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RESUMO

O género Staphylococcus ¢ conhecido por colonizar uma ampla variedade de hospedeiros,
sendo um membro importante da microbiota oral e cutanea de humanos e animais. Algumas
espécies, como S. aureus, S. pseudintermedius e S. haemolyticus, destacam-se pela aquisi¢ao
de genes de resisténcia, sendo cada vez mais comum o isolamento de estirpes multirresistentes
em quadros infecciosos, tanto em humanos como em pequenos animais. Neste contexto,
evidenciam-se os estafilococos resistentes a meticilina (MRS), que apresentam resisténcia aos
antimicrobianos beta-lactamicos, e comumente as fluoroquinolonas, aos aminoglicosideos e aos
macrolideos. No entanto, apesar da relevancia deste tema na medicina veterindria, pouco se
sabe sobre as espécies que colonizam felinos, a susceptibilidade desses isolados aos
antimicrobianos, assim como os fatores de risco relacionados a colonizagao por Staphylococcus
spp. multirresistentes. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi isolar e identificar
bactérias do género Staphylococcus que colonizam gatos domésticos hospitalizados e nao
hospitalizados, assim como analisar seu perfil de resisténcia a antimicrobianos. No total, 218
suabes orais e axilares foram obtidos de 109 gatos, sendo 77 gatos ndo hospitalizados, em que
as coletas ocorreram em domicilio, e 32 gatos hospitalizados em uma Clinica Veterinaria
localizada em Belo Horizonte, Minas Gerais. Apos plaqueamento em agar Manitol Salgado, as
colonias sugestivas foram identificadas por MALDI-ToF ou por sequenciamento dos genes
rpoB e 16S rRNA, se necessario. Os isolados de S. pseudintermedius tiveram sua identidade
confirmada pela PCR do gene nuc. Foram realizados testes de susceptibilidade antimicrobiana
e identificacdo do gene mec4 em amostras resistentes a oxacilina/cefoxitina. Os isolados
identificados como S. haemolyticus resistentes a meticilina (MRSH) foram submetidos a
técnica de Multilocus Sequence Type (MLST). Oitenta e um isolados foram obtidos de 58 gatos
domésticos (53,2%). S. felis foi comumente isolada de gatos ndo hospitalizados (28,1%) e S.
pseudintermedius foi superior em gatos hospitalizados (25%). No geral, resisténcia a penicilina,
eritromicina e oxacilina (61,7%, 35,8% e 32%, respectivamente) foram as mais frequentemente
observadas, enquanto a maior parte dos isolados foi sensivel a nitrofurantoina, cloranfenicol e
ciprofloxacina (100%, 98,7% e 87,7%, respectivamente). A maioria dos isolados
multirresistentes e positivos para o gene mecA foram oriundos de gatos internados (21/81 -
26%) (p=0,0388), apresentando cerca de trés vezes mais chances de isolamento de tais estirpes,
tendo cinco S. pseudintermedius (MRSP) e quatro S. haemolyticus (MRSH). Os isolados MRSH
detectados na clinica apresentaram o mesmo perfil de resisténcia antimicrobiana e foram
classificados no mesmo sequence type (ST3), sugerindo clonalidade. Felinos com
comorbidades e sob uso de antimicrobianos apresentaram, respectivamente, trés e 14 vezes mais
chances de isolamento de Staphylococcus spp. multirresistentes. Conclui-se que S. felis ¢é
comum na microbiota de gatos ndo hospitalizados e S. pseudintermedius esta associada a gatos
hospitalizados. Ademais, a hospitalizacdio e o uso de antimicrobianos aumentam
consideravelmente a probabilidade de aquisicao de Staphylococcus spp. multirresistentes em
felinos domésticos, além desses fatores demonstrarem uma interferéncia na dindmica de
colonizagao desses animais.

Palavras-chave: gatos domésticos; estafilococos; colonizagdao; mrsp; mrsh.



ABSTRACT

The Staphylococcus genus is known for colonizing a wide variety of hosts and is an important
member of the oral and cutaneous microbiota of humans and animals. Some species, such as S.
aureus, S. pseudintermedius and S. haemolyticus, stand out for acquiring resistance genes, and
the isolation of multidrug-resistant strains in infectious conditions in both humans and small
animals is increasingly common. In this context, methicillin-resistant staphylococci (MRS),
which are resistant to beta-lactam antimicrobials, and commonly also to fluoroquinolones,
aminoglycosides and macrolides. However, despite the relevance of this topic in veterinary
medicine, not much is known about the species that colonize cats, the susceptibility of these
isolates to antimicrobials, as well as the risk factors related to colonization by multidrug-
resistant Staphylococcus spp. Therefore, the objective of this study was to isolate and identify
bacteria of the Staphylococcus genus that colonize hospitalized and non-hospitalized domestic
cats, as well as to analyze their antimicrobial resistance profile. A total of 218 oral and axillary
swabs were obtained from 109 cats, 77 of which were not hospitalized and 32 of which were
hospitalized at a veterinary clinic in Belo Horizonte, Minas Gerais. After plating on salt
mannitol agar, the suggestive colonies were identified by MALDI-ToF or by sequencing of the
rpoB and 16S rRNA genes, where necessary. The identity of the S. pseudintermedius isolates
was confirmed by PCR of the nuc gene. Antimicrobial susceptibility tests and identification of
the mecA gene were carried out on samples resistant to oxacillin/cefoxitin. The isolates
identified as methicillin-resistant S. haemolyticus (MRSH) were submitted to the Multilocus
Sequence Type (MLST) technique. Eighty-one isolates were obtained from 58 domestic cats
(53.2%). S. felis was commonly isolated from non-hospitalized cats (28.1%) and S.
pseudintermedius was higher in hospitalized cats (25%). Resistance to penicillin, erythromycin
and oxacillin (61.7%, 35.8% and 32%, respectively) were the most frequently observed, while
most isolates were sensitive to nitrofurantoin, chloramphenicol and ciprofloxacin (100%,
98.7% and 87.7%, respectively). The majority of multidrug-resistant isolates positive for the
mecA gene came from hospitalized cats (21/81 - 26%) (p=0.0388), presenting around three
times more chances of isolating such strains, with five being S. pseudintermedius (MRSP) and
four S. haemolyticus (MRSH). The MRSH isolates detected in the clinic had the same
antimicrobial resistance profile and were classified in the same sequence type (ST3), suggesting
clonality. Felines with comorbidities and under antimicrobial use were, respectively, three and
14 times more likely to isolate multidrug-resistant Staphylococcus spp. In conclusion, S. felis is
common in the microbiota of non-hospitalized cats and S. pseudintermedius is associated with
hospitalized cats. In addition, hospitalization and the use of antimicrobials considerably
increase the probability of acquiring multidrug-resistant Staphylococcus spp. in domestic cats,
and these factors demonstrate an interference in the colonization dynamics of these animals.

Keywords: domestic cats; staphylococci; colonization; mrsp; mrsh.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Esquema da patogenia das infecg¢des por estafilococos. Por ter um carater oportunista,
lesdes ou doengas primdrias sdo necessarias na maioria das infecgdes estafilocdcicas, que se
estabelecem no hospedeiro por meio de diversos fatores de viruléncia. Imagem criada através
da plataforma Www.b1oTe€NAET.COML .......cccuiiiiiiieiie et e e e e 20
Figura 2 - Fluxograma adotado para processamento das amostras do presente estudo. Em lilas
estdo os processos realizados em relacdo as amostras obtidas dos gatos amostrados (verde
(o] 1 (0 ) RSP SRRTPR 27
Figura 3 - Ficha clinica utilizada para coleta de dados dos gatos amostrados no estudo.......... 28
Figura 4 - Perfil de resisténcia antimicrobiana dos isolados de gatos ndo hospitalizados (A) e
hoSPItaliZAA0S (B). ...eviiiiieiieiiieeie ettt et ettt et b e et e et e e raeenbeeneas 36
Figura 5 - Demonstragdo do percentual de isolados estafilocdcicos multirresistentes de acordo
com a categoria dos animais AMOSLTAOS. ......ccueievieriieriiieriieeieerite ettt ettt e e e e 37
Figura 6 - Espécies estafilococicas MRS encontradas no presente estudo. As barras vermelhas
representam os MRSP obtidos de gatos hospitalizados e as barras azuis indicam os MRSP
recuperados de gatos nAo hospitalizados. .......cccueevveeeiierieeiiieiecie e 38
Figura 7 - Analise e BURST configurada pelo programa PHYLOViZ com a populagdo de S.
haemolyticus, considerando apenas SLV. Em cinza estdo os STs depositados no banco de dados
do PubMLST e em vermelho os STs detectados no presente estudo. No corte I € observado o
CC3, na qual o ST3 ¢ o fundador, agrupando STs relatados em humanos (em azul), um ST
relatado em cdo (137, laranja) e um ST relatado em um felino doméstico (136, lilas). No corte
II ¢ observado o ST8, evolutivamente proximo a0 CC3. ........coeiviiriiniiienienieieeee e 39
Figura 8 - Arvore filogenética formulada através da analise dos setes genes concatenados do
MLST de S. haemolyticus, pelo programa 1ToL. Estrelas em vermelho indicam os isolados
encontrados em gatos hospitalizados (clinica) e a estrela azul indica o isolado encontrado em
um gato ndo hospitalizado (residéncia). Tridngulos indicam o sitio na qual os isolados foram

encontrados e quadrados coloridos demostram o perfil de resisténcia antimicrobiana............ 41



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Sequéncia de iniciadores utilizados para identificagdo de S. pseudintermedius,
tamanho do produto amplificado e referéncia bibliografica utilizada. ...........cccovveeienienennene. 29
Tabela 2 - Sequéncia de primers utilizados para identificagdo das espécies de estafilococos pelo
sequenciamento do gene rpoB, tamanho do produto amplificado e referéncia utilizada. ........ 29
Tabela 3 - Sequéncia de primers utilizados para identificacao das espécies de estafilococos pelo
sequenciamento do gene /6S rRNA, tamanho do produto amplificado e referéncia utilizada.30
Tabela 4 - Sequéncias de primers utilizados para deteccdo do gene mecA, pares de base e
referencia ULIHZAAA. ........ooouiiiiieie e et 31
Tabela 5 - Primers utilizados para amplificacdo dos sete genes de estirpes MRSH no MLST,
tamanho do produto amplificado (pb) e referéncia utilizada............cccceeevrievrieiienciieiienieeen, 31
Tabela 6 - Comorbidades indicadas pelos tutores na ficha clinica de gatos nao hospitalizados e
hospitalizados de Belo Horizonte, Minas Gerais. ...........cceceeruieeiienieiieenieeieesee e 33
Tabela 7 - Distribuicdo das espécies estafilocdcicas isoladas de acordo com a categoria dos
gatos amostrados € SEUS IESPECTIVOS STEIOS. .uvevrirrierieeiiieriieeieerteeiteeseeereesereeseesaneesseessneenseens 35
Tabela 8 - Variaveis analisadas como fatores de risco para aquisi¢do de isolados MDR/MRS
€M ZALOS AOMIESTICOS. 1.uveiuiieiieiiietie et eite ettt e et et e et e bt e eabeeseee et e esateenbeesseesnseesneeenseessaeenseens 42
Tabela 9 - Espécies estafilococicas identificadas e seu perfil de resisténcia a antimicrobianos

de gatos ndo hospitalizados em Belo Horizonte, Minas Gerais, entre junho a outubro de 2022.

Tabela 10 - Espécies estafilococicas identificadas e seu perfil de resisténcia a antimicrobianos
de gatos hospitalizados na clinica MedVet em Belo Horizonte, Minas Gerais, entre junho a

OULTUDTO A€ 2022 ..ot e e e e e e e et e e eae e e e e e e e aaaeeeeeeeeea i aaaeeeeeeeeaaaaaaaeaees 69



BHI
°C

CC
CEUA
CFO
CIP
CLO
CLI
CLSI
CoPS
CoNS
DLV
DNA
EUA
ERI
eBURST
FIV
FELV
GEN
MRSP
MRSA
MRSH
MRSE
MDR
MRS
MG
MLST
MALDI-ToF
NCBI
NIT
OMS
OXA
OR
PEN
PFGE
PCR
RIF
rRNA
SCCmec
SIG
ST
SLV
SUT
TET
UFMG
UTI

ng

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Brain Infusion Agar

Graus Celsius

Complexo Clonal

Comissdo de Etica em Uso de Animais
Cefoxitina

Ciprofloxacina

Cloranfenicol

Clindamicina

Clinical and Laboratory Standards Institute
Estafilococos coagulase positivo

Estafilococos coagulase negativo

Double Locus Variant

Acido desoxirribonucleico

Estados Unidos da América

Eritromicina

Based Upon Related Sequence Types

Virus da imunodeficiéncia felina

Virus da Leucemia Felina

Gentamicina

Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina
Staphylococcus aureus resistente a meticilina
Staphylococcus haemolyticus resistente a meticilina
Staphylococcus epidermidis resistente a meticilina
Multirresisténcia

Resisténcia a meticilina

Minas Gerais

Multi Locus Sequence Type

Matrix-Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight
National Center for Biotechnology Information
Nitrofurantoina

Organizacdo Mundial da Saude

Oxaciclina

Odds Ratio

Penicilina

Pulsed-field gel electrophoresis

Reacdo em cadeia da polimerase

Rifampicina

Acido ribonucleico ribossémico

Cassete cromossomico estafilocdcico mec
Grupo Staphylococcus intermedius

Sequence type

Single Locus Variant
Sulfametoxazol/trimetoprima

Tetraciclina

Universidade Federal de Minas Gerais
Unidade de Terapia Intensiva

Microgramas



SUMARIO

L. INTRODUGAO ..ot eee s eennaeee. 16
200BUIETIVOS ..ottt e sttt et a et st e sb et entesbe et 17
2 B O 1) 118 A o I € 1<) | USSR 17
2.2. ODbJtIVOS ESPECITICOS 1.vvriirireiiiiieiiieeiiee et e et e e rtte e st e e e reeesbeeesebeeesaseeessseeesseeesseeennneas 17
3.REVISAO DE LITERATURA .........cocoooviiiiiieeeeeeeeeeeeee e, 18
3.1. O EENCTO SIAPAYIOCOCCUS ...ttt e s e e e e e ssaeesnaeeens 18
3.2. Staphylococcus spp. em gatos AOMESTICOS......ccuueevierieeiiieiieeieerie et esiee et seee e enne 19
3.2.1. Staphylococcus spp. € a microbiota cutdnea de gatos .........ccceevveerieeieeneeerieenneennn. 19
3.2.2. Staphylococcus spp. € a microbiota oral de gatos ...........cceevvervieeniieiienieeieeeeene, 19
3.3. Patogenia e doengas correlacionadas em at0S.........cc.eecveerureeiienieniieenieereenre e 20
3.4. Staphylococcus resistentes a meticilina (MRS) em pequenos animais................cc........ 21
3.5. Staphylococcus MRS em gatos dOMESLICOS .......cevuieriirriiieiiieiieiie et 22
3.5.1. Epidemiologia e perfil de resisténcia a antimicrobianos............cceeceeeveerverieennnnne. 22
3.6. Diversidade genética de isolados estafilocdcicos de importancia clinica...................... 23
3.6.1. Staphylococcus RACMOIVIICUS ...........c.ooeoueeiieiiiiieeeeee ettt 23
3.6.2. Staphylococcus pSeUudinterMedils ..............c.eeeeuueeeeueeeeiieeniieeeieeeeeeeneeesieesnaeeens 24
3.7. Controle e prevencdo de MRS na clinica médica de pequenos animais........................ 25
4. MATERIAL E METODOS ... issssssssssessss st esesesesens 26
4.1. Amostragem e coleta de dados dOS animais .........ccceeeeveeeriiieeriiieeniie e e 26
4.2. Isolamento e identificagdo de Staphylococcus SPP. ....cceeveeveeevireeneriienieseeieeeeseeeene 28
4.3. Confirmagao dos isolados S. pseudintermedius.............c..cccocevveevenvenoecnencicnecnennenn. 28
4.4. Sequenciamento dO ZENE FPOB ........ccceevuirieniiiiiiieieeeeeee et 29
4.5. Sequenciamento do gene 716S rRINA ..ottt 29
4.6. Sensibilidade a antimiCrobIANO0S ........ccciiiiiiiiiiiiiiieeiee e 30
4.7. Identificagdo de Staphylococcus resistentes @ meticilina...........oeecveeveveeerveeerieeeneeeenne 30
4.8. Caracterizacao molecular por MLST de S. haemolyticus resistentes a meticilina ........ 31
4.9. ANALISE ESTATISTICA ...eeteiiitiiiieiiieeee ettt sttt ettt st sbe e et 32
S.RESULTADOS ...ttt sttt ettt ettt st nae et et sbe e b e 32
5.1. Dados epidemiOlOZICOS .......eeuieriiieiieeiiietie ettt ettt ettt ettt e e e seeenseenaeeenne 32
5.2. Identificacdo das espécies estafiloCOCICAS ......couueriieriiiriiiiiiieieee e 33
5.3. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos e espécies estafilococicas resistentes a
INETICTIINA L.ttt sttt ettt st sttt et b et 36
5.4. 8. haemolyticus resistente a meticilina (MRSH) ........ccccooiiiiiiiniiiii e 38

5.5. Fatores de risco para colonizacdo por MDR/MRS ........c.cccoiiiiiiiiniieeee e 42



6. DISCUSSAQ ..o e e e e e e e e s e e s e s e e es e e et es s s eseseseseseseeseseesaseees 42

7. CONCLUSAOQ. ...t 48
8. PERSPECTIVAS FUTURAS ..o 48
REFERENCIAS ..o 49
ANEXOS ..o 66
ANEXO 1 oo 66
ANEXO 2 oo 67
APENDICES ..o 68
APENDICE A ..o 68

APENDICE B ..o e e e e e e e s e e ee s e s e e s e e ner s e 69



16

1. INTRODUCAO

O género Staphylococcus ¢ conhecido por colonizar uma ampla variedade de
hospedeiros, sendo um membro importante da microbiota oral e cutdnea de humanos e animais
(Morris et al., 2017; Loncaric et al., 2019). Presente na pele, membrana mucosa da cavidade
nasal, oral e anus, os estafilococos podem colonizar gatos domésticos sem causar infec¢des
(Bierowiec et al., 2019; Abdullahi et al., 2022; Cheung e Chan, 2022). Por outro lado, sdo
considerados patogenos oportunistas, podendo causar diversos quadros infecciosos,

principalmente em pacientes imunocomprometidos (Ruiz-Ripa et al., 2021; Silva et al., 2022).

Abrangendo mais de 75 espécies, o género Staphylococcus ainda possui subgrupos que
se destacam pela comum participagdo em quadros infecciosos e intoxicagdes graves em
humanos e animais: os CoPS (coagulase-positive staphylococci) (Lozano et al., 2015; Ma et al.,
2020; Suepaul et al., 2021; Maksimovi¢ et al., 2022), com notoriedade para as espécies
Staphylococcus aureus e Staphylococcus pseudintermedius (Youn et al., 2014; Ruiz-Ripa et al.,
2021). S. pseudintermedius, classificado como um CoPS, esta entre umas das bactérias com
maior interesse humano e veterindrio em relacdo a infecgdes oportunistas, sobretudo o
surgimento de estirpes resistentes a meticilina, ou MRSP (Methicillin resistant Staphylococcus

pseudintermedius) (Weese e Duijkeren, Van, 2010; Biinsow et al., 2021).

A resisténcia a meticilina (MRS) esta relacionada a aquisi¢ao de um elemento genético
moével denominado cassete cromossomico estafilococico mec (SCCmec). O SCCmec alberga o
gene mecA e concede as bactérias que o possuem resisténcia a todos os antimicrobianos beta-
lactamicos (Duijkeren, Van et al., 2011; Ito et al., 2014; Lakhundi e Zhang, 2018; Uehara,
2022), assim como a outras classes antimicrobianas, como as fluoroquinolonas, os
aminoglicosideos e macrolideos (Uehara, 2022). Além disso, esse elemento genético mével
pode ser adquirido e transmitido a outras espécies do género, tornando-se um problema de satide
publica, quando envolve alguns estafilococos ja conhecidos por causar quadros graves em seres
humanos e animais, como S. aureus, S. epidermidis € S. haemolyticus (Barros et al., 2012;

Czekaj et al., 2015).

Nos ultimos anos, as infec¢des causadas por MRS vém aumentando entre os seres
humanos, especialmente pacientes internados em hospitais (Rodrigues et al., 2018; Peixoto et

al., 2020). De forma similar, o mesmo parece acontecer em pequenos animais. Nesse contexto,
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estudos recentes demonstram uma relagdo direta entre o tempo de interna¢ao e o aumento da

identificacdo de estirpes estafilocdcicas resistentes (Adiguzel et al., 2022; Santana et al., 2023).

Esse aumento esta provavelmente relacionado a pressao seletiva causada pelas intensas
terapias antimicrobianas estabelecidas entre os pacientes internados, comumente sem a
realizacdo de exames sobre a resisténcia antimicrobiana dos isolados encontrados (Andersson
et al., 2016; Morrison e Zembower, 2020). Ha estudos que demonstram a identificacdo de
estirpes MRS em gatos doentes que tiveram histérico de uso antimicrobiano, independente do

seu estado de satide (Worthing et al., 2018; Bierowiec et al., 2019; Bierowiec et al., 2021).

Apesar de existirem estudos que demostram a importancia do género Staphylococcus na
satide publica, hd poucos trabalhos sobre o tema no Brasil, sobretudo em relacdo aos gatos
domésticos. Atualmente, existem poucos estudos sobre a caracterizagdo das espécies
estafilocdcicas presentes em gatos (Bierowiec et al., 2019; Bierowiec et al., 2021; Cheung e
Chan, 2022), assim como o perfil de resisténcia a antimicrobianos e os fatores de risco que
podem levar a colonizagdo destes animais por estafilococos multirresistentes (MDR) e

resistentes a meticilina (MRS).

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Isolar e identificar bactérias do género Staphylococcus que colonizam gatos domésticos
hospitalizados e ndo hospitalizados, assim como analisar seu perfil de resisténcia a

antimicrobianos.

2.2. Objetivos especificos

I. Identificar e caracterizar espécies estafilocdcicas do sitio oral e axilar de gatos;

I1. Avaliar o perfil de resisténcia dos isolados frente aos antimicrobianos comumente utilizados

na clinica médica humana e veterinaria;
I11. Identificar estirpes MRS;

I'V. Analisar possiveis fatores de riscos para a colonizagao por Staphylococcus spp. MDR/MRS

em gatos.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. O género Staphylococcus

Os estafilococos compreendem os organismos comensais mais importantes da
microbiota cutdnea de animais € humanos, sendo extremamente relevantes no ambito da
medicina humana e veterinaria (Paharik e Horswill, 2016; Adiguzel et al., 2022). Sao
morfologicamente cocoides e imoveis, gram-positivo, anaerdbios facultativos e produtores ou
ndo de coagulase (Madhaiyan et al., 2020; Ma et al., 2020; Pickering et al., 2021). Em condi¢des
de desequilibrio da microbiota ou presenca de outros fatores de risco, podem atuar como
causadores de doengas, sendo portanto considerados patdogenos oportunistas (Ma et al., 2020;

Lisowska-Lysiak et al., 2021; Chen et al., 2022).

Possuindo diversos mecanismos para promoverem a sua colonizacdo e disseminagao,
alguns estafilococos podem produzir uma enzima capaz de promover a evasdo da fagocitose
em processos infecciosos: a coagulase (McAdow et al., 2012; Gonzélez-Martin et al., 2020). A
presenga ou nao dessa enzima permitiu a classificagdo dos estafilococos em dois grupos
importantes: os estafilococos coagulase positivos (CoPS) e os estafilococos coagulase
negativos (CoNS). O primeiro grupo engloba as espécies consideradas mais patogénicas,
incriminadas por causarem infec¢des importantes em seus hospedeiros, diferentemente do
segundo grupo, cujas espécies sao consideradas menos patogénicas (Becker et al., 2014b; Beca
et al., 2015; Fungwithaya et al., 2017; Franga et al., 2021). Um CoPS extremamente conhecido
e estudado € a espécie S. aureus, importante causador de doencas graves em humanos e animais,
sobretudo em individuos internados em Unidades de Tratamento Intensivo (UTI) (Guo et al.,

2020; Chen et al., 2022).

Além disso, devido a alta similaridade que algumas espécies de estafilococos possuem,
existe dentro deste género um grupo denominado Staphylococcus Intermedius Group (SIQG),
composto pelas espécies S. intermedius, S. pseudintermedius, S. delphini, S. cornubiensis e S.
ursi (MaliSova et al., 2019; Perreten et al., 2020). A semelhanca entre essas espécies se
configura de forma fenotipica e genotipica, tendo essa descoberta reclassificado principalmente
os isolados S. intermedius em S. pseudintermedius, recuperados de cades (Lee et al., 2015;
Malisova et al., 2019). Desde entdo, S. pseudintermedius ¢ a principal espécie estafilococica
pertencente ao grupo SIG encontrada na espécie canina (Viegas et al., 2022; Santana et al.,

2023).
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3.2. Staphylococcus spp. em gatos domésticos
3.2.1. Staphylococcus spp. € a microbiota cutdnea de gatos

Diferentemente de cdes e seres humanos, hd poucos estudos sobre a comunidade
estafilococica comensal da pele de gatos domésticos, concentrando-se apenas em relatos de
infeccdes locais ou generalizadas (Older et al., 2017; Older et al., 2021). A espécie
estafilococica comumente descrita colonizando a microbiota cutanea de gatos saudaveis ¢ S.
felis (Biittner et al., 2019; Bierowiec et al., 2019; Older et al., 2021; Moon et al., 2022),
enquanto que em gatos doentes ¢ descrito o isolamento de S. pseudintermedius e S.
haemolyticus (Bierowiec et al., 2019; Bierowiec et al., 2021). S. felis foi identificado pela
primeira vez em 1989, ¢ classificado como um CoNS e estd presente em 25% dos gatos
saudaveis (Igimi et al., 1989; Worthing et al., 2018). Apesar de ser considerado uma espécie
comensal, S. felis ja foi descrito ocasionando quadros infecciosos em gatos domésticos e

silvestres (Litster et al., 2007; Castro et al., 2023).

S. pseudintermedius ¢ um dos CoPS mais importantes em pequenos animais, sobretudo
caes e gatos (Weese e Duijkeren, Van, 2010; Bierowiec et al., 2021; Abdullahi et al., 2022).
Nos ultimos anos, essa espécie tem recebido aten¢do pela sua grande capacidade de
multirresisténcia a antimicrobianos. Gragas a relatos recentes, t€ém-se discutido ainda os riscos
de infeccdo por S. pseudintermedius em seres humanos e, ainda mais preocupante, a
possibilidade dessa espécie agir como fonte de genes de resisténcia para S. aureus, um patdogeno
comum em seres humanos (Tabatabaei et al., 2019; Souza-Silva et al., 2022). S. haemolyticus,
membro do grupo CoNS, pode ser encontrado na microbiota cutanea humana, destacando-se
porém, como um importante causador de infec¢des nosocomiais (Czekaj et al., 2015; Eltwisy
et al., 2022; Lin et al., 2022). Em felinos, S. haemolyticus ja foi isolado de gatos doentes que
apresentavam quadros infecciosos cutidneos e oculares (Bierowiec et al., 2019; Older et al.,

2021).

3.2.2. Staphylococcus spp. € a microbiota oral de gatos

Poucos estudos definem quais espécies estafilococicas fazem parte da microbiota oral
de gatos domésticos, sendo que a maioria dos trabalhos foca em doengas inflamatorias
periodontais (Davis e Weese, 2022). Um estudo realizado por Sondorovéa e colaboradores
(2021), identificou algumas espécies de estafilococos na cavidade oral de gatos domésticos, de
diferentes faixas etarias. De forma geral, Staphylococcus spp. foram encontrados entre 1,4% e

2,7% dos animais, incluindo S. hominis e S. felis. Outros estafilococos ja foram identificados
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compondo a microbiota oral felina, como S. cohnni, S. nepalensis e S. lentus, sendo esse ultimo
a espécie mais isolada da cavidade oral de gatos em um estudo relatado por Rossi e
colaboradores (2017) no Brasil. Vale ressaltar que S. pseudintermedius e S. haemolyticus nao

foram encontrados em ambos os estudos (Rossi et al., 2017; Sondorova et al., 2021).

3.3. Patogenia e doencas correlacionadas em gatos

O comportamento patogénico dos estafilococos ¢ multifatorial, tendo uma intensa
correlagdo com o desequilibrio da microbiota na qual se encontra e outros fatores de risco
(Lisowska-Lysiak et al., 2021; Wang et al., 2022). Seu aspecto oportunista, associado a
presenga de inumeros fatores de viruléncia, promovem o desenvolvimento de quadros
infecciosos superficiais e profundos em humanos e animais (Kwiecinski e Horswill, 2020;
Elmoslemany et al., 2021). Tais fatores de viruléncia correspondem a producdo de enzimas
(coagulase, termonuclease, protease e hialuronidase), toxinas (citotoxinas, toxinas esfoliativas
e enterotoxinas) que permitem a adesdo e invasdo dos tecidos do hospedeiro (Grumann et al.,
2014; Reyes-Robles e Torres, 2017; Wang et al., 2022), além da formagdo de biofilmes,

determinando a manutencao dos estafilococos no organismo (Figura 1) (Otto, 2014).

-
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Figura 1. Esquema da patogenia das infeccdes por estafilococos. Por ter um carater oportunista,

lesdes ou doencas primdrias sdo necessarias na maioria das infec¢des estafilococicas, que se
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estabelecem no hospedeiro por meio de diversos fatores de viruléncia. Imagem criada através

da plataforma www.biorender.com.

Em gatos domésticos, os estafilococos estdo associados a quadros infecciosos como
piodermites, conjuntivites, otites e cistites (Biittner et al., 2019; Hiblu et al., 2021; D’Aout et
al., 2022). Estudos recentes relataram que as piodermites felinas foram causadas principalmente
por CoNS (9/19 - 47%), seguidos de S. aureus e S. pseudintermedius (Nocera et al., 2021;
Cavana et al., 2023). Em relagdo a doengas orais, ha poucos estudos identificando e
correlacionando os estafilococos como causadores de infec¢des, estando sua presenga em
quadros infecciosos associada a doengas primarias, como FIV/FeLV e estomatite felina (Weese

etal., 2015; Whyte et al., 2017).

3.4. Staphylococcus resistentes a meticilina (MRS) em pequenos animais

No decorrer dos anos, a preocupagao sobre o aumento da resisténcia a antimicrobianos
na saude humana e animal ganhou destaque com estafilococos, sobretudo em ambientes
hospitalares (Becker, 2021). Caracterizados como um grande problema de saude publica,
Staphylococcus resistentes a meticilina — MRS, se tornaram cada vez mais presentes em
infecgdes comunitarias € nosocomiais, afetando principalmente pacientes imunossuprimidos
e/ou submetidos a intensas terapias antimicrobianas, especialmente animais internados por

longos periodos em hospitais e clinicas veterinarias (Collignon et al., 2016; Boeckel et al.,

2019).

Tal resisténcia a antimicrobianos ¢ favorecida pela aquisi¢do do gene mecA, presente
em um elemento genético movel designado como cassete cromossdmico estafilocdcico mec
(SCCmec), que determina a resisténcia quase completa as classes pertencentes ao grupo dos
beta-lactamicos, assim como a outros antimicrobianos € metaloides (Argudin et al., 2016; Alen,
Van et al., 2018; Becker, 2021). Através do gene mecA, os estafilococos podem produzir uma
nova proteina de liga¢@o a penicilina (PBP2a), com menor afinidade aos beta-lactdmicos. Dessa
forma, a sintese da parede celular dessas bactérias continua, mesmo na presenca dos
antimicrobianos pertencentes a esse grupo (Peacock e Paterson, 2015; Ali Alghamdi et al.,
2023). Adicionalmente, esse elemento genético (SCCmec) tem a capacidade de ser transferido

horizontalmente para outros estafilococos (Bonvegna et al., 2021; Maree et al., 2022; Zhang et

al., 2022).

O MRS mais prevalente na clinica médica de pequenos animais € S. pseudintermedius,

sendo isolado de diversos sitios em caes doentes e saudaveis, provocando infec¢des secundarias
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cutaneas, otites, doengas no trato urinario, bem como infecgdes respiratdrias e feridas cirirgicas
(Viegas et al., 2022; Andrade et al., 2022). Atualmente, estudos demostram a capacidade de
estirpes MRS colonizarem animais de companhia e, consequentemente, serem transmitidas aos
tutores e profissionais veterinarios, o que implica no surgimento de condigdes de disseminagao

comunitaria (Paul et al., 2011; Abdullahi et al., 2022).

A prevaléncia de MRS na clinica médica veterinaria, especialmente em animais de
companhia, vem aumentando drasticamente, fator preocupante devido ao potencial de
disseminagdo dos genes de resisténcia e até dos proprios microrganismos para seres humanos
(Becker et al., 2014a; Morris et al., 2017). Loncaric e colaboradores (2019) realizaram um
estudo na Austria afim de identificar estirpes MRS em animais de companhia, bem como fatores
de risco associados. Nesse estudo, os autores identificaram S. epidermidis MRS em suabes
nasais de cdes e gatos, além de outras espécies estafilococicas, como S. hominis, S. warneri €
S. pseudintermedius resistentes a meticilina. A hospitaliza¢do veterinaria associada a intensa

terapia antimicrobiana foi um fator de risco significativo.

S. epidermidis é uma espécie estafilococica comumente descrita colonizando humanos
e animais, porém, constantemente associada a quadros infecciosos nosocomiais. O surgimento
de estirpes MRS dessa espécie estd relacionado ao aumento de custos de hospitalizacao,
morbidade e mortalidade (Schoenfelder et al., 2010; Loncaric et al., 2019; Martinez-Santos et
al., 2022). Diante da grande capacidade de disseminag¢do de isolados MRS entre animais e
humanos, bem como a identificagdo de fatores de risco predisponiveis que influenciam o
surgimento de espécies MRS, sdo necessarios estudos a fim de se compreender melhor a

dindmica de transmissao dessas estirpes.

3.5. Staphylococcus MRS em gatos domésticos
3.5.1. Epidemiologia e perfil de resisténcia a antimicrobianos

Gatos saudéaveis e doentes podem ser colonizados por estirpes estafilocdcicas MRS,
sendo essa presenca associada a determinados fatores de risco (Iverson et al., 2015; Bierowiec
et al., 2016). Estudos recentes detectaram a presenca de MRSA em gatos saudaveis
domiciliados, com o sitio nasal apresentando a maior taxa de isolamento (Bierowiec et al., 2016;
Abdullahi et al., 2022). Em relagdo a estirpes MRSP, ha relatos que descrevem essa espécie
colonizando gatos doentes, tendo uma prevaléncia maior quando comparada a gatos saudaveis,
isolada principalmente de sacos conjuntivais e narinas (Bierowiec et al., 2021; Abdullahi et al.,

2022). Além de MRSA e MRSP, S. epidermidis resistente a meticilina (MRSE) também j4 foi
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identificado colonizando gatos domésticos doentes, bem como S. haemolyticus resistente a

meticilina (MRSH), detectados em suabes nasofaringeos (Weiss et al., 2013).

Bierowiec e colaboradores (2021), em um estudo com S. pseudintermedius em felinos
na Polonia, relataram uma resisténcia frequente dos isolados a oxacilina, penicilina,
marbofloxacina e ciprofloxacina em gatos doentes. Ja os isolados de S. pseudintermedius de
gatos saudaveis apresentaram-se mais comumente sensiveis a tetraciclina e cloranfenicol. Em
relagdo as estirpes MRSH em gatos, ja foi relatado a presenca em infecgdes do trato urinario e
infeccdes de pele, em que esses isolados albergavam genes de resisténcia como mecA4, blaZ e
tetK, apresentando fenotipicamente resisténcia a penicilina, oxacilina, kanamicina,
gentamicina, estreptomicina, eritromicina e clindamicina (Kern e Perreten, 2013). Esses perfis
de resisténcia sdo preocupantes, visto que alguns antimicrobianos sdo amplamente utilizados
na medicina veterinaria e sdo classificados como criticamente importantes para a medicina

humana (OMS, 2019).

3.6. Diversidade genética de isolados estafilocdcicos de importancia clinica
3.6.1. Staphylococcus haemolyticus

Entre os CoNS, S. haemolyticus é a segunda espécie mais frequentemente detectada em
hemoculturas humanas, apresentando maior perfil de resisténcia a antimicrobianos quando
comparada a outros membros do grupo (Ruzauskas et al., 2014; Westberg et al., 2022). Estudos
anteriores demonstraram que estirpes MRSH foram constantemente isoladas de neonatos em
UTIs, principalmente em dispositivos médicos internos (cateteres, proteses, dentre outros),
tendo alto potencial de transmissao e de causar septicemias (Westberg et al., 2022). Porém, no
ambito da medicina veterinaria, ha poucos estudos que avaliam o perfil de resisténcia, bem
como a dispersdo genética de isolados S. haemolyticus em animais, sobretudo de companhia

(Ruzauskas et al., 2014; McManus et al., 2015; Shoaib et al., 2023).

A determinagdo do perfil genético de S. haemolyticus em humanos e animais ¢
extremamente importante para avaliar a dispersdo de determinados isolados entre seus
hospedeiros, sendo a técnica de MLST (Multilocus Sequence Typing) um dos métodos de
escolha para caracterizagdo molecular dessa espécie (Cavanagh et al., 2012; Maiden et al.,
2013). A técnica se baseia na andlise de multiplos /oci de genes constitutivos (housekeeping
genes) para observar aspectos conflitantes de transferéncia genética vertical e horizontal, os
quais sdo comparados com sequéncias de isolados ja conhecidos e publicados em bancos de

dados de referéncia (exemplo: PubMLST) (Maiden et al., 2013).
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Dessa forma, sete loci sdo analisados e cada sequéncia recebe um niimero unico, em que
a ordem na qual se encontram determina o perfil alélico ou tipo de sequéncia (ST — Sequence
type) (Cavanagh et al., 2012; Maiden et al., 2013). As determinagdes dos perfis alélicos de
isolados bacterianos, além de informar sobre a sua estrutura populacional e possivel
ancestralidade, podem indicar a formagao de complexos clonais ou linhagens com determinadas

caracteristicas, como perfil de resisténcia e adaptabilidade ao hospedeiro (Maiden et al., 2013).

Em relacdo a diversidade genética de S. haemolyticus, a maioria dos isolados
depositados nos bancos de dados de referéncia sdo relacionados a humanos, recuperados de
infecgcdes do trato respiratorio, ceratites, infecgdes Osseas e septicemias (Jolley et al., 2018).
Todos os isolados foram agrupados em “clusters” principais, os quais eram relacionados ao ST1
e ao ST3, ambos provaveis fundadores de complexos clonais (CC1 e CC3) (Panda et al., 2016;
Lin et al., 2022).

No ambito da medicina veterinaria, ja foram relatados STs de isolados de S.
haemolyticus em bovinos leiteiros, sendo o ST8 mais predominante entre eles, apresentando
estirpes classificadas como multirresistentes (MDR) (Shoaib et al., 2023). J& em pequenos
animais, em especial gatos domésticos, os estudos verificaram o perfil de resisténcia a
antimicrobianos e definiram agrupamentos por similaridade através da técnica PFGE (Pulsed
Field Gel Eletrophoresis), sem determinar qual o tipo de sequéncia, bem como o perfil dos

complexos clonais (Kern e Perreten, 2013; Couto et al., 2016; Kizerwetter-Swida et al., 2019).

3.6.2. Staphylococcus pseudintermedius

No contexto da clinica de pequenos animais, S. pseudintermedius se destaca pela sua
grande diversidade, associada a um alto nivel de resisténcia aos antimicrobianos, especialmente
as estirpes caracterizadas como MRSP (Fabregas et al., 2023). Mundialmente, estirpes MRSP
vem se tornando um grande problema para a satide animal, devido ao fato de que comumente
sdo caracterizadas como MDR, além de estarem relacionadas a dispersao de genes de resisténcia

para outros estafilococos (Gronthal et al., 2014; Ferrer et al., 2021; Ruiz-Ripa et al., 2021).

Ademais, essas caracteristicas também sdo intimamente relacionadas as linhagens
genéticas de S. pseudintermedius presentes em diferentes continentes, especialmente os clones
que albergam o SCCmec (Cassete Cromossomico mec) (Pires Dos Santos et al., 2016).
Dependendo da regido estudada, podem-se visualizar a dispersio e manutencdo de

determinados complexos clonais ja estabelecidos e frequentemente isolados em animais de
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companhia, principalmente caes (Pires Dos Santos et al., 2016; Soimala et al., 2020; Papic¢ et

al., 2021).

Os principais complexos clonais de S. pseudintermedius descritos mundialmente sao o
CC71 e CC258, presentes em paises da Europa, o CC68 em regides da América do Norte, CC45
e CC112, relatados em paises asiaticos (Pires Dos Santos et al., 2016; Fabregas et al., 2023). Ja
na Ameérica do Sul, existem estudos em poucos paises. At€ o momento, trabalhos na Argentina
e Brasil revelaram a presenca de integrantes do CC71, incluindo o ST71, mas também de
isolados nunca antes descritos. Tais isolados foram encontrados tanto em caes infectados por
MRSP, quanto em caes colonizados (Viegas et al., 2022; Santana et al., 2023; Srednik et al.,
2023). Emrelagdo a espécie felina, o ST71 ¢ um dos principais perfis detectados, tanto em gatos
saudaveis como doentes. No entanto, apresenta prevaléncia bem menor se comparada com a
espécie canina (Bierowiec et al., 2021). Deve-se destacar que o ST71 esta associado a

resisténcia a diversas classes antimicrobianas (Damborg et al., 2016; Videla et al., 2018).

3.7. Controle e prevencao de MRS na clinica médica de pequenos animais

Devido ao ambiente hospitalar favorecer a colonizacao e disseminagdo de MRS entre
os pacientes internados, algumas medidas de controle e prevengao sdo necessarias para impedir
possiveis transmissoes nos leitos de internagdo e salas de atendimento (Gronthal et al., 2014).
A auséncia de tais medidas pode levar a surtos causados por esses microrganismos. Gronthal e
colaboradores (2014), relataram um grande surto em pacientes internados em um hospital

universitario na Finlandia, na qual foram identificados 63 casos.

Para minimizar a dispersdo das estirpes MRSP nos animais internados, a equipe
responsavel analisou possiveis fatores de risco que favoreciam a propagacao do surto, tendo as
lesdes cutaneas (multifatoriais), uso de antimicrobianos independente do tempo prescrito e
quantidade de dias permanecidos na UTI como os principais fatores para aquisi¢do de MRSP.
No Brasil, um estudo conduzido por Santana e colaboradores (2023) investigou a dindmica de
MRSP entre cdes internados na UTI de um hospital veterinario. O tempo de internacdo e uso
prévio de antimicrobianos foram os principais fatores para aquisi¢ao de estirpes MRSP. Ambos
os estudos recomendam agdes praticas focadas na higiene pessoal e uso de equipamentos de
prote¢do ao manipular pacientes internados ou com histérico de MRSP durante a permanéncia

no hospital, e principalmente, o uso correto de terapias antimicrobianas.

De fato, ndo ha um programa registrado para o controle e preven¢ao de MRS na grande

maioria das clinicas veterindrias, o que resulta na utilizacdo de estratégias baseadas na



26

desinfeccdo dos leitos em que os animais permanecem durante o periodo de internacdo, além
de boas praticas de higienizagdo dos proprios profissionais veterindrios, assim como dos
equipamento utilizados (Gronthal et al., 2014; Frosini et al., 2022). Além disso, estudos
demonstram que o uso racional de antimicrobianos ¢ essencial para diminuir a ocorréncia de
MRS infectando e colonizando animais de companhia, sendo monitorado pelo uso de técnicas
que avaliam a resisténcia a antimicrobianos dessas estirpes, como por exemplo, o antibiograma

(Gronthal et al., 2014; Walther et al., 2017; Hunter et al., 2021).

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Amostragem e coleta de dados dos animais

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA),
sob o protocolo 287/2019. Entre junho a outubro do ano de 2022, foi realizada uma amostragem
de conveniéncia de forma ndo probabilistica, de gatos domiciliados e de felinos internados na
Clinica Veterinaria MedVet (Belo Horizonte, MG). Um kit contendo dois suabes estéreis, potes
coletores e uma ficha clinica (Figura 3) foram entregues aos tutores de gatos ndo hospitalizados,
assim como para a equipe da referida clinica. Informagdes adicionais julgadas importantes
foram buscadas de forma individual com os tutores dos gatos amostrados. Ao todo, 218 suabes
orais e axilares de 109 gatos foram coletados, acondicionados, armazenados sob refrigeragdo e
enviados para processamento no Laboratério de Bacteriose e Pesquisa da Escola de Veterinaria
da UFMG (Belo Horizonte, Minas Gerais). Setenta e sete gatos (77/109 - 70,7%) eram de
origem residencial e foram agrupados como gatos ndo hospitalizados, enquanto 32 (32/109 -
29,3%) eram originarios de ambiente clinico, portanto, classificados no grupo de gatos
hospitalizados. O fluxograma do processamento realizado no laboratorio encontra-se resumido

na figura 2.
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—  Nao

Descarte

PCR Monoplex

clinicas

—  Sem amplificacdo

Sequenciamento rpoB

Tdentid <98%
I

Sequenciamento 16S

Figura 2. Fluxograma adotado para processamento das amostras do presente estudo. Em lilas estdo os processos realizados em relagdo as amostras

obtidas dos gatos amostrados (verde claro).



28

Nome do animal
Data
Tutor Apenas para identificar animais
da mesma origem
Sexo Macho ( ) Fémea ( )
Idade Aproximada, caso nio seja
conhecida
Uso de antimicrobiano? Sim ( ) Nio ( ) Se o tutor ndo lembrar,
(ultimos 6 meses) Qual? considerar nfo
Comorbidade Sim ( ) Nio ( ) Questionar sobre o
conhecida? Qual? histérico de doengas
Convivio com cées? Sim ( ) Nio ( )
Convivio com gatos? Sim ( ) Nio ( )
Quantos?
Observagdes
Cadigo mterno:

Figura 3. Ficha clinica utilizada para coleta de dados dos gatos amostrados no estudo.

4.2. Isolamento e identificagdo de Staphylococcus spp.

Para isolamento de Staphylococcus spp., os suabes foram plaqueados em agar Manitol
Salgado (MS — KASVI, Brasil) e incubados em condic¢des de aerobiose, a 37°C por 24 horas.
Apos esse periodo, as colonias sugestivas eram semeadas em placas contendo agar BHI - Brain
Heart Infusion (HIMEDIA, India), repetindo as mesmas condi¢des citadas anteriormente. A
massa bacteriana das colOnias sugestivas eram aliquotadas em caldo BHI - Brain Heart
Infusion, (HIMEDIA, India) contendo 20% de glicerol e armazenadas em freezer a -20°C.
Todos os isolados sugestivos foram submetidos a técnica de MALDI-ToF (Matrix Assisted
Laser Desorption lonization Time of Flight Mass Spectrometry) a fim de identificar a espécie
(Assis et al., 2017). Os isolados que possuiam escore MALDI-ToF <2,0 eram separados e
submetidos a extragdo de DNA pelo método da guanidina (Pitcher et al., 1989). A pureza do
DNA foi mensurada pelo aparelho NanoVue Plus Spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific, EUA) e, posteriormente, as amostras foram submetidas a técnica de sequenciamento

do gene rpoB e 16S rRNA (Fox et al., 1995; Mellmann et al., 2006).

4.3. Confirmagdo dos isolados S. pseudintermedius

Os isolados submetidos a técnica de MALDI-ToF identificados como pertencentes ao
grupo SIG (Staphylococcus intermedius group) foram analisados pela técnica de PCR
monoplex para detec¢do do gene nuc (pse) (tabela 1), com o intuito de confirmar a sua

identidade (Sasaki et al., 2010). Como controle positivo, foi utilizado DNA de isolados
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sabidamente confirmados como S. pseudintermedius (Santana et al., 2023) e para controle

negativo, utilizou-se adgua ultra pura juntamente com os reagentes da reagdo de PCR.

Tabela 1. Sequéncia de iniciadores utilizados para identificagdo de S. pseudintermedius,

tamanho do produto amplificado e referéncia bibliografica utilizada.

Iniciador Sequéncia (5°—3’) Pares de base (pb) Referéncia
nuc (pse) F TRGGCAGTAGGATTCGTTAA 926 Sasaki et al.
nuc (pse) R CTTTTGTGCTYCMTTTTGG (2010)

4.4. Sequenciamento do gene rpoB

Os isolados bacterianos submetidos a técnica de MALDI-ToF que apresentaram escore
<2,00 foram separados e analisados por PCR para deteccdo do gene rpoB (tabela 2) e
posteriormente sequenciados, conforme Mellmann e colaboradores (2006). Os produtos da
PCR foram sequenciados usando a ferramenta 3730 XL DNA analyzer (Applied Biosystems),
tendo as sequéncias geradas, cortadas e analisadas pelo programa BioEdit Sequence Alignment

Editor (disponivel em https://bioedit.software.informer.com). As sequéncias obtidas foram

comparadas com as sequéncias de referéncia do género pelo banco de dados GenBank do NCBI

(disponivel em http://ncbi.nlm.nih.gov), por meio da ferramenta nBLAST. Para que as espécies

fossem confirmadas, os critérios utilizados foram: identidade > 98% e cobertura >90%

(Mellmann et al., 2006).

Tabela 2. Sequéncia de primers utilizados para identificagao das espécies de estafilococos pelo

sequenciamento do gene rpoB, tamanho do produto amplificado e referéncia utilizada.

Iniciador Sequéncia (5°—3’) Pares de base (pb) Referéncia
rpoB 1418 F CAATTCATGGACCAAGC
rpoB 3554“R CCGTCCCAAGTCATGAAAC
rpoB 1876° R~ GAGTCATCITTYTCTAAGAATGG

a= primer utilizado para amplificacdo na reagdo de PCR
s= primer utilizado para o sequenciamento do gene rpoB

389 Mellmann
et al. (2006)

4.5. Sequenciamento do gene /65 rRNA

Os isolados que ndo obtiveram confirmagao pela técnica de sequenciamento do gene
rpoB foram submetidos ao sequenciamento do gene /6S rRNA (Tabela 3), descrito por Fox e
colaboradores (1995). Os produtos da PCR foram sequenciados e analisados usando as mesmas

ferramentas utilizadas na técnica de sequenciamento do gene rpoB, descrita anteriormente. As
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sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias de referéncias do género pelo banco

de dados GenBank do NCBI (disponivel em http://ncbi.nlm.nih.gov), por meio da ferramenta

nBLAST. Para confirmacdo das espécies, foram utilizados os critérios: identidade > 97% e

cobertura >90% (Abellan-Schneyder et al., 2021).

Tabela 3. Sequéncia de primers utilizados para identificacao das espécies de estafilococos pelo

sequenciamento do gene /6S ¥RNA, tamanho do produto amplificado e referéncia utilizada.

Iniciador Sequéncia (5°—3°) Pares de base (pb) Referéncia
C70F AGAGTTTGATYMTGGC
B37R__ TACGGYTACCTTGTTACGA 1500 Fox et al. (1995)

4.6. Sensibilidade a antimicrobianos

Todos os isolados obtidos foram submetidos ao teste de disco-difusdo, conforme
recomendado pelo CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021), para
determinagdo dos seus perfis de resisténcia e sensibilidade a antimicrobianos. Os
antimicrobianos selecionados foram: oxacilina (OXA: 1 pg), cefoxitina (CFO: 30 pg),
penicilina (PEN: 10 UI), ciprofloxacina (CIP: 5 ug), cloranfenicol (CLO: 30 ug), clindamicina
(CLI: 2 pg), eritromicina (ERI: 15 pg), gentamicina (GEN: 10 pg), nitrofurantoina (NIT: 300
ng), rifampicina (RIF: 5 pg), sulfametoxazol-trimetoprima (SUT: 1,25/23,75 pg) e tetraciclina
(TET: 30 ng). Os breakpoints utilizados para a mensuragdo dos halos de inibig¢do obtidos foram
de acordo com as diretrizes do CLSI para patdégenos veterindrios VET01S-EdS e patdgenos
humanos M100-Ed31 (CLSI, 2021). Staphylococcus aureus ATCC® 25923 foi utilizada como
controle. Os isolados que apresentavam resisténcia a trés ou mais classes antimicrobianas eram

classificados como MDR (Sweeney et al., 2018).

4.7. Identificacao de Staphylococcus resistentes a meticilina

Os isolados que apresentaram resisténcia a oxacilina ou cefoxitina no método de disco-
difusdo foram submetidos a PCR para detec¢ao do gene mecA (Tabela 4) (Murakami et al.,
1991). De acordo com o CLSI (2021), resisténcia fenotipica a oxacilina € preditora para
resisténcia a meticilina em S. pseudintermedius, S. epidermidis e S. schleiferi e cefoxitina para
S. aureus, S. lugdunensis, S. epidermidis e estafilococos ndo identificados a nivel de espécie.
Ambos antimicrobianos foram testados em todas as estirpes, para avaliar o comportamento da
resisténcia. Para controle positivo, foi utilizada uma estirpe de referéncia contendo o gene mecA

oriunda de estudos anteriores (Viegas et al., 2022; Santana et al., 2023) e como controles
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negativos foi utilizada 4dgua ultrapura com os demais reagentes da PCR e, também, DNA de

isolados sensiveis a oxacilina/cefoxitina.

Tabela 4. Sequéncias de primers utilizados para detec¢ao do gene mecA, pares de base e

referéncia utilizada.

Iniciador Sequéncia (5°—3’) Pares de base (pb) Referéncia
mecA F AAAATCGATGGTAAAGGTTGG 513 Murakami et
mecA R AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC al. (1991)

4.8. Caracterizacdo molecular por MLST de S. haemolyticus resistentes a meticilina

As estirpes caracterizadas como MRSH foram submetidas a amplificacdo dos sete genes
utilizados na técnica de MLST, descrito anteriormente por Cavanagh et al. (2012) e Panda et
al. (2016). Os primers utilizados para amplificacdo dos genes estdo descritos na tabela 5. Os
produtos foram sequenciados utilizando a ferramenta 3730 XL DNA analyzer (Applied
Biosystems), tendo os cortes e alinhamentos das sequéncias organizadas pelo programa MEGA

X (disponivel em https://www.megasoftware.net/). Os alelos e STs foram analisados de acordo

com a base de dados do PubMLST de Staphylococcus  haemolyticus
(http://pubmlst.org/shaemolyticus/).

Uma arvore do tipo minimum spanning tree foi gerada para visualizagdo dos complexos
clonais, por meio da ferramenta Based Upon Related Sequence Types (eBURST), pelo
programa PHYLOViZ (http://www.phyloviz.net/). Para defini¢do dos complexos clonais, os
agrupamentos de STs deveriam ao menos compartilhar seis alelos (Maiden et al., 2013). As
comparagdes foram realizadas com base nas sequéncias disponiveis dos setes genes de MLST
de S. haemolyticus. Uma arvore filogenética foi criada através do programa MEGA X
(disponivel em https://www.megasoftware.net/) com o modelo de Neighbor-Joining,

configurada pelo iToL v.4 (Cavanagh et al., 2012; Panda et al., 2016; Letunic e Bork, 2021).

Tabela 5. Primers utilizados para amplificacdo dos sete genes de estirpes MRSH no MLST,

tamanho do produto amplificado (pb) e referéncia utilizada.

Iniciador Sequéncia (5°—3°) Pares de base (pb) Referéncia
Arc F AGTGACTCAGTTGAA 520
Arc R AATCTTACCATCTAGG

SH 1200 F CGGTAATGTAACACACGCAGT
SH 1200 R TCTTCCTAGTAGCTGACCAG
HemH F CTGATCGTCAAGCTGAAGCAT

450
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HemH R GTACCTGTGTGACCCTCAGA 450
LeuB F AGCCATAGATTCGCATGGTGT Cavanagh
LeuBR  CCTAATGAACCTGGAATGGTAG 450 et al. (2012)
SH 1431 F TCAGACCAATTCCCAACC 450

SH 1431 R CTTTAGCGTCACGATGGTCG
cfXEF GAAGCACAAATTGATGGTCTGC
c/XER TCTGCCCCATTATCAACACA

Ribose ABCF GAGACGATTCAGCTAAGCAA
Ribose ABC R CGCCTTTCATTAGGCCATTA

450

450

4.9. Analise estatistica

As comparagdes dos resultados entre grupos foram analisadas através do teste Exato de
Fisher e Qui-quadrado, disponiveis na plataforma GraphPad (link para acesso a plataforma:
https://www.graphpad.com/quickcalcs/contingencyl/) e pela plataforma do programa Stata
14.0 (link para acesso ao programa: https://www.stata.com/statal4/). Para as varidveis que
obtiveram significancia estatistica, foi aplicado a razao de chances (OR), através da plataforma
Select ~ Statistical  Services (link para acesso a plataforma: https://select-

statistics.co.uk/calculators/confidence-interval-calculator-odds-ratio/).

5. RESULTADOS
5.1. Dados epidemioldgicos

Do total de 109 animais amostrados, 56 gatos (56/109 - 51,3%) eram fémeas e 53
(53/109 - 48,7%) eram machos, tendo em média 56 meses (mediana = 36 meses). A maioria
dos animais estudados ndo tinha acesso a rua (68/109 - 62,3%), e trés tutores ndo forneceram
tais informacdes (3/109 - 2,7%). Quarenta gatos possuiam contato com a espécie canina (40/109
- 36,6%), sendo que 15 (15/40 - 37,5%) conviviam com um a dois caes, 24 (24/40 - 60%)
conviviam com mais de dois cdes, e para um animal o tutor ndo informou. A maioria dos gatos
conviviam com outros da mesma espécie (86/109 - 78,8%), com 42 (42/86 - 48,8%) convivendo
entre um a dois gatos e 37 (37/86 - 43,1%) residindo com mais de dois gatos. Em relacdao ao
uso de antimicrobianos, 19 gatos (19/109 - 17,4%) possuiam historico de utilizagdao de pelo
menos uma base antimicrobiana, sendo que as principais indicadas foram cefalotina (7/19 -
36,8%), ceftriaxona (6/19 - 31,5%), metronidazol (4/19 - 21,1%) e clindamicina (4/19 - 21,1%)).
Cerca de 40 gatos possuiam pelo menos uma comorbidade (40/109 - 36,6%), das mais variadas

etiologias (tumorais, autoimunes, fingicas, bacterianas e virais) (tabela X).



33

Tabela 6. Comorbidades indicadas pelos tutores na ficha clinica de gatos ndo hospitalizados e

hospitalizados de Belo Horizonte, Minas Gerais.

Comorbidade Gatos ndo hospitalizados  Gatos hospitalizados Total (%)
(%) (%o)
Obstrugao Uretral 0(0,0) 8 (25) 8 (7,5
FeLV 4(5,2) 4 (12,5) 8 (7,5)
Carcinoma de Células 0(0,0) 2 (6,6) 2(1,8)
Escamosas (CCE)
Doenga Renal Cronica 1(1,3) 2 (6,6) 3(2,7)
(DCR)
Doenga Renal Aguda 0(0,0) 1(3,2) 1(0,9)
(IRA)
Dermatite atopica 1(1,3) 0 (0,0) 1(0,9)
Lipidose 0 (0,0) 2 (6,6) 2 (1,8
Toxoplasmose 1(1,3) 1(3,2) 2(1,8)
Micoplasmose 0(0,0) 1(3,2) 1(0,9)
Bronquite Alérgica 1 (1,3) 0 (0,0 1(0,9)
Cardiomiopatia 1(1,3) 0 (0,0) 1(0,9)
Colangite 0 (0,0) 1(3,2) 1 (0,9
Triade Felina 0(0,0) 2 (6,6) 2(1,8)
Peritonite Infecciosa 0(0,0) 1(3,2) 1(0,9)
Felina (PIF)
Obesidade 1(1,3) 0 (0,0) 1(0,9)
Doenca Inflamatoria 0(0,0) 1(3,2) 1(0,9)
Intestinal
Cardiomiopatia 1(1,3) 0 (0,0) 1(0,9)
hipertrofica
Pneumotorax 0(0,0) 1(3,2) 1(0,9
Pielonefrite 0(0,0) 13,2) 1(0,9)
Hipertensao arterial 0(0,0) 1(3,2) 1(0,9
Total (%) 11 (10,1) 29 (26,7) 40 (36,6)

5.2. Identificacdo das espécies estafilococicas

Do total de 81 isolados obtidos de 58 gatos domésticos (53,2%), 57 (57/81 - 70,3%)
foram isolados de gatos ndo hospitalizados e 24 (24/81 - 29,6%) foram isolados de gatos
hospitalizados. Nao houve diferenca estatistica entre o total de isolados pertencentes a gatos
ndo hospitalizados e gatos hospitalizados (p=0,9156). Em relagao ao sitio axilar, 31 (31/81 -
38,2%) 1solados foram obtidos, sendo 18 (58,1%) de gatos nao hospitalizados e 13 (41,9%) de
gatos hospitalizados. Do sitio oral obteve-se um total de 50 isolados (50/81 - 61,7%), divididos
em 39 (78%) de gatos ndo hospitalizados e 11 (22%) de gatos hospitalizados.
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Sessenta e cinco isolados (65/81 - 80,2%) foram identificados com escore acima de 2,0
pela técnica de MALDI-ToF. Oito isolados (8/81 - 9,8%) identificados como S.
pseudintermedius foram confirmados pela PCR do gene nuc (pse), sendo a inica espécie isolada
pertencente ao grupo SIG. Dezesseis isolados (16/81 - 19,7%) foram submetidos ao
sequenciamento do gene rpoB, na qual 12 obtiveram sua identidade confirmada. Quatro
isolados (4,9%) foram submetidos ao sequenciamento do gene /6S rRNA, e todos obtiveram a

confirmacao da sua identidade pela técnica.

S. felis foi a espécie mais comumente isolada no presente estudo (20/81 - 24,7%) (Tabela
6), seguida de S. epidermidis (11/81 - 13,6%), S. pseudintermedius (8/81 - 9,8%) e S.
haemolyticus (7/81 - 8,6%). S. pseudintermedius foi a espécie superior em gatos hospitalizados

(6/24 - 25%) (p=0,0031) tanto no sitio oral (27,3%), como no axilar (23,1%).



Tabela 7. Distribuicdo das espécies estafilococicas isoladas de acordo com a categoria dos gatos amostrados e seus respectivos sitios.

L. Gatos ndo hospitalizados Gatos hospitalizados o
Espécies isoladas . - Total (%)
Oral (%) Axilar (%) Total (%) Oral (%)  Axilar (%) Total (%) p valor*
S. felis 15 (38,5) 1(5,95) 16 (28,1) 2 (18,2) 2 (15,4) 4 (16,7) 0,2771 20 (24,7)
S. epidermidis 5(12,8) 5(27,8) 10 (17,5) 0 (0,0) 1(7,7) 1(4,2) 0,4699 11 (13,5)
S. pseudintermedius 0 (0,0) 2(11,1) 2(3,9) 3(27,3) 3(23,1) 6 (25,0) 0,0031 8(9,9)
S. haemolyticus 1(2,6) 2(11,1) 3(5,3) 2 (18,2) 2 (15,4) 4 (16,7) 0,4226 7 (8,6)
S. aureus 5(12,8) 0 (0,0) 5(8,8) 1(9,1) 0 (0,0) 1(4,2) 0,4699 6 (7,4)
S. capitis 3(7,7) 2(11,1) 5(8,8) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0,1342 5(6,2)
S. xylosus 251 2(11,1) 4(7,0) 1(9,1) 0 (0,0) 1(4,2) 0,6264 5(6,2)
S. warneri 251 1(5,9) 3(5,3) 0 (0,0) 1(7,7) 1(4,2) 0,8352 4(4,9)
S. pettenkoferi 1(2,6) 0 (0,0) 1(1,7) 19,1) 1(7,7) 2 (8,3) 0,1522 33,7
S. pseudoxylosus 0(0,0) 1(5,5) 1(1,7) 0 (0,0) 1(7,7) 1(4,2) 0,5229 2(2,5)
S. simulans 2(51) 0 (0,0) 2 (3,9 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0,3528 2(2,9)
S. lentus 1(2,6) 1(5,9) 2(3,9) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0,3528 2(2,9)
S. saprophyticus 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(7,7) 1(4,2) 0,1210 1(1,2)
S. nepalensis 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(9,1) 0 (0,0) 1(4,2) 0,1210 1(1,2)
S. hominis 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(7,7) 1(4,2) 0,1210 1(1,2)
S. lugnudensis 0 (0,0) 1(5,5) 1(1,7) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0,1210 1(1,2)
S. sciuri 1(2,6) 0 (0,0) 1(1,7) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0,1210 1(1,2)
Staphylococcus sp. 1(2,6) 0 (0,0) 1(1,7) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0,1210 1(1,2)
Total (%) 39 (100) 18 (100) 57 (100) 11 (100) 13 (100) 24 (100) 0,9156 81 (100)

*calculado a partir da soma entre gatos néo hospitalizados e gatos hospitalizados (descritivo)
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5.3. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos e espécies estafilocdcicas resistentes a
meticilina

No geral, resisténcia a penicilina foi superior nos isolados obtidos (50/81 - 61,7%)
(»=0,0001) seguida de oxacilina e eritromicina (35,8% e 32%, respectivamente). Por outro
lado, nitrofurantoina (81/81 - 100%) destacou-se pela superioridade de isolados sensiveis
(»<0,0001) seguido de cloranfenicol e ciprofloxacino (98,7% e 87,7%, respectivamente)

(figura 4).
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Figura 4. Perfil de resisténcia antimicrobiana dos isolados de gatos ndo hospitalizados (A) e

hospitalizados (B).

Treze isolados identificados como S. felis foram sensiveis a todos os antimicrobianos
(13/20 - 65%), sendo que dez isolados (10/13 - 77%) foram provenientes de gatos ndo
hospitalizados e trés (3/13 - 23,1%) de gatos hospitalizados. Vinte e um isolados (21/81 - 26%)
foram classificados como multirresistentes, tendo uma frequéncia superior em gatos
hospitalizados (12/24 - 50%) (p=0,0013) e nove (9/57 — 15,8%) em gatos ndo hospitalizados

(Figura 5). A presenga de multirresisténcia foi superior na espécie S. pseudintermedius (6/21 -
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28,6%) (p= 0,0008), na qual cinco estirpes pertenciam a gatos hospitalizados, sendo isoladas

tanto do sitio oral como do axilar.

Gatos ndo hospitalizados

7,0%
84,2%

Sem multirresisténcia
B Multirresisténcia — g
Resisténcia a 3 classes
Resisténcia a 4 classes Gatos hospitalizados
[ Resisténcia a 5 classes

I Resisténcia a =5 classes

50,0%

Figura 5. Demonstrac¢do do percentual de isolados estafilococicos multirresistentes de acordo

com a categoria dos animais amostrados.

Quinze isolados (15/81 - 18,5%) foram positivos para a presenga do gene mecA,
portanto, sendo caracterizados como resistentes a meticilina. Fenotipicamente, 13 isolados
(86,7%) apresentaram resisténcia a oxacilina e cefoxitina e duas estirpes apresentaram
resisténcia a cefoxitina (13,3%). Seis isolados (6/15 - 40%) resistentes a meticilina foram
detectados em gatos ndo hospitalizados e nove (9/15 - 60%) foram detectados em gatos
hospitalizados, havendo uma associacao entre a hospitalizagao desses animais e a presenca de
isolados MDR/MRS (p= 0,0388). Cinco MRSP de trés diferentes animais foram detectados
(5/15 - 33,3%), todos pertencentes a gatos hospitalizados, sendo trés recuperados do sitio oral
e dois identificados no sitio axilar. As outras espécies resistentes a meticilina (MRS) foram S.
haemolyticus (4/15 - 26,7%), S. epidermidis, S. lentus (ambos 2/15 - 13,3%), S. pettenkoferi e
S. capitis (ambos 1/15 - 6,7%) (figura 6). Nao houve a detec¢do de isolados MRSA no presente

estudo.
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S. capiris

S. epidermidis
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® Gato ndo hospitalizado  m Gato hospitalizado

Figura 6. Espécies estafilococicas MRS encontradas no presente estudo. As barras vermelhas
representam os MRSP obtidos de gatos hospitalizados e as barras azuis indicam os MRSP

recuperados de gatos ndo hospitalizados.

5.4. 8. haemolyticus resistente a meticilina (MRSH)

Foram detectados quatro isolados S. haemolyticus (26,6%) resistentes a meticilina, trés
obtidos de gatos hospitalizados e um obtido de um gato em domicilio. Os trés gatos
hospitalizados possuiam comorbidades e estavam sob tratamento antimicrobiano. Ja o gato nao
hospitalizado estava saudavel e sem histérico de uso de antimicrobiano. Esse animal, porém,
possuia acesso a rua e o tutor nos informou que sua residéncia era proxima de um hospital

humano (350 metros).

Os trés isolados MRSH de gatos hospitalizados possuiam o mesmo perfil fenotipico de
resisténcia (resistentes a OXA-CFO-PEN-GEN-ERI-CLI-CIP-SUT-RIF-TET), sendo todas
sensiveis a cloranfenicol e nitrofurantoina. Dois deles foram recuperados do sitio oral € um do
sitio axilar, e o intervalo de coleta entre eles foi relativamente proximo (nove dias no total). O
isolado MRSH recuperado de um gato ndo hospitalizado possuia um perfil de resisténcia
diferente dos isolados citados anteriormente (OXA-CFO-PEN-ERI-TET), sendo sensivel a
gentamicina, clindamicina, ciprofloxacina, sulfametoxazol-trimetoprima, cloranfenicol,

rifampicina e nitrofurantoina.

Na anélise MLST, foram detectados dois perfis alélicos ja conhecidos e descritos no
banco de dados do PubMLST de S. haemolyticus: ST3, representado pelos trés isolados de gatos

hospitalizados, e ST8, caracterizando o isolado MRSH detectado em um gato nao hospitalizado.
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Na analise eBURST, foi observado que o ST3 ¢ o fundador de um complexo clonal (CC3), do

qual o ST8 parece descender, com variagdo de apenas dois loci (DLV) (Figuras 7 e 8).

Legend 7{ \NL\

Figura 7. Analise e BURST configurada pelo programa PHYLOViZ com a populagdo de S.
haemolyticus, considerando apenas SLV. Em cinza estdo os STs depositados no banco de dados

do PubMLST e em vermelho os STs detectados no presente estudo. No corte I € observado o
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CC3, na qual o ST3 ¢ o fundador, agrupando STs relatados em humanos (em azul), um ST
relatado em cdo (137, laranja) e um ST relatado em um felino doméstico (136, lilas). No corte

IT ¢ observado o ST8, evolutivamente préximo ao CC3.
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Figura 8. Arvore filogenética formulada através da anélise dos setes genes concatenados do MLST de S. haemolyticus, pelo programa iToL.
Estrelas em vermelho indicam os isolados encontrados em gatos hospitalizados (clinica) e a estrela azul indica o isolado encontrado em um gato

nao hospitalizado (residéncia). Tridngulos indicam o sitio na qual os isolados foram encontrados e quadrados coloridos demostram o perfil de

resisténcia antimicrobiana.
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Nao houve associacdo entre colonizagdo por estirpes MDR/MRS, sexo, faixa etaria dos

animais, convivio com outros animais ou acesso a rua. Ja o uso de antimicrobianos, a

hospitalizagdo, bem como a presenca de comorbidades foram associados a aquisicdo de

estafilococos MDR/MRS (p=<0,05) (Tabela 7). Animais com historico de tratamento

antimicrobiano, em ambiente hospitalar e com presenca de comorbidades apresentaram 14

vezes, cerca de quatro vezes e aproximadamente trés vezes mais chance de adquirirem

estafilococos MDR/MRS, respectivamente.

Tabela 8. Varidveis analisadas como fatores de risco para aquisi¢do de isolados MDR/MRS

em gatos domésticos.

Variavel *MDR/MRS p value 0dds Ratio
Sexo
Fémeas 7/56 p=0,3059 -
Machos 11/53
Faixa etaria
1 més a2 anos (A) 10/36 AxBp=02978 -
2 anos a 6 anos (B) 8/45 BxCp=0,7574
6 anos 2 > 10 anos (C) 4/28
Convivio com outros animais**
Sim 14/90 p=1,0000 -
Nao 1/12
Acesso a rua**
Sim 6/38 p=1,0000 -
Nao 10/68
Comorbidades
Sim 11/40 p=0,0304 2,71
Nio 7/69
Hospitalizaciao
Sim 9/32 p=0,0388 3,38
Nao 8/77
Uso de antimicrobianos
Sim 11/20 p<0,0001 14,32
Nio 7/89

*por animal
**sem contabilizar Nao Informado (NI)

6. DISCUSSAO

O presente estudo identificou e analisou as espécies estafilocdcicas que colonizam gatos

ndo hospitalizados e gatos hospitalizados, bem como verificou o perfil de resisténcia de isolados

recuperados do sitio oral e axilar desses animais. Foram isoladas 81 estirpes estafilococicas de
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58 gatos domésticos, em que a maioria era pertencente a gatos nao hospitalizados (70,3%).
Esse percentual de isolamento em gatos ndo hospitalizados pode estar associado ao menor uso
de antimicrobianos nesses animais no periodo do estudo, permitindo uma maior detec¢ao de
isolados estafilococicos. Do contrario, gatos hospitalizados sdo mais expostos ao uso de
antibioticoterapia, na qual pode interferir tanto na sensibilidade de isolamento de estafilococos,

quanto nas espécies isoladas (SanMiguel et al., 2017; Tizard e Jones, 2018).

Do total de isolados obtidos, 65 (80,2%) foram identificados pela técnica de MALDI-
ToF, demonstrando uma 6tima eficacia para determinar as espécies estafilococicas dos gatos
amostrados. Esse método, amplamente empregado para a identificacdo de espécies bacterianas
devido a sua rapidez e confiabilidade dos resultados, esta cada vez mais presente em estudos
cientificos e na clinica médica humana (Florio et al., 2019; Tsuchida et al., 2020; Oviafio e
Rodriguez-Sanchez, 2021). De fato, a literatura sugere que o MALDI-ToF ¢ eficiente na
detecgdo da maioria das espécies de Staphylococcus spp., tanto CoNS quanto CoPS (Kim et al.,

2019; Teixeira et al., 2019; Wanecka et al., 2019; Pérez-Sancho et al., 2020).

Uma excecdo sdo as espécies pertencentes ao grupo SIG, onde a especificidade do
MALDI-ToF para diferenciagdo dentro do grupo ¢ menor (Murugaiyan et al., 2014; Silva et al.,
2015). Para garantir a correta identificagdo no presente estudo, todos os isolados identificados
como S. pseudintermedius por MALDI-ToF foram submetidos a técnica de PCR para detec¢ao
do gene nuc (Murugaiyan et al., 2014; Silva et al., 2015; Yarbrough et al., 2018). Com esse
algoritmo, apenas 16 das 81 amostras (19,75%) necessitaram de sequenciamento dos genes

rpoB e/ou 16S rRNA, finalizando as etapas de identificacdo do presente estudo.

Observou-se que gatos ndo hospitalizados possuiam uma maior diversidade de espécies
estafilococicas, corroborando com o estudo realizado por Bierowiec e colaboradores (2019),
que avaliou o perfil de colonizacdo estafilocdcica em gatos saudédveis e doentes na Polonia.
Sugere-se que esse achado pode estar relacionado ao equilibrio da microbiota em relacdo aos
outros microrganismos colonizadores, que permite uma maior diversificagcdo de espécies
bacterianas, sobretudo estafilococos (Rossi et al., 2017; Bierowiec et al., 2019; Sondorova et
al., 2021). Nesse grupo, o sitio oral obteve o maior nimero de isolados estafilocdcicos, sendo
identificadas espécies ja descritas em estudos anteriores sobre a microbiota oral de gatos

saudaveis (Rossi et al., 2017; Sondorova et al., 2021).

S. felis foi a espécie mais comum isolada no presente estudo, principalmente do sitio

oral de gatos ndo hospitalizados. Extremamente adaptada aos felinos domésticos, S. felis € o
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principal representante estafilococico compondo a microbiota de gatos saudaveis (Bierowiec et
al., 2019; Older et al., 2021). As outras espécies frequentemente isoladas nos gatos nao
hospitalizados no presente estudo, como S. epidermidis, S. aureus e S. capitis, ja foram descritas
colonizando gatos saudaveis, sugerindo que podem fazer parte da microbiota desses animais

(Bierowiec et al., 2019; Cheung e Chan, 2022; Abdullahi et al., 2022).

S. aureus foi isolado majoritariamente da cavidade oral de gatos ndo hospitalizados, o
que difere de alguns estudos, na qual essa espécie foi comumente identificada na pele e narinas
de felinos domésticos (Bierowiec et al., 2016; Bierowiec et al., 2019; Abdullahi et al., 2022).
Esse resultado pode ser explicado devido a cavidade nasal e oral se comunicarem pela
orofaringe, havendo uma distribui¢do de S. aureus em ambos os sitios (Ma et al., 2020). Além
disso, os felinos possuem o habito de se lamberem constantemente, o que pode favorecer o
transporte de S. aureus da pele para a cavidade oral desses animais e vice-versa (Khairullah et

al., 2023; Waruwu et al., 2023).

No que se refere aos gatos hospitalizados, foi observado uma menor diversidade de
espécies, sendo estes isolados recuperados similarmente do sitio oral e axilar. A espécie mais
frequentemente isolada de gatos hospitalizados foi S. pseudintermedius, o que chama atencao,
J& que essa espécie ¢ um comum colonizador de cdes, mas também um importante patégeno
associado a doengas cutaneas e feridas cirurgicas nessa espécie (Viegas et al., 2022; Fabregas
et al., 2023; Santana et al., 2023). Neste trabalho, foi possivel observar que gatos doentes sdao
mais predispostos a serem colonizados por S. pseudintermedius, corroborando com estudos
anteriores (Bierowiec et al., 2019; Bierowiec et al., 2021). A segunda espécie mais isolada de
gatos hospitalizados foi S. haemolyticus, patdgeno comumente associado a infecc¢des
hospitalares, sobretudo causando sepse em bebés prematuros e infeccdes nosocomiais diversas
em adultos internados em UTIs (Czekaj et al., 2015; Westberg et al., 2022; Lin et al., 2022). O
presente achado corrobora ainda com estudos anteriores que identificaram S. haemolyticus em

cdes e gatos com historico de hospitalizacao (Bierowiec et al., 2019; Citron et al., 2023).

Como mencionado anteriormente, gatos hospitalizados sdo mais expostos aos
antimicrobianos, situagdo que possivelmente favorece uma menor diversificagdo de espécies
estafilococicas na microbiota oral e cutanea (Ferrer et al., 2017; Bierowiec et al., 2019). Dessa
forma, algumas estirpes, geralmente mais resistentes e adaptadas as terapias antimicrobianas,
tendem a ser isoladas, como S. pseudintermedius e S. haemolyticus (Rademacher et al., 2021;

Joetal., 2021). Ambas espécies sdo conhecidas ainda por apresentarem certa adaptabilidade ao
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ambiente hospitalar, sendo associadas a uma diversidade de infecgdes, o que, a partir dos
resultados descritos neste estudo, se torna um fator de risco preocupante de disseminagao desses
patogenos aos animais internados, mas potencialmente também aos veterindrios, bem como aos

tutores (Czekaj et al., 2015; Eltwisy et al., 2022; Abdullahi et al., 2022).

Notoriamente, gatos hospitalizados tiveram 50% de seus isolados estafilocécicos
resistentes a trés ou mais classes antimicrobianas, percentual elevado ao de gatos nao
hospitalizados (15,8%). Esse dado ¢ preocupante, visto que o ambiente hospitalar favorece o
aparecimento e dispersdo de isolados resistentes, principalmente devido ao uso intenso de
terapia antimicrobiana nos pacientes (Guardabassi, 2012; Afshar et al., 2023). O presente estudo
encontrou ainda uma elevada frequéncia de resisténcia as penicilinas, mas também aos
macrolideos, corroborando com estudos anteriores em caes e animais silvestres (Santana et al.,
2022a; Santana et al., 2022b; Viegas et al., 2022; Santana et al., 2023). E importante lembrar
ainda que macrolideos e penicilinas sdao comumente usados na medicina veterinaria, o que
potencialmente gera uma dispersdo de bactérias resistentes que acabam por colonizar pequenos

animais (Guardabassi et al., 2004; Collignon et al., 2016; Morrison e Zembower, 2020).

Houve uma associacao entre a multirresisténcia e S. pseudintermedius, resultado que
corrobora com estudos anteriores e reforca a alta facilidade de adquirir genes de resisténcia
dessa espécie (Maksimovi¢ et al., 2022; Viegas et al., 2022; Santana et al., 2023). Também foi
observado que gatos hospitalizados tem trés vezes mais chances de serem colonizados por
estafilococos MDR do que gatos ndo hospitalizados, corroborando com outros trabalhos, que
descrevem a hospitalizacdo de pequenos animais como fator de risco para aquisi¢do de

estafilococos MDR (Gronthal et al., 2014; Santana et al., 2023).

No presente estudo, S. felis se destacou pela alta sensibilidade a maioria dos
antimicrobianos, tendo quase dois tercos dos isolados sensiveis a todos os compostos testados.
Vale ressaltar que essa espécie ¢ comumente isolada de gatos saudaveis, tanto do sitio oral como
axilar, sendo um dos principais agentes colonizadores de felinos domésticos (Muniz et al., 2013;
Bierowiec et al., 2019). A partir desse resultado, comparando-se gatos ndo hospitalizados e
gatos hospitalizados, pode-se observar que o uso de antimicrobianos e o ambiente hospitalar
favorecem uma possivel mudanca da microbiota. Nesse contexto, pode-se hipotetizar que,
gracas a ampla sensibilidade de S. felis @ maioria dos antimicrobianos, sua prevaléncia acaba
sendo menor em animais internados, comumente sob antibioticoterapia. Por outro lado, S.

pseudintermedius, reconhecido por sua adaptacdo ao ambiente hospitalar e com grande
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capacidade de adquirir genes de resisténcia, pode ser favorecido no contexto de hospitaliza¢ao
(Lehner et al., 2014; Bierowiec et al., 2019; Bierowiec et al., 2021). Essa hipotese explicaria,
pelo menos em parte, tanto a mudanga nas espécies isoladas quanto na maior probabilidade de

isolamento de Staphylococcus spp. multirresistentes e MRS no presente estudo.

Neste estudo, houve a detec¢ao de 15 isolados MRS (18,5%), ambos recuperados nos
dois grupos amostrados, principalmente de gatos hospitalizados. A resisténcia a meticilina
representa atualmente um sério problema de satude global, sendo responsavel por internagdes
prolongadas e aumento dos indices de mortalidade (Tasneem et al., 2022; Breyer et al., 2023).
Cada vez mais presente na clinica médica veterindria, isolados MRS representam um risco a
saude humana e animal, principalmente em pequenos animais, dificultando o tratamento, bem
como expondo tutores e veterinarios ao risco de disseminagdo desses isolados (Elmoslemany

et al., 2021; Adiguzel et al., 2022).

Cinco MRSP foram obtidos de gatos hospitalizados, corroborando com estudos
anteriores que isolaram essas estirpes em caes e gatos internados (Bierowiec et al., 2021; Papié¢
et al., 2021). A alta prevaléncia de MRSP ¢ descrita na maioria dos estudos na espécie canina,
devido a predilecao de S. pseudintermedius por colonizar diversos sitios em caes, se comparado
com a espécie felina (Viegas et al., 2022; Fabregas et al., 2023). A detec¢do de MRSP em gatos
hospitalizados pode estar associada ao contato indireto com cdes durante o periodo de
internacao, principalmente por meio da manipulagdo veterinaria desses animais (Soimala et al.,

2020; Bierowiec et al., 2021; Santana et al., 2023).

Outras espécies resistentes a meticilina de importancia clinica, como S. haemolyticus,
foram detectadas neste estudo. S. haemolyticus resistentes a meticilina sdo preocupantes na
medicina humana, pois sdao considerados altamente patogénicos e perigosos em infecgoes
hospitalares oportunistas (Cavanagh et al., 2014; Czekaj et al., 2015; Nakase et al., 2019; Xu et
al., 2020). O isolamento dessa espécie em gatos hospitalizados ¢ alarmante, visto que ndo ¢ um
microrganismo comumente encontrado na microbiota de felinos, sugerindo que essas estirpes
MRS podem ter sido transmitidas a esses animais durante o periodo de internagdo (Weiss et al.,

2013; Bean et al., 2017; Citron et al., 2023).

Nesse estudo, trés isolados MRSH foram detectados, no qual apresentaram
caracteristicas similares entre si. Na analise MLST, os trés isolados MRSH detectados em gatos
hospitalizados pertenciam ao mesmo tipo de sequéncia: o ST3. Ambos apresentaram o mesmo

perfil de resisténcia a antimicrobianos, bem como foram isolados em um curto intervalo de
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tempo, o que sugere uma possivel dissemina¢ao de um clone MRSH entre os felinos amostrados
no ambiente hospitalar (Bean et al., 2017; Citron et al., 2023). Na analise eBURST, o ST3 ¢
agrupado como fundador de um complexo clonal, englobando STs isolados de humanos e de
outros animais, demostrando a capacidade de evolucdo e disseminagdo dessa espécie em

diferentes hospedeiros (Cavanagh et al., 2014; McManus et al., 2015; Jolley et al., 2018).

O isolado MRSH obtido de um gato ndo hospitalizado, por sua vez, pertence a outro
tipo de sequéncia: o ST8. Esse ST também ¢ descrito em humanos e animais, inclusive em
estudos avaliando o ambiente hospitalar, principalmente em humanos (Cavanagh et al., 2012;
Weiss et al., 2013; Kornienko et al., 2016; Montelongo et al., 2022). Curiosamente, o gato nao
hospitalizado na qual o ST8 foi detectado, possuia livre acesso a area externa da sua residéncia,
que fica proxima de um hospital humano. De qualquer forma, chama atencao a detec¢ao de um
isolado MRS em um animal fora do ambiente hospitalar, o que reforga o desafio que vivemos

no contexto da resisténcia antimicrobiana em espécies de Staphylococcus.

Um dado a ser destacado no presente estudo sdo os gatos que possuiam historico de
tratamento antimicrobiano (17,4%). As bases utilizadas e descritas no questionario (cefalotina,
ceftriaxona, metronidazol e clindamicina) sdo de uso comum na medicina veterinaria no
tratamento de diversas doencas, presentes também em protocolos pos-cirdrgico de algumas
intervengdes, como castracao e retirada de tumores (Dorsch et al., 2015; Gochenauer et al.,
2019; Hasib et al., 2020). Além disso, houve uma associacdo entre a detec¢do de isolados
MDR/MRS e gatos que apresentavam comorbidades (p= 0,0304). Vale destacar que esses
animais do presente estudo acometidos por doengas sdo mais propensos a serem colonizados
por patogenos de importancia clinica, sobretudo agentes oportunistas, devido ao estado
imunossupressor que desenvolvem ao longo do tratamento (Xenoulis e Fracassi, 2022; Geddes

e Aguiar, 2022; Melo et al., 2023).

A hospitalizagdo bem como o uso de antimicrobianos foram os principais fatores de
risco associados aos isolamentos de estafilococos multirresistentes e resistentes a meticilina.
Diversos estudos apontam a hospitalizagdo veterinaria como fator determinante na aquisi¢ao de
estafilococos MDR/MRS, devido ao intenso uso de terapias antimicrobianas no tratamento dos
animais internados (Loncaric et al., 2019; Viegas et al., 2022; Santana et al., 2023). Esse
resultado ¢ observado na maioria das clinicas e hospitais veterinarios, visto que protocolos de

higienizacdo e desinfec¢ao sdo pouco empregados entre técnicos € médicos veterinarios, sendo
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um cofator para a disseminacdo de estafilococos MDR/MRS entre animais e profissionais na

medicina veterinaria (Weese e Duijkeren, Van, 2010; Youn et al., 2014; Santana et al., 2023).

Este trabalho ¢ o primeiro a analisar o perfil de colonizagdao, bem como a resisténcia a
antimicrobianos e diversidade genética de Staphylococcus spp. em gatos nao hospitalizados e
hospitalizados no Brasil. Adicionalmente, este estudo identificou fatores de risco para a
colonizagao por estirpes MDR/MRS em felinos domésticos, contribuindo para o conhecimento
a respeito de como os gatos podem albergar diversas espécies estafilococicas. Além disso, foi
notorio como a hospitaliza¢do e o uso de antimicrobianos influencia na microbiota dos felinos
domésticos, sendo importante estudos nesse ambito para determinar o grau de interferéncia da

acdo antimicrobiana no organismo desses animais.

7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou diferencas no padrdo de colonizacao de Staphylococcus
em gatos ndo hospitalizados e hospitalizados, sugerindo que S. felis ¢ mais comum em gatos
ndo hospitalizados, enquanto S. pseudintermedius estd associado a colonizagdo de gatos
hospitalizados. Foi revelado ainda uma associagdo entre a deteccao de Staphylococcus
multirresistentes € o uso prévio de antimicrobianos, animais que apresentam comorbidades e

hospitalizagao.

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

A analise gendmica dos isolados MRSP detectados em gatos hospitalizados permitira
determinar qual ST estd presente nesses animais, bem como a detec¢ao de genes de resisténcia,
plasmideos e outros elementos genéticos moveis, além de permitir ainda a investigagao da

possivel clonalidade dessas estirpes.
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APENDICES
APENDICE A

Tabela 9. Espécies estafilococicas identificadas e seu perfil de resisténcia a antimicrobianos de gatos ndo hospitalizados em Belo Horizonte, Minas Gerais, entre

junho a outubro de 2022.
Espécies N°isolados OXA __ CFO PEN GEN ERI CLI CIP NIT STX CLO RIF TET  MDR MRS
. felis 16 1 0 3 0 3 4 0 0 0 0 0 1 3 0
. (28,1) (1,7) (0,0) (5,3) (0,0) (5,3) (7,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (1,7) (1,7) (0,0)
S. epidermidis 10 1 3 8 2 3 0 0 0 0 0 0 1 1 1
- P (17.,5) (1,7) (5,3) (14) 3.5) (5,3) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (1,7) (1,7) (1,7)
S. pseudintermedius 2 0 0 ! 0 ! ! 0 0 ! ! ! ! ! 0
3.5) (0,0) (0,0) (1,7) (0,0) (1,7) (1,7) (0,0) (0,0) (1,7) (1,7) (1,7) (1,7) (1,7) (0,0)
S, haemolvricus 3 1 1 3 0 2 0 0 0 0 0 0 1 1 1
. Y (5,3) (1,7) (1,7) (5,3) (0,0) (3,5) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (1,7) (1,7) (1,7)
S, aurens 5 4 0 5 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(8,8) (7,0) (0,0) (8,8) (0,0) (5.3) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
S cairis 5 1 1 4 1 2 1 0 0 1 0 0 1 1 1
- cap (8.,8) (1,7) (1,7) (7,0) (1,7) 3.,5) (1,7) (0,0) (0,0) (1,7) (0,0) (0,0) (1,7) (1,7) (1,7)
S volosus 4 1 0 4 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0
- X (7,0) (1,7) (0,0) (7,0) (0,0) (1,7) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (1,7) (0,0) (0,0)
S warneri 3 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
. (5.3) (0,0 (0,0) (3.,5) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
. pettenkoferi 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
P (1,7) (0,0 (1,7) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (1,7)
S pseudosl 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
- PSeuaoxyiosus (1,7) (0,0) (0,0) (1,7) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
S simulans 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
. 3.5) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
S lomtus 2 2 2 2 0 0 2 0 0 0 0 0 2 2 2
. 3.5) (3.5) (3.,5) (3.,5) (0,0) (0,0) (3.,5) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (3.,5) (3.,5) 3.5)
S, nemudensi 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
- fugnudensts (1,7) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (1,7) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
S sciuri 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
. (1,7) (1,7) (0,0) (1,7) (0,0) (1,7) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
Staphylococeus spp. 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(1,7) (1,7) (0,0) (1,7) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
Total (%) 57 13 8 35 3 17 8 0 0 2 1 1 8 9 6

(100) (22,8) (14,0) (61,4) (5,3) (29,8) (14,0) (0,0) (0,0 (3.5 1,7 1,7 (14,0) (12,3) (10,5)




APENDICE B

Tabela 10. Espécies estafilococicas identificadas e seu perfil de resisténcia a antimicrobianos de gatos hospitalizados na clinica MedVet em Belo Horizonte,

Minas Gerais, entre junho a outubro de 2022.

Espécies N° isolados OXA CFO PEN GEN ERI CLI CIP NIT STX CLO RIF TET MDR MRS

S. felis 4 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16,7 (0,0) (0,0) 4,2) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0 (0,0) (0,0 (0,0) 0,0) (0,0)

S. epidermidis 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1
4,2) 4,2) 4,2) 4,2) (0,0) 42) (0,0) 4,2) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) 4,2 4,2 4,2)

S. pseudintermedius 6 5 5 5 3 5 6 5 0 5 0 4 5 5 5
(25,0) (20,8) (20,8) (20,8) (12,5) (20,8) (25,0) (20,8) (0,0) (20,8) (0,0) (16,7) (20,8) (20,8) (20,8)

S. haemolyticus 4 4 4 3 3 4 3 3 0 3 0 3 3 4 3
(16,7) (16,7) (16,7) (12,5) (12,5) (16,7) (12,5) (12,5) (0,0) (12,5) (0,0) (12,5) (12,5) (16,7) (12,5)

S. aureus 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0
4,2 (0,0) 4.2 (0,0) (0,0) 4.2 (0,0) (0,0) (0,0 (0,0) (0,0) (0,0 4,2 4,2 (0,0)

S. xylosus 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,2 (4,2 (4,2 4,2 (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)

S. warneri 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,2 (4,2) (0,0) 4,2 (0,0) 4,2 (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)

S. pettenkoferi 2 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0
8,3 4.2 (0,0) 42 (0,0) (0,0) 4.2 (0,0 (0,0) 4,2) (0,0 (0,0 (0,0) 4,2 (0,0

S. pseudoxylosus 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,2 (0,0) (0,0) 4,2 (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)

S. hominis 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,2 (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)

S. nepalensis 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
42 (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0 (0,0) (0,0) (0,0 (0,0 (0,0)

S. saprophyticus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,2 (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)

Total (%) 24 13 12 14 6 12 10 9 0 9 0 7 10 12 9

(100) (54,2) (50,0) (58,3) (25,0) (50,0) (41,7) (37,5 0,0) (37.,5) (0,0) (29,2) (41,7) (45.8) (37,5
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