melhorada
é requerida, com lim-
peza bem-feita e de-
sinfecao com produto
de espectro estendido.
Deixar a sala fechada

por varios dias nao é

Itens ... descartaveis
sao essenciais para
controle de infec¢oes
nosocomiais, entretanto
| tornando-se lixo ]

.. sobrecarregam o
ambiente
.. a lavagem de roupas
de cama, jalecos,
pljamas cirurgicos,
toalhas e de outros
| material reutilizavel
|deve ser diria] ...

.. de animais infectados
.. deve [prever a

componente importante
para o controle de doen-
cas infecciosas. Lencois
e vestimentas dos pro-
fissionais podem agir
como fomites, transpor-
tando patogenos pela
clinica e, até mesmo,
para a comunidade. A
populagao de micrébios
nas roupas sujas € signi-
ficativamente reduzida
por dilui¢ao e, também,
pela acdo mecanica da

: s lavagem. A secagem por
recomendado .dEVId.D embebicao] por 10 g ; g d‘p .
2 boa sobrevivéncia Ot o alvej ante ar c.lluente tam Em' imi-
desses patégenos no apropri sdamente nul.a carga de micror-
ambiente. O que pode diloida para ganismos. O transporte

ser feito é uma segun-
da rodada de desinfec-

cao. Nao ha evidéncias

desinfeccao, antes de
ser destinado a lavagem
na maquina.

desses itens para a casa

dos

para outras instala¢des

funcionarios ou

de que desinfetantes
escolhidos adequadamente devam ser
substituidos rotineiramente devido ao

desenvolvimento de resisténcia.

« Limpeza e desinfeccao de
roupas

[tens inicos e descartaveis sao essen-

ciais para controle de infec¢oes nosoco-

3. Bacterias resistentes a antimicrobianos em hospitais veterinarios: um desafio crescente

aumenta tanto o risco
de infeccao nosocomial como o risco de
infeccao comunitdria. Por isso, as ves-
timentas profissionais e os outros itens
reutilizaveis devem ser lavados no pro-
prio hospital/clinica ou por lavanderias
comerciais especializadas e equipadas
para limpar roupas médicas.

As clinicas/hospitais devem ter la-
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vanderias apropriadas ou servicos de la-
vanderia que comportem a limpeza dos
itens diariamente ou com maior frequén-
cia, se necessario. Os funciondrios da
lavanderia devem vestir os EPIs necessa-
rios para evitar as infec¢oes por agentes
infecciosos. Lengdis com alta carga de
contaminacao devem ser avaliados se sao
destinados alimpeza ou ao descarte. Caso
sejam destinados a lim-

o Identificacao de animais

infectados por patégenos
MDR

A identificacao de infec¢oes por
patogenos MDR € importante para o
controle de infeccao, mas também para
o gerenciamento adequado dos casos.
A confirmag¢ao do patdgeno responsa-

vel s6 é possivel com

a realizacao de testes

. - A identificacao de
peza, a materia organica fccBes DOF iltf) oS de diagnostico labora-
bruta deve ser removida M](;)R él:i)m pgrtai o torial, ou seja, cultura
antes da lavagem. Em se P bacteriana e teste de

tratando de quartos de
isolamento e de animais
infectados, os itens de-

vem ser lavados e pro-

para o controle de
infeccao, mas também
para o gerenciamento
adequado dos casos.

susceptibilidade  aos
antimicrobianos. Esse
procedimento deve ser

realizado antes do tra-

cessados separadamente
dos outros materiais da clinica, e os EPIs
usados pelos funciondrios também de-
vem ser trocados para que nio haja dis-
seminagao dos patégenos. Esse material
deve ser embebido por 10 minutos em al-
vejante apropriadamente

tamento empirico, sempre que possivel.
Em algumas situagdes, como infecgoes
graves e infec¢des que nao responderam
a terapia empirica, os testes referidos sao
indispensdveis, assim como para pacien-

tes com histérico de in-

diluido para desinfeccao,
antes de ser destinado a
lavagem na maquina.
Roupa suja de quar-
tos de isolamento deve
ser lavada em dgua quen-
te com alvejante. Apods
desinfeccao e lavagem, a
roupa deve ser comple-
tamente seca separada-
mente das outras roupas
e retornar ao quarto de

isolamento.

O isolamento ... ¢ um
conceito basico no
controle e na prevengao
de infec¢oes

Areas completamente
separadas para
diferentes servicos sao
ideais, e ter uma sala
exclusiva para doengas
infecciosas ajuda a
conter [a transmissio
de| patdgenos ...

feccao por patdgenos
MDR, exposicao recen-
te a antimicrobianos,
hospitalizacao recente
ou que convivem com
pessoal ou animal com
historico de infecgao
por patogeno MDR.

« Praticas de
isolamento

O isolamento de
grupos de risco é um
conceito basico no con-
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trole e na prevencao de infec¢oes. Em
esséncia, hd o agrupamento de casos

de infeccao semelhantes e a separagao

fisica e procedimental desse grupo dos
demais. E uma medida valiosa, princi-
palmente em instalagbes com grande
numero de infec¢oes de sitios cirtrgi-
cos. Além de animais com infeccoes
por bactérias multirresistentes ou po-
tenciais causadoras de quadros nosoco-
miais, a separagao e o isolamento sao de
grande valia para diversos outros qua-
dros, como infec¢des por parvovirus,
potenciais quadros causados pelo virus
da cinomose e esporotricose.

Areas

para diferentes servicos sao ideais, e

completamente separadas

ter uma sala exclusiva para doencas in-
fecciosas ajuda a conter os patdgenos
que possam ser introduzidos. Embora
ainda exista o potencial de transmissao
de patdgenos a outros pacientes e fun-
cionarios que visitam a sala, ha uma
maior conten¢ao, minimizando os ris-
cos de que um paciente internado seja
exposto ao patdégeno. Além disso, salas
de isolamento permitem que clinicos e
técnicos possam ter um papel mais ati-
vo na garantia de limpeza e desinfec¢ao
adequadas.

O isolamento também deve ser es-
tendido ao fluxo de pacientes e funcio-
narios, reduzindo o contato geral direto
e indireto entre diferentes grupos. E im-
portante que areas de contato potenciais
sejam identificadas, considerando-se as

formas de gerenciar os riscos. Locais de

3. Bacterias resistentes a antimicrobianos em hospitais veterinarios: um desafio crescente

contato comuns, como areas de espera
e salas de procedimentos gerais, podem
ser uma fonte significativa de exposicao
a patdogenos MDR e sao de grande preo-
cupa¢ao quando pacientes com alto ris-
co de eliminacao desses patdgenos es-
tao em contato com aqueles admitidos
para procedimentos cirtirgicos, ou com
animais imunocomprometidos. O ideal
é que pacientes com qualquer suspeita
de infec¢ao/colonizagao por patégenos
MDR tenham uma admissao e uma drea
de espera separadas, embora isso geral-
mente nao seja economicamente vidvel.
Caso o contato nao possa ser evitado, es-
forcos para limitar o tempo que pacien-
tes considerados de alto risco passam na
area de espera devem ser considerados.
Nessas situacoes,é recomendado a ela-
boragao de um POP que defina onde
esses pacientes serao atendidos e quais
poderao ser internados.

A identificagao prévia e o manejo
adequado dos pacientes suspeitos, se
possivel antes de entrar na instalagao,
seriam uma forma efetiva de reduzir
a contaminacao ambiental e a trans-
missao de patdégenos que ocorrem por
meio desse contato direto e indireto
entre pacientes. A obtencao do histori-
co dos pacientes antes de seu ingresso
na instalacio poderia auxiliar na pre-
vengao da introdugao de patogenos. A
capacitacao de funciondrios para identi-
ficagao de pacientes de alto risco ja no
agendamento das consultas, se possivel

por chamada telefonica, seria uma fer-
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ramenta de grande valia. Assim, o pa-
ciente nao passaria pela recep¢ao geral
e seria orientado por funciondrios a se
dirigir a drea dedicada ao atendimento
de casos suspeitos, por vias diferentes
do fluxo comum.

Stull et al. (2018) ainda sugerem
que pacientes suspeitos ou confirma-
dos para infec¢ao por patégenos MDR
sejam carregados ou transportados com
auxilio de uma maca até a drea de isola-
mento e, também, nas movimentacgoes
necessarias dentro da instalacao. A rota
de transmissao do patdgeno envolvi-
do deve ser levada em consideracao a
fim de que os individuos em contato
utilizem os EPIs apropriados para evi-
tar disseminacao. Se a identificacao da
infeccao/colonizacao ocorrer durante
a consulta, é necessdrio que os funcio-
narios evitem o contato dos proprieta-
rios e do paciente com outros pacientes,
funcionarios e superficies. Logo apods a
consulta, é recomentado que os funcio-
narios identifiquem as areas que foram
expostas a esse paciente e providenciem
a limpeza e a desinfeccao apropriada,
com desinfetante de eficicia comprova-

da contra o patdgeno diagnosticado.

« Uso prudente de
antimicrobianos

O conceito de uso prudente de an-
timicrobianos surgiu na ultima década
para conscientizar profissionais de sau-
de a prevenir os efeitos adversos, assim

como a sele¢ao de patégenos MDR. O

uso indiscriminado de antimicrobianos
na saude humana e animal é, sem duavi-

da, um dos fatores-chave que tém leva-

do a atual epidemia de resisténcia aos
antimicrobianos.

A escolha cuidadosa e o uso apro-
priado de antimicrobianos sio etapas
importantes para combater o desen-
volvimento de patégenos MDR no pa-
ciente, assim como a contaminacao e a
transmissao no ambiente hospitalar. A
selecio deve levar em consideracao a
eficdcia contra o patdgeno identificado,
as condi¢des do paciente (funcio renal,
comorbidades, entre outras) e os fatores
da droga (penetracao, via de administra-
¢ao, frequéncia de administra¢ao). A ad-
ministracao deve ser criteriosa, apenas
quando necessdria, e sempre com base
em testes de cultura bacteriana e suscep-
tibilidade aos antimicrobianos, evitan-
do, a0 maximo, o uso empirico. Doses
e duracao da terapia devem ser respeita-
das, usando-se informagdes e principios
farmacolégicos atuais. Adicionalmente,
o antimicrobiano escolhido deve ser
sempre, de acordo com o resultado dos
testes, aquele com o espectro mais baixo
possivel.

Antes da prescricio de qualquer
antimicrobiano, é recomendado que
uma investigacao diagndstica bem-
-feita, com a solicitacao dos testes ne-
cessarios para confirmagao clinica, seja
realizada. Médicos veterindrios devem
se esforcar para detectar enfermidades

nao infecciosas que nao necessitam de
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terapia antimicrobiana, como infecgoes
virais, parasitismo, micotoxicoses, de-
sequilibrios nutricionais, entre outras.
Se confirmada a necessidade do uso de
antimicrobianos, deve ser considerado,
primeiramente, o tratamento com agen-
tes antissépticos. Entretanto, se nao for
possivel, o tratamento tépico deve ter
preferéncia ao tratamento sistémico,
pois atua com maior concentragao do
antimicrobiano no local da infeccao,
minimizando a exposi¢io do restante
da microbiota do animal e reduzin-
do a pressio de selecao de bactérias
resistentes.

Sobre o uso profilitico de antimi-
crobianos, é importante ressaltar que
esse procedimento nunca deve ser usa-
do como substituto para o bom manejo
da saude animal. O ambiente limpo, a
técnica estéril e o preparo geral adequa-
do em cendrios cirurgicos devem elimi-
nar a necessidade de uso de antimicro-
bianos como profilaxia.

Outra consideragao relevante so-
bre o uso prudente de antimicrobianos
em animais € minimizar, a0 maximo, a
escolha de agentes classificados como
“criticamente” e “altamente” importan-
tes para a medicina humana. Porém,
como € possivel observar no Quadro 3,
a grande maioria desses agentes estao,
também, listados como criticos e/ou
altamente importantes para uso na me-
dicina veterindria.

A sobreposi¢ao da maioria das clas-

ses antimicrobianas entre as duas listas

3. Bacterias resistentes a antimicrobianos em hospitais veterinarios: um desafio crescente

tem sido um grande obstaculo no com-
bate e na prevengao a resisténcia aos
antimicrobianos, pois grande parte dos
medicamentos que devem ser prioriza-
dos para seres humanos tém sido roti-
neiramente utilizados na medicina vete-
rindria. E recomendado que essas bases,
em especial carbapenémicos, s6 sejam
utilizadas em animais apds revisao cui-
dadosa e justificativa razodvel dos mé-
dicos veterindrios. Porém, a grande se-
melhanca entre as duas listas dificulta
muito esse processo. Por isso, € muito
importante que haja fornecimento de
educacao continuada para os médicos
veterindrios, com a implementag¢ao de
guias sobre o uso prudente de antimi-
crobianos, para facilitar suas escolhas

do

grande pmblema que é a resisténcia aos

terapéuticas, conscientizando-os
antimicrobianos.

Apesar da preocupagdao em torno
dos patdgenos MDR, as infec¢des cos-
tumam ser trataveis e sao cuidadas com
os mesmos principios gerais usados
para tratar qualquer infeccao bacteria-
na. Uma combinac¢ido de consciéncia,
teste de diagnostico adequado, terapia
antimicrobiana apropriada, controle de
infeccao e pesquisa de novas terapias
alternativas pode ser capaz de limitar o
impacto clinico desses organismos em

infeccoes nosocomiais.

« Gerenciamento de residuos

Residuos biomédicos veterindrios

fonte de patégenos zoondticos e nao
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Quadro 3 — Classes de antimicrobianos criticamente e
altamente importantes que sao utilizadas em ambas as medicinas humana
(WHO, 2018) e veterinaria (OIE, 2019).

217

Classificacao

Classes de

Criticamente importante

Altamente importante

antimicrobianos

Humanos
(WHO, 2018)

Animais
(OIE, 2019)

Humanos
(WHO, 2018)

Animais
(OIE, 2019)

Aminoglicosideos

X

X

Ansamicinas

X

X

Cefalosporinas de 3¢ e 4°

X

X

Macrolideos

Penicilinas

Penicilinas + inibidores

de betalactamases

Quinolonas

Anfenicois

Cefalosporinas de 1° e 2°
geracao

Lincosamidas

Sulfonamidas, trimeto-

prim e combinagdes

Tetraciclinas

zoondticos e incluem perfurocortantes,
tecidos, materiais altamente contamina-

dos e carcagas de animais. Para perfu-

rocortantes, é obrigato-
rio o uso de recipientes
aprovados e resistentes
a perfuracoes para des-
carte desses materiais
em todos os locais em
que sao manuseados.
Residuos nao anatomi-
COS, COMO gazes € es-
ponjas com sangue ou

secrecoes  infecciosas,

76

Residuos biomédicos
fonte de patégenos
zoonoticos e incluem

perfurocortantes,
tecidos, materiais

carcagas de animais.

veterinarios sao

zoonoticos e nao

altamente
contaminados e

sao também classificados como residuo
biomédico. Residuo liquido, como flui-

do toracico drenado, fluido abdominal,

excrecoes e secrecoes,
pode ser depositado
cuidadosamente em um
vaso sanitario ou em
um dreno conectado
a um esgoto sanitdrio
ou a uma fossa séptica.
Nesse caso, regulamen-
tos locais, estatais ou
federais devem ditar o

volume maximo de san-
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gue ou fluidos corporais que podem ser
descartados no esgoto sanitdrio. Deve
haver cuidado com respingos e aeros-
sois, utilizando os EPIs apropriados.

Em dreas de isolamento, é impor-
tante acondicionar os residuos em sa-
colas duplas, e recipientes utilizados
para descarte devem ser completamente
limpos e desinfetados quando esvazia-
dos. Todos os residuos

andlise e interpretacao sistematica de
eventos da saude em uma populacao,
que permite respostas especificas para
o controle de resultados adversos. Um
programa de vigilancia monitora limites
criticos que, se ultrapassados, gerarao
acoes predeterminadas para reduzir ou
eliminar um risco identificado.

Ha diferentes formas de vigilancia

provindos de quartos
de

ser tratados como po-

isolamento devem
tencialmente infeccio-
sos. O lixo dessas areas
deve ser removido por
pessoas devidamente
vestidas com os EPIs

adequados.

Sistemas de
vigiléncia

A vigilancia é essencial
para o controle de
infeccoes em ambientes
hospitalares. A pratica
consiste na coleta,
analise e interpretagao
sistematica de eventos
da saide em uma
populagao, que permite
respostas especificas
para o controle de
resultados adversos.

que podem ser incorpo-
radas na rotina de uma
instalacio  veterindria:
passiva, ativa, direciona-
da e sindromica. Nao ha
técnica definitivamente
correta. Cada instalagao
deve escolher, desen-
volver e implementar o
sistema de vigildncia de
acordo com as carac-
teristicas e os recursos

disponiveis da clinica/

em hospitais
veterinarios

Nos ultimos anos, a saude veterina-
ria tem dado maior relevancia ao con-
trole de infeccoes nosocomiais. Existe
uma tendéncia em focar nas medidas
para controlar as infecc¢des, entretanto
um programa com énfase na prevengao
baseada em evidéncias poderia, previa-
mente, identificar situacoes de risco,
reduzindo a ocorréncia de infecgoes,
surtos e Obitos.

A vigilancia é essencial para o con-
trole de infec¢oes em ambientes hos-
pitalares. A prdtica consiste na coleta,

3. Bacterias resistentes a antimicrobianos em hospitais veterinarios: um desafio crescente

hospital, com o objetivo
de fornecer informacgoes confiaveis para
elaboracao de medidas de controle e
prevengao de infecgoes.

A vigilancia passiva utiliza dados
prontamente disponiveis dos pacientes,
como cultura bacteriana e antibiogra-
ma, para determinar taxas de ocorrén-
cia de diferentes doencas, padroes de
susceptibilidade de determinados pato-
genos aos antimicrobianos e mudangas
que podem indicar um problema no
controle de infec¢oes, como os surtos.
Quando centralizada pelo profissional

de controle, pode aumentar as chances
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de efetividade, pois, com a analise regu-
lar dos dados, as acoes sao direcionadas
de acordo com as evidéncias. O pro-
fissional de controle pode langar mao
dos sistemas de registros eletronicos e
configurd-los para rastrear cdédigos de
diagndsticos relevantes, o que favorece
o processo. A vigildncia passiva é o mé-
todo de monitoramento mais barato e
mais facil de implementar, porém com
qualidade inferior de dados e, conse-
quentemente, menor sensibilidade e es-
pecificidade, uma vez que se utiliza uma
fonte secundaria.

A vigilincia ativa envolve a co-
leta de informacoes exclusivamente
para propoésito de monitoramento. Ha
a realizacio de estudos destinados a
identificar agentes infecciosos especi-
ficos. Nao sao utilizados resultados da
rotina do hospital/clinica, e sim de uma
fonte primaria com dados muito mais
completos e informag¢oes de melhor
qualidade. Porém, é um método mais
demorado e que demanda mais custos.
A vigilancia direcionada ou baseada
em risco foca em ameagas previamente
identificadas ou em fatores de risco co-
nhecidos para um resultado particular.
Por exemplo, pacientes infectados por
Salmonella spp. tém grande probabili-
dade de eliminar e transmitir esse pa-
togeno para o ambiente e para outros
pacientes. Dessa forma, a vigildncia
pode ser direcionada para pacientes
com doencas gastrintestinais ou que

apresentem dois de trés sintomas co-

mumente associados a infec¢ao por esse
microrganismo, como febre, diarreia e
leucopenia. A desvantagem desse mé-
todo ¢ a inabilidade de detectar outras
adversidades que podem estar ocorren-
do com pacientes que nao estao sendo
monitorados.

A vigilancia sindromica baseia-se
em indicadores de doengas nao especi-
ficos (sindromes) que estao frequente-
mente presentes em quadros clinicos de
infeccao, como inflamacao (sitios cirtr-
gicos, sitios de cateteres intravenosos e
trato urindrio), febre de origem desco-
nhecida, desordens respiratérias agudas,
dermatolégicas e gastrintestinais, entre
outros. Nessa abordagem, a andlise e a
interpretagao dos dados ocorrem em
tempo real, antes mesmo do diagndstico
confirmatério, permitindo a detecgao
precoce de doengas e surtos. O intuito
é reduzir o intervalo de tempo associa-
do a vigilancia passiva, monitorando
as populagdes antes da confirmagao la-
boratorial. Consequentemente, a sub-
notificagdo também é minimizada pela
triagem sistemdtica e continua de infor-
magoes em estdgios iniciais do processo
da doenca. A desvantagem observada
na implantagdo dessa técnica tem sido
a falta de disponibilidade continua de
dados adequados. Para que esse método
seja eficaz, é necessario que haja confor-
midade quanto a colaboragao voluntdria
de funciondrios e médicos veterindrios.
Embora seja uma técnica de baixo cus-

to e de facil implementagao, a vigildncia
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sindrémica ainda nao é muito adotada
em clinicas e hospitais veterinarios.
Perante todos os métodos expostos,
a vigildncia sindrémica parece ser o que
dispoe de mais vantagens. Ao acumular
dados longitudinais, a técnica permite a
deteccao e o combate precoce de doen-
cas infecciosas em geral e nao depende,
como os demais métodos, da confir-
magcao laboratorial do diagnéstico e da

habilidade do médico veterindrio em
identificar corretamente o agente causa-
dor. Somada a isso, a vigilancia sindro-
mica, assim como a passiva, possui bom
custo-beneficio e é um método de ficil
implementagao.
Independentemente da escolha,
que deve ser baseada nas caracteristicas
individuais e nas condicoes financeiras
de cada clinica e hospital veterinario, é
essencial que haja um sistema de vigi-
lancia continuo. A coleta, a andlise e a
interpretacao de dados devem fornecer
taxas basais de infecg¢Oes/patdgenos
MDR, com as quais serd possivel, poste-
riormente, detectar situacoes adversas,
como surtos ou infeccoes infrequentes.
Assim, a partir das evidéncias, sao exe-
cutadas estratégias e planos de agao para
controle e prevencao da adversidade, de
acordo com o estabelecido pelo progra-
ma de controle e prevencao de infecgoes

nosocomiais da instalacao.

Consideracoes finais

« Infecgdes nosocomiais por patdégenos

MDR tém sido motivo de preocupa-

cao na medicina veterindria, ainda
mais que sua frequéncia tende a conti-
nuar ascendendo com o aumento das
praticas de terapia intensiva em mui-
tos hospitais veterindrios.

Para minimizar resultados negati-
vos, as equipes hospitalares devem
melhorar seus esforcos, limitando a
exposicao ao patdgeno, impedindo a
introducao ou a transmissao a popula-
cao da instituicao. Além disso, devem
utilizar métodos de vigilancia para de-
tectar qualquer nova ocorréncia rele-
vante na instalacao.

Os principios basicos para um pro-
grama de controle e prevencao de
infec¢Oes sao: estabelecer um profis-
sional de controle de infec¢do para
coordenar e implementar o progra-
ma; desenvolver POPs baseados em
evidéncias relacionados as tarefas re-
alizadas com frequéncia pela equipe
veterindria; avaliar os pontos fortes do
programa, assim como dareas de me-
lhoria; criar um plano de educacio e
treinamento de funciondrios; catalo-
gar material de educacao do cliente
especifico para uso na instalagao; im-
plementar um sistema de vigilancia; e
manter um programa de avaliagao de
conformidade.

Os procedimentos gerais que com-
poem um programa de controle e
prevencao de infeccdes sao: higie-
ne das maos; uso de EPIs; limpeza e
desinfeccao; identificacao de animais

infectados por patégenos MDR; pra-
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