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SIMOES, Caio Nunes Christoffe. Levantamento e perfil de resisténcia a meticilina em bactérias
do género Staphylococcus spp. isoladas a partir de cées do Setor de Acolhimento e
monitoramento animal da UFRRJ. 2024. 52p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2024.

RESUMO
O género Staphylococcus spp. é formado por bactérias da pele de humanos e animais.
Funcionalmente divididos em Estafilococos coagulase-positivos (ECP) e Estafilococos
coagulase-negativos (ECN), esses microrganismos comensais podem, eventualmente, causar
infeccbes oportunistas. Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP) e
outras espécies de Staphylococcus spp. meticilina-resistentes (MRS) séo espécies oportunistas
que estdo normalmente presentes na microbiota da pele, trato respiratorio superior, trato
gastrointestinal e cavidade oral de cdes saudaveis. Os registros de infeccbes comunitarias
relacionadas a assisténcia a saude causadas por MRS, em especial Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), aumentam anualmente e geram graves consequéncias a saude
publica. A adocéo € uma pratica que deve ser estimulada na aquisicdo de um céo de estimacéo
por familias de todos os estratos sociais. A convivéncia com animais resgatados enriquece a
vida das familias e contribui para o bem-estar dos proprios cées. Entretanto, o convivio
domiciliar pode promover o intercambio de espécies bacterianas entre céo e tutor, e com elas
genes de resisténcia a antimicrobianos. O presente trabalho buscou identificar e caracterizar o
perfil de resisténcia a beta-lactamicos em 83 isolados de Staphylococcus spp. de diversas
espécies, obtidos a partir de swabs colhidos na superficie corporal de cdes disponiveis para
adocdo no Setor de Acolhimento e Monitoramento Animal (AMA) da UFRRJ. Objetiva-se
contribuir para o entendimento da distribuicdo do gene mecA entre as cepas estafilocdcicas
circulantes na populacdo de caes do Setor AMA, e o papel de Staphylococcus spp. da microbiota
canina como reservatorios para a epidemiologia deste gene. Em um espaco amostral de 65
amostras, foram obtidos 83 isolados de Staphylococcus spp., 50,6% identificados como ECP e
49,4% como ECN de 14 espécies distintas. 21.7% dos isolados apresentaram o gene mecA. A
analise dos dados revelou a presenca de isolados meticilina-resistentes entre ECN e ECP no
ambiente do abrigo, suscitando a implementacdo de medidas de vigilancia sanitéria e

destacando a sua importancia do ponto de vista de Satde Unica.

Palavras chave: Staphylococcus, Resisténcia antimicrobiana, Satde Unica.



SIMOES, Caio Nunes Christoffe. Survey and Antimicrobial Resistance Profile of
Staphylococcus spp. Isolated from Dogs in the Animal Shelter and Monitoring Sector of
UFRRJ. 2024. 55p. Dissertation (Master's in Veterinary Sciences). Veterinary Institute, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

ABSTRACT
The genus Staphylococcus consists of bacteria found on the skin of humans and animals.
These commensal microorganisms are functionally categorized into Coagulase-Positive
Staphylococci (CPS) and Coagulase-Negative Staphylococci (CNS), and can occasionally
cause opportunistic infections. Staphylococcus pseudintermedius and other Methicillin-
Resistant Staphylococcus species (MRSP, MRS) are commonly found in the microbiota of
healthy dogs. The incidence of community-acquired and healthcare-associated infections
caused by MRS, particularly Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), is
increasing annually. Adoption should be encouraged for families from all social strata when
acquiring a pet dog. Living with rescued animals enriches family lives and contributes to the
well-being of the dogs themselves. However, home environments can facilitate the exchange
of bacterial species between dogs and their owners, along with antimicrobial resistance genes.
Through the transfer of genetic elements, bacteria of public health concern may acquire
resistance genes.This study aimed to identify and characterize the beta-lactam resistance
profile in 83 Staphylococcus isolates from various species, obtained from swabs collected
from the body surfaces of dogs available for adoption at the Animal Reception and
Monitoring Sector (AMA) of UFRRJ. The goal was to enhance the understanding of mecA
gene distribution among staphylococcal strains in the canine population at AMA and to
investigate the role of Staphylococcus species as reservoirs of this gene in canine microbiota.
From a sample of 65 specimens, 83 Staphylococcus isolates were obtained, with 50.6%
identified as CPS and 49.4% as CNS, representing 14 distinct species. A total of 21.7% of the
isolates harbored the mecA gene. Data analysis revealed the presence of methicillin-resistant
isolates among CNS and CPS in the shelter environment, underscoring the need for sanitary

surveillance measures and highlighting the importance of a One Health perspective.

Keywords: Staphylococcus, Antimicrobial resistance, One Health.






2.1
2.2
2.3
24

2.6

SUMARIO

INTFOAUGEAOD ... 1
REVISA0 de NITEratura.........coiuvieiiiie it 3
GENero StapnylOCOCCUS SPP. . veuvreirieiie it 3
Staphylococcus spp. coagulase-PoSIitiVOS.........c.veiivreeiireeiiee e 4
Staphylococcus spp. coagulase-Negativos ...........coccvvereeeeiieeeniie e siee e 5
Resisténcia a MELICHING ........cocvveiieiicce e 6
Ambientes de abrigo para Caes errantes..........cccceevvveiiiveeiiie s 13

2.7 Setor de Acolhimento e Monitoramento Animal da Universidade Federal

Rural do Rio de Janeiro: experiéncia de criagdo, implantacdo e estabelecimento do
Projeto AMA no contexto da UFRRJ..........oooiiiiiiii e 13

2.8

4.1
4.2
4.3
4.3.a
4.3.b
4.3.c
4.3.d
43.e
4.3.f
4.3.9
4.4

Adocao e risco zoondtico de carreamento de genes de resisténcia a meticilina
15

(@] 0] 12 {10 LSRR 17
Material € METOUOS. ........eeivieiiiiiiier e 18
Coleta A€ AMOSLIAS. .......eiveeiieiieee et 18
1S01amENtO PIrIMANIO ....ccoviiiiee e 18
Identificac8o fenOtiPICa..........ccviiiiie i 18
Agar Manitol Vermelno de FENOL ..........ccccovoveveuieieeeeeeeeeeee e, 19
Prova da Catalase. ..........cccooiieiiiiiiieiieee e 19
Fermentacdo dos acucares manose € Mmaltose...........ccccveevvveevveecciiee e, 19
Prova da CoaguUISE ..........ccuveiiiie it 20
Prova de VOgeS-PrOSKAUET ...........cccveeiuiiiiiie e ciie e 20
Resisténcia intrinseca a bacitracina 0,04 Ul ..., 20
Identificacdo por MALDI-TOF MS .. 21

Identificaco geNOLIPICA ... ..cveiiieiie e 21



4.4.b Caracterizacdo genotipica através da deteccdo do gene 16s estafilocdcico

22
4.4.c  Deteccdo genotipica do gene mecA estafilocOCiCO.........coovvvviiiiiiinennnnn, 22
4.5 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos..............cccccoovviiieniiiic e 23
5. RESUITAAOS ... 24
6. D 1T 117 Lo RS SRR 28
7. (@0 0] 111570 L= SRR 33

8. R I BINCIAS ..ot ettt 34



1. Introducéo

O continuo aumento da populagdo de animais de companhia é um fendmeno global.
Segundo o relatorio indice de Abandono Brasil de 2023, o total de cies no Brasil era de 82,1
milhdes. Desse total, aproximadamente 25%, ou cerca de 20,2 milhges, eram cées abandonados
(20 milhGes) ou estavam em abrigos para animais (177,6 mil) (MARS, 2024). . A adocdo de
animais de rua é uma pratica comum para familias de todos os estratos sociais. Apesar do
importante papel social da adogdo de cées na mitigacdo do problema do abandono animal no
Brasil, a introducdo de um animal no ambiente doméstico pode representar um risco para a
colonizacdo e infeccdo zoonotica por bactérias potencialmente portadoras de genes de
resisténcia.

O género Staphylococcus é composto por bactérias comensais encontradas na pele e
mucosas de mamiferos e aves. Funcionalmente, sdo divididos em Estafilococos Coagulase-
Positivos (ECP) e Estafilococos Coagulase-Negativos (ECN) e muitos desses
microrganismos podem agir como patogenos oportunistas (MARKEY, 2013). Em cées, a
foliculite bacteriana superficial é a manifestacdo clinica mais comum da piodermite canina,
geralmente causada por Staphylococcus pseudintermedius e outros membros do mesmo género.
Consequentemente, essa condicdo € a principal razdo para o uso de antimicrobianos na clinica
de animais de companhia (HILLIER et al., 2014). Em satde humana, Staphylococcus aureus €
atualmente a segunda bactéria que mais contribui para mortes relacionadas a resisténcia
antimicrobiana (RAM) globalmente, sendo a primeira entre as Gram-positivas. Além disso, é
classificado como um patdgeno prioritario pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2024).
Os ECN sdo atualmente considerados patdgenos nosocomiais e causadores de doencas
transmitidas por alimentos. Além disso, indices alarmantes de RAM tém sido observados em
ECN, com alguns casos apresentando niveis de resisténcia superiores aos encontrados em cepas
de MRSA (JESUMIRHEWE et al., 2024).

Os beta-lactamicos, em especial as penicilinas semi-sintéticas associadas a inibidores
de beta-lactamases e as cefalosporinas, sdo historicamente os farmacos de escolha para
tratamento de infeccBes estafilocdcicas. Entretanto, devido ao uso inadequado de
antimicrobianos verifica-se um continuo aumento da prevaléncia de Staphylococcus spp.
resistentesa  meticilina (MRS) em cdes como comensais ou agentes infecciosos (MISZCZAK

et al., 2023). A administracdo sistemdtica e desnecessariamente prolongada dessas drogas,
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especialmente quando ndo € baseada em cultura e testes de suscetibilidade, contribui para o
aumento da presséo seletiva, favorecendo a disseminacao de cepas resistentes.  (HILLIER et
al., 2014; HORSMAN et al., 2023)

Staphylococcus pseudintermedius meticilina-resistentes (MRSP) e diversas espécies de
ECN meticilina-resistentes (ECN-MR) frequentemente estdo presentes na microbiota de caes
de forma assintomética (GUIMARAES et al., 2023). Essas bactérias provenientes de animais
participam também do surgimento e dispersdo de genes de resisténcia e de viruléncia. Através
de transferéncias horizontais de elementos genéticos, bactérias de interesse para a salde
humana como Staphylococcus aureus também podem adquirir genes de resisténcia e viruléncia
(MERIC et al., 2015).

A resisténcia a beta-lactamicos pode ocorrer, como no caso da resisténcia a penicilina,
por acdo de uma enzima beta-lactamase codificada a partir da sequéncia génica blaZ ou por
uma alteracdo estrutural das proteinas que sdo o alvo do mecanismo de acdo dos beta-
lactdmicos. O gene mecA estéa contido no SCCmec (cassete cromossémico estafilococico mec),
um elemento genéetico movel que pode ser transferido horizontalmente entre bactérias e codifica
a PBP2, uma PBP (Penicilin-binding protein, proteina ligante de penicilina) alterada com baixa
afinidade aos beta-lactdmicos. Essa afinidade bioquimica reduzida impede o efeito de inibicéo
competitiva durante a sintese das ligacdes cruzadas do peptideoglicano da parede, permitindo
a continuidade da infeccdo mesmo frente ao antimicrobiano. (MLYNARCZYK-
BONIKOWSKA et al., 2022)

A transferéncia de estafilococos entre animais e humanos pode ser facilitada por praticas
de manejo inadequadas, como a falta de higiene e a falta de controle de infeccGes em ambientes
domésticos e abrigos para animais. A transmissdo e colonizacao de estafilococos entre humanos
e animais de companhia é uma questdo de satde publica relevante, dado o potencial infeccioso
desses microrganismos e a sua diversidade em termos de espécies, mecanismo de viruléncia e

resisténcia a antimicrobianos.



2. Revisao de literatura

2.1 Género Staphylococcus spp.

O género Staphylococcus esta classificado na familia Staphylococcaceae, ordem
Bacillales, Classe Bacilli, filo Firmicutes (PARTE et al., 2024). De maneira geral, apresentam-
se microscopicamente como células bacterianas cocdides, pequenas, agrupadas em arranjos
irregulares semelhantes a cachos de uva, tétrades, pares e células isoladas, sendo caracterizados
como cocos Gram-positivos. Sdo, em sua maioria, anaerdbios facultativos, imdveis, ndo
produtores de esporos e produtores da enzima catalase (KONEMAN et al., 2008; CARROLL
et al., 2019; MADHAIY AN et al., 2020).

O género Staphylococcus pode ser encontrado na pele e na superficie das mucosas de
animais e seres humanos e algumas espécies sdo reconhecidas como patdgenos oportunistas
importantes (MOSES; SANTOS; GALES, 2023). Por possuirem boa resisténcia ao
dessecamento e a substancias desinfetantes, podem manter-se viaveis no ambiente por algum
tempo, portanto, a transmissdo por fomites pode ser relevante. O estabelecimento da infeccédo
por Staphylococcus spp. geralmente depende de uma solucdo de continuidade. As infeccdes
estafilocdcicas costumam ser secundarias a outras afeccdes, que iniciam a quebra da barreira
cutanea e permitem o estabelecimento da infeccdo (GREENE, 2015).

Em cées, € considerado o microrganismo mais abundante na microbiota da pele
saudavel. Outros géneros bacterianos comensais permanentes ou transitérios da pele canina séo
Corynebacterium spp., Kocuria spp., Macrococcus spp., Propionibacterium spp.,
Pseudomonas spp. e Streptococcus spp. (HORSMAN, 2023). O trabalho de Bradley et al.
(2016) utilizou o sequenciamento do gene 16s ribossomal bacteriano para fazer um
levantamento comparativo entre a microbiota da superficie epidérmica de cdes atopicos e
saudaveis. Segundo os autores, 0os cdes com dermatite atdpica apresentaram reducdo na
diversidade de géneros bacterianos presentes na pele e, a0 mesmo tempo, notou-se aumento nas
populacdes relativas de estafilococos, como Staphylococcus pseudintermedius e de
Corynebacterium spp. O tratamento resultou no restabelecimento da diversidade bacteriana
normal e no desaparecimento progressivo dos sintomas, a medida que a colonizacdo por S.
pseudintermedius decrescia (BRADLEY et al. 2016).

Héa amplos registros de isolamento de Staphylococcus spp. a partir de amostras diversas:
gelo antartico, superficie corporal de animais homeotérmicos como esquilos, baleias, pinguins,

elefantes e pecilotérmicos como peixes e insetos, amostras de alimentos e superficies.



(VRBOVSKA et al., 2020; LEGGIADRO et al., 2009; BERTELLONI et al., 2023; GOULD et
al., 2020).

2.2 Staphylococcus spp. coagulase-positivos

Dentre as espécies de Staphylococcus spp., sabe-se que o0 grupo dos coagulase-
positivos (ECP) € o de maior relevancia clinica. S&o caracterizados como os principais agentes
etiologicos de afeccbes clinicas em humanos e, esporadicamente, também em animais de
companbhia, causando infec¢bes cutaneas, endocardites, cistites, pneumonias e infeccbes de sitio
cirtrgico. (ROBBINS, 2013).

Atualmente, o grupo dos ECP é formado pelas espécies Staphylococcus aureus, S.
coagulans (anteriormente S. schleiferi subsp. coagulans), S. hyicus (coagulase-  variavel), S.
lutrae, S. agnetis (coagulase-variavel), S. cornubiensis, S. intermedius, S. pseudintermedius e
S. delphini, que também pertencem ao Grupo S. intermedius (GSI) (FATEN BEN CHEHIDA et
al., 2024). A espécie S. ursi, descrita por pesquisadores em 2020 (PERRETEN, 2020) a partir
de amostras coletadas em ursos negros nos Estados Unidos da América, foi inicialmente inclusa
no GSI, entretanto, sem adesdo completa da comunidade cientifica até o momento da producéo
do presente trabalno (MACFADYEN; PATERSON, 2024).

A espécie mais relevante para a saude humana é Staphylococcus aureus, em funcéo de
sua ampla gama de mecanismos de viruléncia e presenca disseminada de cepas multidroga
resistentes (MDR), em especial as cepas de S. aureus meticilina-resistentes (MRSA). S. aureus
é 0 agente causador mais comum de infeccGes de pele e tecidos moles, e pode também provocar
diversas outras infeccGes, como pneumonia, osteomielite, além de infec¢Bes potencialmente
fatais, como sepse e endocardite infecciosa (YAMAZAKI et al., 2024). Além disso, S. aureus
pode contaminar alimentos e produzir exotoxinas e superantigenos que causam intoxicacao
alimentar grave (HENNEKINNE; DE BUYSER; DRAGACCI, 2012). Alguns mecanismos de
viruléncia de S. aureus incluem: Presenca de polissacarideos capsulares que conferem a
capacidade de formacdo biofilmes, presenca de adesinas promotoras de adesdo celular,
producdo de hemolisinas, leucocidinas (promovem respectivamente a lise eritrocitaria e
leucocitaria, respectivamente) e toxinas esfoliativas estafilococicas que causam a
desorganizacao e destruicdo de tecidos epiteliais (CHEUNG; BAE; OTTO, 2021).

As espécies mais relevantes para humanos e animais sdo, respectivamente,
Staphylococcus aureus e os isolados pertencentes ao Grupo Staphylocococcus intermedius
(GSI) (S. intermedius, S. pseudintermedius, S. delphine, S. cornubiensis) (MACFADYEN,;

PATERSON, 2024). Os membros do GSI Staphylococcus intermedius e Staphylococcus
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pseudintermedius sdo os agentes etioldgicos mais comuns de piodermite canina (BANNOEHR;
GUARDABASSI, 2012). Nos ultimos anos, o potencial zoonético de S. pseudintermedius e S.
intermedius foi evidenciado pelos diversos relatos de casos de colonizacédo e infecgédo de seres
humanos a partir de microrganismos provenientes do reservatorio canino (CARROLL,;
BURNHAM; WESTBLADE, 2021; VAN HOOVELS et al., 2006). No caso de médicos
veterindrios, é evidente que o contato diario com cdes promove tal exposi¢cdo que a colonizacao
por MRSP e MRSA pode ser considerada um risco ocupacional (ADEBOWALE et al., 2021).
Estudos de coorte indicam um risco aumentado de coloniza¢do por MRSP também em criancgas
portadoras de dermatite atopica e idosos de 61 anos ou mais. (MOSES; SANTOS; GALES,
2023).

2.3 Staphylococcus spp. coagulase-negativos

A maioria dos estafilococos coagulase-  negativos (ECN) eram, até pouco tempo
atras, considerados microrganismos saprofiticos. Em funcao disso, a identificacdo ao nivel de
espécie dos ECN e a compreensdao dos processos ecolégicos e evolutivos em que estdo
envolvidos foi por muitos anos negligenciada em laboratorios de microbiologia (MARKEY,
2013; IKHIMIUKOR et al., 2023).

Contudo, com o advento de novas técnicas, a compreensdo do envolvimento do grupo
coagulase-negativo na génese de quadros infecciosos em animais e seres humanos foi
sensivelmente expandida, trazendo a luz a importancia do estudo das caracteristicas
diagnosticas e patogénicas dessas espécies, além de suas relacdes filogenéticas. Os avangos
tecnoldgicos na pesquisa em microbiologia como, por exemplo, a identificagdo proteémica por
MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight Mass
Spectrometry), as metodologias baseadas na Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase
Chain Reaction — PCR) e as técnicas de sequenciamento genético viabilizaram uma melhor
compreensdo do real envolvimento dos ECN em processos patolégicos.

Os ECN estdo amplamente distribuidos em variados nichos ecoldgicos. Podem ser
encontrados como colonizantes da nasofaringe, pele e membranas mucosas de mamiferos e
aves, e também de forma transitéria no trato gastrointestinal (KONEMAN et al., 2008). Muitas
das infecgdes por este grupo de bactérias sdo causadas por comensais da microbiota do paciente.
Entretanto, a capacidade de  Staphylococcus spp. para  resistir  aos desafios ambientais,
como, por exemplo,  dessecamento, alta salinidade e sanitizantes, favorece a transmissao
indireta de cepas (CARROLL et al.,, 2019). Os ECN sdo considerados hoje patdgenos
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nosocomiais e causadores de doencas transmitidas por alimentos. Além disso, indices de RAM
alarmantes tém sido observados em ECN, em alguns casos maiores do que os observados em
cepas de MRSA (JESUMIRHEWE et al., 2024).

Sdo considerados importantes reservatorios para fagos, plasmideos e genes méveis de
RAM, resisténcia a metais pesados e viruléncia. Fatores ecol6gicos, como a presenca de
moléculas antimicrobianas no meio e de localizacdo espacial, como por exemplo proximidade
com outros Staphylococcus spp. portadores de genes de RAM, determinam estimulos
ambientais que promovem a frequente troca genética entre os ECNs. Apresentam também alta
capacidade de recombinacdo génica. Somada a alta capacidade de troca genética horizontal, a
recombinacdo génica frequente tem um impacto evolutivo muito importante. O surgimento
acelerado de novas variantes genéticas parece ter influéncia direta da recombinagdo homdloga
entre alelos de genes adquiridos e proprios. Essas mutacOes, que podem ser substitutivas ou
aditivas, poderiam ser transferidas a outros Staphylococcus spp. na mesma area (IKHIMIUKOR
et al., 2023).

2.4 Resisténcia a meticilina

Em 1929, Alexander Fleming descobre a penicilina, revolucionando o tratamento de
infeccbes bacterianas (UDDIN et al.,, 2021). Por anos, a penicilina foi considerada um
medicamento de eficacia clinica quase total, sendo amplamente prescrita no contexto de
cuidados hospitalares e largamente utilizada na atencdo a soldados feridos em batalhas da
segunda guerra mundial. No entanto, apenas um ano apds o inicio do uso clinico da penicilina,
0 surgimento de cepas bacterianas resistentes foi documentado. Em resposta, em 1959 fora
introduzida ao mercado a meticilina, uma penicilina semissintética resistente as enzimas
penicilinases, para tratar as infeccbes causadas por Staphylococcus aureus resistentes. O
advento da meticilina foi amplamente adotado para combater as infec¢bes estafilocdcicas da
época. Contudo, durante a década de 1980 surgem cepas resistentes a meticilina em
Staphylococcus aureus (MRSA) (UTSUI, Y. e YOKOTA, T., 1985). O primeiro relato de
MRSA isolado a partir de uma amostra clinica ja descrevia que Staphylococcus spp. meticilina-
resistente haviam sido observados em pesquisas laboratoriais anteriores (CARROLL et al.,
2019).

Sabe-se que o efeito de antibiose consiste em uma relacdo ecoldgica de antagonismo
bioguimico entre microrganismos (LARSSON e FLACH, 2021) e que mecanismos de
resisténcia a antibidticos naturais, como as substancias semelhantes a penicilina produzidas por

diversos fungos, precedem os registros cientificos de bactérias resistentes no contexto clinico
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(UEHARA, 2022). Nos ultimos 20 anos, a origem da resisténcia a meticilina vem sendo
intensamente investigada por pesquisadores de todo o mundo. O advento das tecnologias de
sequenciamento genético permitiu a producdo de dados comparativos entre as diferentes
sequéncias de genes mec provenientes de distintos tipos clonais de Staphylococcus spp. de
origem humana, ambiental e animal. Apesar dos avancos consideraveis na compreensao dos
processos evolucionarios envolvidos na emergéncia da RAM em Staphylococcus spp., o topico
permanece em discussdo (LARSEN et al, 2022).

A resisténcia a meticilina é determinada pela expressdo dos genes do tipo mec. O mecA
é 0 gene de maior prevaléncia dentre os quatro do tipo mec (DE MOURA et al., 2023).
Posteriormente, outro homologo de mecA, denominado mecC, foi detectado na Inglaterra em
2007 em isolados provenientes de amostras de mastite. O gene mecC apresenta 69% de
homologia com mecA (GARCIA-ALVAREZ et al, 2011). Inicialmente chamado de
mecAcLcazs1 € posteriormente renomeado como mecC (ITO et al, 2012). O gene mecB € um
homologo de mec de localizagdo cromossomal ou plasmidial reportado em Macrococcus
caseolyticus, ao passo que mecD é um gene cromossémico ndo movel e foi encontrado na
mesma espécie bacteriana em isolados bovinos e caninos. Ambas as variantes também séo
capazes de conferir resisténcia aos beta-lactdmicos. mecB e mecD representam um desafio para
a microbiologia clinica, uma vez que apresentam aproximadamente 60% de homologia com
mecA de tal maneira que deteccdo molecular destas variantes exige a utilizagdo de primers
especificos. (LAKHUNDI; ZHANG, 2018).

Os genes mecA e mecC codificam respectivamente as proteinas PBP2a e PBP2c. Essas
Proteinas Ligantes de Penicilina (PBP: Penicilin Binding Protein) estdo envolvidas na sintese
da parede celular bacteriana. Sdo responsaveis pelas reacfes de transpeptidacdo necessarias
para o estabelecimento das ligacGes cruzadas entre as cadeias de peptideoglicano, responsaveis
pela rigidez da parede celular. Os antimicrobianos beta-lactdmicos agem sobre este grupo de
proteinas ligando-se a elas e inibindo sua atividade. Como resultado, a falha na producéo do
peptideoglicano acarreta a perda de estabilidade da parede celular e morte (DEMAIN;
ELANDER, 1999). As PBPs produzidas a partir de mecA ou mecC apresentam afinidade
reduzida as penicilinas, em especial a PBP2a (LARSEN et al., 2022). A baixa afinidade impede
a acao antibidtica dos beta-lactamicos e, assim, confere resisténcia a penicilinas, cefalosporinas
e carbapenémicos.

A hipotese de transferéncia de resisténcia a meticilina por meio de elementos genéticos

madveis decorre da observacdo da ampla disseminagdo de mecA entre diversas espécies



estafilocdcicas. O gene mecA localiza-se em um elemento genético movel, denominado cassete
cromossdémico SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromosome mec). O SCCmec é um
elemento genético que s6 pode ser transferido entre espécies do género Staphylococcus spp. A
aquisicdo deste gene permite a producdo de uma proteina de parede celular alterada chamada
de PBP2a (Penicilin Binding Protein 2a) com menor afinidade aos beta-lactamicos.
Consequentemente, as cepas com presenca do gene mecA séo capazes de expressar a resisténcia
a meticilina, ou seja, as penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos (KATAYAMA,
HIRAMATSU, 2000).

Acredita-se que a integracdo do gene mecA a cepas de S. aureus deva-se a transferéncia
do elemento genético SCCmec proveniente de S. sciuri, reclassificado como Mammalicoccus
sciuri, um estafilococo coagulase negativo comensal de animais e raramente patogénico. O gene
mecA presente nos MRSA é um gene exdgeno que apresenta consideravel homologia com o
mecA de S. sciuri, um gene naturalmente presente nessa espécie (CALAZANS-SILVA et al,
2014; MELO, 2020).

Estruturalmente, 0 SCCmec €é constituido por alguns componentes genéticos cruciais, o
complexo mec, que inclui a ilha de patogenicidade 1S431, o gene mec e seus reguladores mecR1,
o0 responsavel pela sinalizacdo para que ocorra a traducao de mec, e mecl , responsavel pela
inibicdo da traducdo. Além disso, ha o complexo ccr (Cassette Chromossome Recombinases),
gue contém genes responsaveis por codificar enzimas recombinases, responsaveis pela
mobilidade do SCCmec. Além dos elementos citados, outros genes de resisténcia podem estar
presentes no SCCmec, sendo transferidos conjuntamente e determinando multirresisténcia a
diversas familias de antimicrobianos. A zona que abriga estas estruturas ndo essenciais €
denominada de regido J. As particularidades estruturais de SCCmec encontrados em diferentes
isolados ocasionaram a sua classificacdo em 13 tipos, com caracteristicas proprias
(HIRAMATSU et al., 2014; LARSEN et al., 2022). Os tipos de SCCmec estdo associados a
variados cenarios epidemioldgicos e tipos clonais de estafilococos. Alguns exemplos séo a
deteccdo dos tipos |1, IV e SCCmec ndo tipaveis em S. pseudintermedius, isolados de processos
de cdes e gatos no Rio de Janeiro (MOTTA, 2018), a caracterizacdo do tipo Il em isolados
MRSA e dos tipos IV e V em MRSP obtidos a partir de cées e gatos saudaveis nos Estados
Unidos da América (DAVIS et al., 2014), a prevaléncia dos tipos IV e V em isolados de MRS
associados a pecuaria (Livestock Associated MRS: LA-MRS) na Bélgica (TCHAMBA et al.,

2021) e os diferentes perfis de susceptibilidade a beta-lactamicos observados em MRSP



isolados a partir de amostras caninas na Dinamarca e Noruega e sua associagdo com os distintos
tipos de SCCmec encontrados (WEGENER et al., 2020).
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Figura 1: Cassete cromossémico SCCmec. (HIRAMATSU et al., 2014)

Além de influenciarem nos perfis de RAM, as caracteristicas particulares de cada tipo e
subtipo de SCCmec podem apresentar desafios a caracterizacdo molecular da resisténcia a
meticilina. Em estudo realizado com isolados de Staphylococcus spp. provenientes da cadeia
de producao leiteira, observou-se que os isolados de bovinos, apesar de apresentarem resisténcia
fenotipica, ndo apresentavam amplificacdo do gene mec (MELO et al., 2014). Entretanto, o
mesmo primer foi capaz de amplificar o mecA obtido a partir de amostras das maos de
trabalhadores da cadeia leiteira e equinos. A observacao destes resultados levou a hipotese de
que a resisténcia a meticilina em  cepas estafilococicas provenientes de bovinos talvez nao
fosse correlacionada necessariamente a presenca de genes mecA. Entretanto, trabalhos europeus
(GARCIA-ALVAREZ et al., 2011) relatando a deteccdo de um novo tipo de mec isolado a
partir de MRS de origem humana e bovina, que apresentava particularidades genotipicas como
insercOes de bases, delecdes ou mutacdes pontuais, apontavam a possibilidade da presenca de
variantes de mecA nédo detectaveis através da PCR, com os iniciadores habitualmente utilizados
e baseados nas sequéncias mecA de MRSA provenientes de amostras humanas
(MURAKAMI et al. 1991). Diante dessas observacgdes, 0s autores propuseram a elaboracdo de
um primer voltado especificamente a identificacdo do mecA de amostras MRS provenientes da
cadeia leiteira brasileira. Para tanto, foram comparadas sequéncias mecA de Staphylococcus
spp. disponiveis na base de dados GeneBank e, a partir dessa comparacdo, foi criada uma
sequéncia representativa do mecA de MRSA humano. Em seguida, utilizando quatro pares de
iniciadores distintos, mas que conjuntamente abarcavam toda a sequéncia de mecA, procedeu-
se a avaliacdo da capacidade de amplificacdo do mecA em isolados bovinos. Os quatro

iniciadores utilizados foram desenhados para amplificagédo da porgéo inicial do gene mecA
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(mecAant), porcéo interna 1 (mecAintl), porcéo interna 2 (mecAint2) e porcdo posterior do
gene (mecApos). Destes iniciadores, 0 Unico que apresentou resultado positivo foi o iniciador
relacionado a porgdo interna 1. A auséncia de amplificacdo das outras por¢Ges do gene mecA
foi indicativa de que particularidades estruturais daquela variante do gene poderiam nao
apresentar homologia suficiente com o primer de MURAKAMI et al. (1991) para que a
deteccdo pela técnica de PCR fosse efetiva, ao passo que a por¢do interna 1 apresentou-se
suficiente semelhante ao primer para que a reagdo ocorresse. O primer relacionado a porcéo
anterior 1 demonstrou grande compatibilidade com a sequéncia do mecA de S. sciuri
(AY820253) de origem bovina. A partir dessas conclusdes e baseado na alta compatibilidade
observada com o primer interior 1 (mecAintl), outros trés primers foram produzidos com base
em sequéncias conservadas do mecA de S. sciuri bovino com base nas sequéncias de suas
porcdes anterior (mecSsciuriAnt), interior (mecSsciurilnt) e posterior (mecSsciuriPos). Os
quatro pares de primers produzidos na segunda etapa amplificaram somente as sequéncias de
mecA de isolados bovinos, com resultados negativos para as amostras de humanos e equinos.
Ap0s o sequenciamento genético dos isolados foi possivel confirmar que as sequéncias de mecA
presentes em amostras de bovinos possuiam algumas divergéncias pontuais em relacdo as
amostras equinas e humanas, particularmente na regido de anelamento descrita para 0 mecA
proveniente de amostras clinicas humanas de MRSA (MURAKAMI et al. 1991). Os dados
genébmicos permitiram determinar a classificacdo dos isolados em dois conjuntos
evolutivamente distintos: um abarcando mecA isolado de cées, roedores e equinos, e outro
somente de bovinos. A deteccdo de mecA em amostras de animais ndo deve ser baseada
exclusivamente em parametros humanos, uma vez que as populacdes animais podem apresentar
tipos clonais inesperados ou mesmo desconhecidos. A diversidade genética de MRS de
diferentes origens deve sempre ser levada em consideracédo, a fim de reduzir a possibilidade de
caracterizacdes erroneas.

Ao longo das Gltimas décadas, o uso indiscriminado de antibidticos, tanto na medicina
humana quanto na veterinaria, acelerou o processo de selecdo de bactérias resistentes,
aumentando sua prevaléncia. A disseminacdo global de cepas de MRS foi facilitada pela
mobilidade humana e pelo comércio internacional, tornando a resisténcia a meticilina um
problema de saude publica mundial. Segundo estudos recentes, a alta prevaléncia de RAM néo
sO a meticilina mas também a outros antimicrobianos correlaciona-se diretamente ao uso
inapropriado destes medicamentos (UEHARA, 2022). A resisténcia a meticilina em cepas de

Staphylococcus pseudintermedius e Staphylococcus schleiferi associadas a piodermite canina
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tem emergido devido a tratamentos prolongados ou equivocados com antibioticos. Esse
fenémeno sugere que o elemento mecA pode ser facilmente transferido entre diferentes espécies

e ultrapassar barreiras de adaptacdo ao hospedeiro. (MCVEY et al., 2022)

2.5 Transmissao de estafilococos entre humanos e animais de companhia a partir

do aspecto de Satde Unica

O convivio entre seres humanos e animais inicia-se com os processos de domesticacado
de espécies de mamiferos e aves. Seja para consumo ou trabalho, bovinos, equinos, suinos,
galinhas, cdes e outras espécies passaram por um longo processo de adaptacdo, selecdo e
reproducdo, de tal modo que as historias evolutivas de humanos e animais passam a estar
interligadas. Inicialmente percebidos pelos seres humanos como aliados nas tarefas praticas dos
grupos primitivos, como pastoreio de gado e protecdo contra predadores, os cées foram algcados
posteriormente a posicao de animais de estimacdo. Atualmente, o cdo é considerado por muitos
como membro do grupo familiar, com acesso irrestrito ao ambiente domiciliar.

A transferéncia de bactérias resistentes pode ocorrer pelo contato direto, através de
fomites ou por via ambiental (GREENE, 2015). Cada organismo animal conta com uma
microbiota permanente e transitdria especifica, equipadas pela evolu¢cdo com mecanismos
adaptativos, como genes de resisténcia e viruléncia, especificos para o nicho ecolégico que
ocupam. Além disso, 0 uso exagerado de antimicrobianos e os fluxos de transporte global
facilitaram a selecdo e disseminacdo de microrganismos portadores de RAM. Sabe-se que
algumas bactérias resistentes podem ser encontradas com niveis de prevaléncia importantes em
reservatorios animais como, por exemplo, MRSP em cdes, MRSA em suinos, E. coli resistente
as fluoroquinolonas em aves de producdo e Enterococcus faecium resistente a vancomicina em
multiplos cenarios de producdo animal (OMS, 2024).

Historicamente, o conceito estabelecido era de que as espécies de Staphylococcus spp.
possuiam uma relacdo de coevolugdo com o hospedeiro, associadas a microbiota de uma
determinada espécie animal. Hoje sabe-se que, apesar de apresentarem adaptacdes e, na maioria
dos casos, afinidade a um determinado hospedeiro natural, a capacidade de transferéncia
genética horizontal de Staphylococcus spp. permite a aquisicdo de genes de viruléncia e
resisténcia, que capacitam cepas, anteriormente restritas a determinado hospedeiro, a

colonizarem outras espécies (MCVEY et al., 2022).
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O reservatério natural e a origem do hom6logo mecC ainda ndo foram completamente
elucidados. Uma pesquisa publicada em 2022 por LARSEN et al. apontou que este gene pode
ter surgido também em Staphylococcus (Mammalicoccus) sciuri atraves da sele¢do natural,
muito antes da pressdo seletiva promovida pelo uso de beta-lactdmicos a partir de sua
descoberta no inicio do século XX. Com base em levantamentos anteriores da microbiota de
ourigos europeus, 0s autores constataram uma alta prevaléncia de MRSA portadores de mecC
entre esses animais. A hipétese indicada € que a coinfec¢do de ourigos pelo fungo dermatofito
Trichophyton erinacei pode ter selecionado as cepas portadoras de resisténcia a beta-
lactdmicos. Assim como outros fungos, T. erinacei é capaz de produzir duas substancias beta-
lactdmicas com atividade antimicrobiana, identificadas como penicilina G e écido 6-(5-
hydroxy-n-valeramido)-penicilanico. A exposicdo prolongada das cepas de MRSA da
microbiota dos ouricos a essas substancias pode ter selecionado as cepas portadoras do SCCmec
tipo X1 contendo mecC e blaZ, que Ihes garantiam condicdes de adaptar-se ao desafio ambiental
promovido pela infec¢do fungica. As analises genémicas do sequenciamento desses MRSA
portadores de mecC coletados em ourigos revelaram também que os clones encontrados néo
apresentavam marcadores genéticos relacionados a adaptacBes ao hospedeiro humano ou
bovino, exceto uma das linhagens que demonstrou adaptagdes genéticas ao hospedeiro bovino.
Os processos evolutivos da RAM sdo profundamente influenciados pela interconectividade
entre 0s animais silvestres, animais domésticos e agroecossistemas e pela acdo humana. As
abordagens de Satde Unica sdo criticamente importantes para o entendimento e monitoramento
da resisténcia aos antimicrobianos (LARSEN et al., 2022).

A distribuicdo, importancia em satde e origem do homdlogo mecC ainda nao estdo bem
caracterizadas, de tal modo que esta variante de mec vem sendo intensamente investigada. Em
2020, foi publicado o primeiro registro de trés isolados de MRSA associados a atividade
pecudria (Livestock-Associated MRSA) no Brasil (SILVA et al., 2020). Os trés isolados
demonstraram ser do mesmo tipo clonal, e puderam ser isolados a partir do leite, do
equipamento de ordenha e das ordenhadeiras. Tal registro caracteriza um quadro preocupante:
a resisténcia aos beta-lactdmicos mediada por mecC chegou a pecuaria brasileira. A
caracterizacao inequivoca da presenca do mecC nos rebanhos nacionais acarreta preocupacoes
ndo s6 econdmicas, mas também do ponto de vista da satde dos trabalhadores da cadeia leiteira,
uma vez que esses isolados também apresentaram outros genes codificantes de fatores de

viruléncia e determinantes de resisténcia. (SILVA et al., 2020).

12



2.6 Ambientes de abrigo para cées errantes

Ambientes de abrigo para cdes abandonados séo instalacdes dedicadas ao acolhimento
temporario ou permanente de animais em situacdo de vulnerabilidade. A partir de uma
perspectiva de Saude Unica, que integra as dimensdes da satide humana, animal e ambiental,
esses abrigos desempenham um papel crucial na promogéo do bem-estar geral e na prevencéao
de riscos sanitarios. Esses ambientes sdo projetados para oferecer cuidados médicos,
alimentacdo e socializacdo aos cdes resgatados, além de promover a sua eventual adocdo
(CFMV, 2023).

Do ponto de vista da satde animal, os abrigos devem implementar praticas rigorosas de
manejo e controle de doencas para garantir a salde dos animais. Isso inclui a realizacdo de
exames veterinarios, a vacinacdo regular, o tratamento de parasitas e 0 manejo de doencas
infecciosas. Um ambiente bem mantido reduz o estresse dos animais e previne a propagacao de
doencas contagiosas, contribuindo para a saude geral dos cées e, por conseguinte, para a satde
publica (ASV, 2022).

Os abrigos para cées, em especial aqueles localizados em na¢des em desenvolvimento
como o Brasil, concentram cées provenientes de diversas origens e com diferentes historicos.
A aglomeracdo de animais em espaco reduzido pode propiciar a disseminacdo de genes de
resisténcia, bem como aumenta o risco de doencas dermatologicas entre a populacédo acolhida
no abrigo (AKARSU et al. 2024). Cées de rua frequentemente séo acolhidos em abrigos para
animais com manifestacGes dermatoldgicas de natureza parasitaria ou infecciosa, como, por
exemplo, sarnas, dermatofitoses, infestacGes de pulgas e carrapatos, e que geralmente estao
associadas a infecgcdes bacterianas secundarias (principalmente por S. pseudintermedius)
(HORSMAN, 2023).

2.7 Setor de Acolhimento e Monitoramento Animal da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro: experiéncia de criacdo, implantacdo e estabelecimento do
Projeto AMA no contexto da UFRRJ

O campus da UFRRJ em Seropédica, municipio da Baixada Fluminense do Rio de
Janeiro, ocupa uma area de 4.113 hectares e conta com uma diversidade de espagos naturais e
urbanizados. A marcante presenca de cdes errantes e comunitarios no contexto do campus
Seropédica da UFRRJ traz a discussdo a problematica do controle e manejo populacional de
animais abandonados. Ndo somente na UFRRJ, mas em muitas institui¢ces publicas Federais o

mesmo problema pode ser facilmente verificado, como no Instituto de Ciéncia e Biomodelos
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da Fundacdo Oswaldo Cruz, no campus Cidade Universitaria da Universidade Federal do Rio
de Janeiro e no campus Capital-Butantd da Universidade de S&o Paulo. Apesar de ser um crime
contra 0 meio ambiente, tipificado no artigo 32° da lei N° 9.605 de 12 de fevereiro de 1998,
com pena prevista de trés meses a um ano e multa, o abandono de animais € uma prética ainda
muito comum.

A ampla extensdo do campus Seropédica da UFRRJ representa um enorme desafio no
estabelecimento de estratégias voltadas ao manejo e controle das popula¢6es animais. Dentro
da area mais central do campus existem alojamentos estudantis e vilas residenciais, habitadas
por uma populacdo humana residente e, consequentemente, uma populacdo de animais
domiciliados, mas que muitas vezes sdo abandonados em decorréncia de doencas, prenhez e
traumas. Esses abandonos internos sdo somados aqueles decorrentes da comunidade externa,
que enxerga alguns espacos estratégicos do campus universitario como o local adequado para
0 abandono de animais indesejados sem maiores consequéncias. Esta tematica ndo difere da
encontrada nos diversos municipios dos Estados da Federagdo (MARS, 2024).

Institucionalizado em 2019, o Setor de Acolhimento e Monitoramento Animal
(AMA) constitui-se em espaco institucional, sob a coordenacdo de responsavel tecnico médico
veterinario, cujo objetivo € estabelecer protocolos para um manejo técnico efetivo da populacao
de animais errantes da UFRRJ a fim de transformar o campus em um ambiente de baixo risco
de abandono. Formado por uma equipe de docentes, técnicos administrativos, médicos
veterinarios e discentes de graduacdo e pds-graduacdo, o Setor AMA atua na mitigacdo de
riscos de transmissdo de zoonoses e acidentes por agressdo nos espacos da Universidade, além
de atuar diretamente sobre a problematica do abandono de animais.

O acolhimento dos animais errantes do campus permite a producéo de dados sobre esta
populacdo de animais negligenciada, que pode oferecer riscos de salude a comunidade
universitaria da UFRRJ. A auséncia de controle populacional e sanitario da populacdo de cées
errantes favorece a circulacdo de doencas zoonoticas como raiva, ancilostomose, leishmaniose,
leptospirose, toxoplasmose, bactérias multidroga-resistentes e mesmo doengas letais aos cées,
como a cinomose (MOHAMMAD; AJAJ; GHARBAN, 2022). Além disso, a convivéncia com
0s animais errantes no ambiente universitario pode oferecer transtornos como agressdes,
atropelamentos e outros acidentes envolvendo os cdes. Chama-se acolhimento o processo de
recebimento do animal no Setor AMA, em que o céo é resgatado, alojado nas dependéncias do
setor e € preenchida uma ficha de registro do animal com dados de identificacdo, caracteristicas

fisicas e de temperamento, além do histdrico clinico inicial.
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O monitoramento sanitario € feito por meio de avaliagdes clinicas realizadas pela equipe
de médicos veterinarios em todos os cdes acolhidos no setor, cdes comunitarios, caes errantes
e animais domiciliados nas PNRs (Proprio Nacional Residencial) localizadas no campus
Seropédica. Atuando simultaneamente como cenario educativo pratico do curso de Medicina
Veterindria da UFRRJ, os discentes de graduacdo e pés-graduacdo atuam conjuntamente nas
atividades relacionadas a atengdo a saude dos cdes no Setor AMA.

O trabalho do Setor AMA leva a diminuicdo dos riscos de transmissdo de zoonoses,
reducdo de acidentes por agressdo e se configura em um importante cenario de ensino de
graduacdo e pés-graduacdo, para o desenvolvimento de estudos que permitam a concepcgao de
modelos de politicas de controle populacional e sanitario, que possam ser replicadas em
diferentes espacos publicos para a solucdo dessa grave questdo socioambiental.

2.8 Adocédo e risco zoono¢tico de carreamento de genes de resisténcia a
meticilina

A adocdo de animais é uma pratica que contribui significativamente para a reducéo da
populacdo de cdes abandonados, proporcionando-lhes um lar e cuidados adequados. No
entanto, esse processo ndo esta isento de desafios, especialmente no que tange a saude publica
e 0 risco zoonotico associado ao carreamento de genes de resisténcia. A crescente preocupacao
com a RAM reflete a complexidade desse fenbmeno e a necessidade de uma abordagem
cuidadosa na adocdo de animais.

Os genes de RAM, presentes em bactérias patogénicas e ambientais, sdo uma ameaca
crescente a salde humana e animal. Esses genes podem ser transmitidos de animais para seres
humanos através de varias vias, incluindo o contato direto e o ambiente compartilhado. Em
contextos de abrigos e adogdo, a exposicdo a animais com infecgdes resistentes pode representar
um risco significativo, particularmente para individuos imunocomprometidos ou aqueles com
condicdes de salde pré-existentes.

Cées de abrigos, especialmente aqueles com histérico de problemas de satde, podem
ser portadores de cepas bacterianas resistentes. A prevaléncia de tais cepas é uma preocupacao
crescente, uma vez que a resisténcia a antimicrobianos pode levar a infec¢cbes mais graves e
dificeis de tratar. Evidéncias apontam que a convivéncia préxima entre humanos e animais
adotados aumenta o potencial de transmissdo dessas bactérias resistentes, destacando a

necessidade de estratégias eficazes de controle e monitoramento (JIN et al., 2023).
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Em 2004, pesquisadores europeus avaliaram a prevaléncia de S. intermedius em treze
tutores de cées com piodermite profunda, comparando os isolados humanos e caninos através
de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE, pulsed-field gel electrophoresis)
(GUARDABASSI et al, 2014). Quarenta e seis por cento (seis em treze) dos tutores eram
portadores de cepas de S. intermedius idénticas aqueles isoladas a partir dos cées. Além disso,
foram encontrados isolados do mesmo tipo clonal em mais dois habitantes do domicilio de um
dos tutores do grupo portador de S. intermedius idéntico ao de seu c&o.

GUIMARAES et al. (2023) identificaram os mesmos clones de Staphylococcus
pseudintermedius em material coletado de lesdes de dois cdes com piodermite e de swabs nasais
de seus tutores, sugerindo colonizagdo pelo mesmo isolado. A partir do sequenciamento
genético e analise de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs, single nucleotide
polymorphism) , foi possivel determinar que os isolados compartilhados entre os cées e seus
donos eram praticamente idénticos. Os autores destacaram o fato de que os animais dormiam
na mesma cama que os tutores e que estes trabalhavam em servigos de assisténcia a satde.

Em ambos os casos, a intima proximidade entre cées e humanos no ambiente domiciliar
pareceu favorecer o compartilhamento de cepas de Staphylococcus spp. Tal fato levanta
questionamentos acerca dos riscos de compartilhamento de mecanismos de viruléncia e
resisténcia entre patdgenos e comensais de humanos e cdes domésticos, favorecendo a
emergéncia de novas cepas e infec¢bes cruzadas, tanto em medicina humana quanto veterinaria.
O sentido da transferéncia de cepas ainda ndo estd completamente elucidado, mas o fato de
Staphylococcus intermedius e S. pseudintermedius serem habitualmente encontrados na
microbiota de cdes e raramente encontrados em seres humanos indica a transferéncia de
bactérias de animais para 0s humanos. Nos casos de S. aureus isolados a partir de infec¢des de
caes, a via € inversa, indicando transferéncia de bactérias do hospedeiro humano para o céo.

Altos indices de colonizacdo por ECN-MR em pets acarretam altos riscos de
transferéncia desses microrganismos entre cdes e tutores. Alguns fatores predisponentes para a
colonizacdo por ECN-MR em cdes sdo: histérico de quimioterapia antimicrobiana prolongada,
historico de hospitalizacdo e existéncia de ao menos um profissional da assisténcia a salude
humana ou veterinaria em convivio proximo (MISZCZAK et al., 2023).

Em 2023, Sarah Horsman e colaboradores apontaram que 0s mesmos clones de MRSP
obtidos a partir de amostras de otite externa e piodermite canina foram encontrados na
microbiota nasal de criangas portadoras de dermatite atopica, que residiam no mesmo domicilio.

Posteriormente, 0s mesmos isolados encontrados nos quadros de pioderma canino e na
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microbiota nasal das criancas foram observados em infeccGes de pele e tecidos moles nas
criangas. A autora discute que o papel da colonizacdo nasal de criangas por isolados MRSP
caninos deve ser investigada mais a fundo, e teoriza que terapias de descolonizagéo talvez
possam ser necessarias para mitigar riscos de quadros infecciosos causados por MRSP nesse
grupo de pacientes (HORSMAN et al., 2023).

Para mitigar os riscos associados a adocdo, é essencial que os abrigos adotem préticas
rigorosas de controle de infecches e monitoramento da salde dos animais. A realizacdo de
triagens de salde, a implementacdo de medidas higiénico-sanitarias e a educacdo dos adotantes
sobre os riscos da RAM sdo fundamentais para garantir a seguranca de todos os envolvidos.
Profissionais médicos e médicos veterinarios devem estar prontos para orientar tutores sobre 0s
riscos envolvidos no convivio domiciliar com animais e as medidas higiénicas necessarias.
Além disso, promover a conscientizacdo sobre 0 uso responsavel de antimicrobianos tanto em
animais quanto em humanos pode ajudar a prevenir o desenvolvimento e a propagacdo de

resisténcia.

3. Objetivos

e Realizar um levantamento de espécies de Staphylococcus spp. presentes nas
superficies corporais de cdes saudaveis e com lesdes de piodermite ndo tratadas
disponiveis para ado¢do no setor de acolhimento e monitoramento animal da
UFRRJ;

e Auvaliar a presenca de Staphylococcus spp. meticilina-  resistente em um
conjunto de amostras coletadas de cdes disponiveis para ado¢do no setor de
acolhimento e monitoramento animal da UFRRJ;

e Contribuir para o entendimento da distribuicdo do gene mecA entre as cepas
estafilocdcicas circulantes na populacédo de cdes do Setor AMA e investigar sua

importancia como reservatério epidemiologico para este gene.
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4. Material e métodos

4.1 Coleta de amostras

Foram coletadas 65 amostras em swabs a partir de 5 pontos de coleta na superficie
corporal de 15 cédes higidos acolhidos nas dependéncias do Setor de Acolhimento e
Monitoramento Animal da UFRRJ, campus Seropédica. As coletas foram realizadas em acordo
com as diretrizes estabelecidas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e aprovadas no processo N° 6239180418.

As amostras foram coletadas dos seguintes sitios: orelha externa direita, orelha externa
esquerda, pele interdigital, ambas as narinas e reto. Os animais selecionados ndo faziam uso de
antimicrobianos, entretanto, alguns animais apresentavam historico clinico de tratamentos
anteriores. Apos a coleta, as amostras foram transportadas ao Laboratério de Bacteriologia
Veterinaria (LABACVET), situado no Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural

do Rio de Janeiro, e o isolamento primario foi realizado no mesmo dia da coleta.

4.2 Isolamento primario

As amostras foram processadas no laboratério de bacteriologia veterinaria da UFRRJ
(LaBacVet — UFRRJ), com isolamento primario em agar Columbia Base (Merck®) acrescido
de 5% de sangue de carneiro desfibrinado, incubadas a 37°  Celsius (°C) por 24 horas. Foram
registradas caracteristicas como presenca ou auséncia de pigmento, tamanho, formato geral e

aspecto das coldnias, assim como o tipo e a presenca ou auséncia de hemolise.

4.3 Identificacdo fenotipica

As colénias morfologicamente compativeis com o género Staphylococcus spp. foram
caracterizadas morfotintorialmente através da confeccdo de esfregacos das col6nias bacterianas
suspensas em salina a 0,85% e corados pela técnica de Gram. Os isolados correspondentes a
morfologia de cocos Gram-positivos em arranjo de cacho de uvas, grumos ou tétrades foram
subsequentemente encaminhados para a realizacdo da identificacéo fenotipica através de provas

bioguimicas.
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4.3.a Agar Manitol Vermelho de Fenol

Os isolados caracterizados como cocos Gram-positivos em arranjo de cacho de uvas
foram repicadas em éagar seletivo Manitol Vermelho de Fenol (AMVF - Himedia®). O meio
AMVF permite avaliar a capacidade do microrganismo de crescer em presenca de alta
concentracdo de sal (6, 5% de NaCl), bem como avalia sua capacidade de fermentar ou ndo
o0 carboidrato manitol, cuja fermentacéo acidifica 0 meio, alterando a cor do indicador de pH

de vermelho para o amarelo.

4.3.b Prova da catalase

A prova da catalase avalia a presenca da enzima catalase e representa parte
indispensavel da identificacdo de cocos Gram-positivos em geral. A enzima catalase realiza o
papel de protecdo do microrganismo contra a imunidade celular do hospedeiro, neutralizando a
acdo oxidativa de defesa das células fagocitarias do sistema imunolégico (FERNANDES et al.,
2021). Para realizacdo do teste, uma gota de peroxido de hidrogénio (H20..) a 3% € depositada
sobre a lamina de vidro e entdo adiciona-se uma colonia bacteriana. A conversdo do H.O. em
H-O + 1/2 O. pode ser observada através da intensa formacdo de bolhas, confirmando a
presenca da enzima catalase (KONEMAN, 2018).

4.3.c Fermentacdo dos aclcares manose e maltose

A fermentacdo dos carboidratos manose e maltose foi testada utilizando o caldo
Vermelho de Fenol (Merck®) acrescido de 1% do acgucar. A producdo de &cido, indicado pela
diminuicdo do pH e consequente mudanca de cor, foi avaliada ap6s 24 horas na temperatura de
37 °C (KONEMAN, 2018).
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4.3.d Prova da coagulase

Um dos critérios laboratoriais mais importantes na identificacdo das diferentes espécies
de Staphylococcus spp. € a capacidade de um isolado promover ou ndo a coagulacéo do plasma
por meio da agdo da enzima coagulase. A enzima coagulase é um fator de viruléncia que
interage com a protrombina presente no plasma sanguineo, promovendo a transformacdo do
fibrinogénio em fibrina e, consequentemente, a coagulagdo (FERNANDES et al., 2021). No
presente trabalho, utilizou-se a metodologia de detec¢do da coagulase extracelular através do
teste em tubo de ensaio, com plasma desfibrinado de coelho (Coaguplasma, Laborclin®).
Duas a quatro coldnias puras sdo adicionadas a 500 ul de plasma de coelho e incubadas a
35+22°C por 4 a 24 horas. Apos o tempo de incubacéo, os isolados capazes de formar o codgulo

séo classificados como coagulase-positivos.

4.3.e Prova de Voges-Proskauer

A Prova de Voges-Proskauer (VP) avalia a capacidade de um isolado bacteriano
fermentar a glicose pela via butilenoglicélica. Para sua realizacao, foi utilizado o caldo MR-VP
(Methyl Red - Voges-Proskauer, KASVI®). A utilizagdo da glicose culmina na producédo do
metabolito acetoina, indicado pela formacdo de um complexo de cor résea apés adi¢do de 0,1
mL de o-naftol a 5% e 0,3 mL de KOH (40%) ao caldo com in6culo incubado overnight
(KONEMAN, 2018).

4.3.f Resisténcia intrinseca a bacitracina 0,04 Ul

Uma suspensao bacteriana (1 mL) incubada por 24 horas em caldo BHI (Caldo Brain
Heart Infusion — infusdo de cérebro e coracdo, KASVI®) foi distribuida por toda a superficie
de uma placa de Petri contendo agar Mueller-Hinton (KASVI®), com o auxilio de um swab.
Um disco de bacitracina 0,04 Ul (SENSIFAR, CEFAR®) foi depositado sobre a superficie do
meio, contendo o indculo. Apds incubacdo por 24 horas a 35 °C + 2 °C, a zona de inibicdo ao
redor do disco foi observada e medida. Staphylococcus spp. sdo resistentes a bacitracina e
crescem até a borda do disco, enquanto os Micrococcus sdo sensiveis e apresentam halo de, no
minimo, 10 mm (KONEMAN, 2018).
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4.3.9 ldentificagdo por MALDI-TOF MS

Os isolados foram identificados até o nivel de espécie pela técnica do Espectrometria
de Massas por lonizagéo/Dessorcéo a Laser Assistida por Matriz — Tempo de Voo (MALDI-
TOF MS — Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of flight) no Laboratério
Integrado de Microbiologia (LIM), Instituto de Microbiologia Paulo Goées (IMPG) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).Inicialmente, os isolados congelados foram
reativados em &gar BHI a 37 °C por 24 horas. As coldnias bacterianas puras foram entdo
transferidas para uma microplaca (96 MSP, Bruker - Billerica®, EUA) e, sequencialmente,
adicionou-se uma solucdo de lise (acido férmico 70%, Sigma-Aldrich®) em quantidade
suficiente para cobrir o material bacteriano visivel. Em seguida, 1 pl de solugao da matriz (acido
alfa-ciano-4-hidroxi-cinamico diluido em acetonitrila 50% e acido trifluoracético 2,5%, Sigma-
Aldrich®) foi utilizado para cobrir a solucdo, para finalmente ser processado. Os espectros de
cada amostra foram gerados em um espectrometro de massa (MALDI-TOF LT Microflex
Bruker, Bruker®) equipado com laser de 337 nm de nitrogénio no modo linear, controlado pelo
programa FlexControl 3.3 (Bruker®). Os espectros foram coletados na faixa de massas entre
2.000-20.000 m/s e, posteriormente, analisados pelo programa MALDI Biotyper 2.0 (Bruker®),
com as configuragdes padronizadas para identificacdo bacteriana.A técnica baseia-se na
comparacdo automatizada entre os espectros de massa gerados pela analise da amostra com
perfis espectrofotométricos de isolados com identificagdo conhecida registrados em banco de
dados. A confiabilidade da identificacdo € dada em escala de zero a trés. Em virtude da caréncia
de dados nos registros do banco de dados acerca de espécies de Staphylococcus spp.
provenientes de amostras de animais, as identificacdes classificadas pelo software FlexControl
3.4 com escore superior ou igual a 2.0 foram consideradas aceitaveis para a realizacdo do

presente trabalho.

4.4 ldentificacdo genotipica

4.4.a Extracdo de DNA:

Os isolados estocados por congelamento foram reativados em agar sangue de carneiro

5% para realizacdo da extracdo do DNA bacteriano total. Uma a cinco colénias puras foram
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suspensas em 1 mL de Caldo BHI (KASVI®) e incubados por 24 horas, a35° C (+- 2°C).
Em seguida, os caldos foram centrifugados por dois minutos e trinta segundos a 30.000G. O
sobrenadante foi desprezado e o pellet contendo as células bacterianas foi suspenso em 500 pL
de &gua destilada estéril, em microtubos do tipo Eppendorf. Os microtubos foram entdo
aquecidos em banho-maria até a temperatura de 99 °C  a fim de promover a lise térmica e a
liberacdo do DNA total na solugdo. Foram, entdo, centrifugados a 30.000 g por um minuto.
Finalmente, 180 pl do sobrenadante é transferido para novo microtubo e armazenado em
congelamento a -20 °C (ZHANG, 2005; VELASCO, 2015).

4.4.b Caracterizagcdo genotipica através da deteccdo do gene 16s
estafilococico

A caracterizacdo do gene 16S rRNA (756 pares de bases) foi realizada pela amplificacdo
do material pela reacdo em cadeia da polimerase, utilizando iniciadores especificos para o
género Staphylococcus spp. (ZHANG et al., 2004).

Foram utilizadas as seguintes concentracdes de reagentes nas reacdes de PCR: Tampéo
DreamTaqg 10X (2,0 mM MgCI2, Thermo Fischer Sientific™), 0,5 mM de dNTP (Invitrogen),
1,25 U DreamTaq DNA Polimerase (Thermo Fischer Sientific™), 0,4 uM de cada iniciador,
agua miliQ para completar o volume total de reacédo de 25 pl e 2 pl do DNA total liberado. Os
fragmentos foram avaliados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%. O marcador de tamanho
molecular de DNA Lambda (Sigma-Aldrich™) foi utilizado.

4.4.c Deteccdo genotipica do gene mecA estafilococico

A deteccdo do gene de resisténcia a beta-lactamicos mecA foi realizada pela
amplificacdo atraves da reacdo em cadeia da polimerase utilizando um iniciador universal para
amplificacdo do gene mecA de diversos tipos, voltado para isolados de origem animal, conforme
metodologia proposta por MELO et al, 2020.

Foram utilizadas as seguintes concentracdes de reagentes nas reacdes de PCR: Tampéo
DreamTaq 10X (2,0 mM MgCI2, Thermo Fischer Sientific®), 0,5 mM de dNTP (Invitrogen®),
1,25 U DreamTaq DNA Polimerase (Thermo Fischer Sientific®), 0,4 ul de cada iniciador, agua
miliQ para completar o volume total de reacdo de 25 pl e 2 pl do DNA total liberado. Ao
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produto da PCR foi adicionado Loading-Buffer Azul de Bromofenol e o corante SYBR® Green
(Sigma-Aldrich®). Os fragmentos foram avaliados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
a 70mV por 40 minutos. Apos a eletroforese a imagem das bandas formadas no gel foi capturada
em Transiluminador UV LTB-STi (Loccus®).

4.5 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos
Tabela 1: Pontos de corte utilizados para caracterizacdo da resisténcia fenotipica a
meticilina (adaptado de CLSI VETO01S-Ed, 2024).

Agente Conteudo do Espécie bacteriana Diametro da zona
antimicrobiano disco de inibigdo (mm)
Cefoxitina 30 pug S. aureus e < =22
S. lugdunensis 21
S. epidermidis =24 =25
e outros
Staphylococcus
spp.
Oxacilina 1 pg S. epidermidis, S. =17 =18
pseudintermedius e S.
schleiferi

Todos os isolados foram submetidos a técnica de disco-difusdo com os antimicrobianos
oxacilina e cefoxitina. O ensaio foi realizado através da distribui¢do dos isolados provenientes
de suspensoes diretas das coldnias equivalentes a escala 0,5 de McFarland sobre a superficie de
placas contendo Agar Mueller-Hinton (AMH - BD Difco™), onde foram depositados os discos
de oxacilina (1 pg) (Cefar®). Apds incubagdo por 18 horas a 35+2 °C , os halos formados
ao redor dos discos foram observados e os didmetros medidos em milimetros. De acordo com
o CLSI VET 01S ED7:2024, a triagem fenotipica de resisténcia mediada pelo gene mecA deve
ser realizada de maneira diferente a depender da espécie de estafilococo avaliada. As espécies
S. aureus e S. lugdunensis devem ser avaliadas com base na testagem com disco de cefoxitina
(30 pg). Para tais espécies, isolados apresentando halos <21 mm e >22 devem ser considerados
resistentes a meticilina por acdo do gene mecA. Para as espécies S. pseudintermedius e S.
schleiferi, o antimicrobiano a ser testado deve ser a oxacilina (1 pg ) e os isolados com halos
<17 mm e >18 mm serdo considerados resistentes a meticilina, por acdo do gene mecA. As
demais espécies do género devem ser triadas com base na testagem da cefoxitina (30ug) e o

ponto de corte aplicado serd <24 e >25 mm.
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5. Resultados

Foram processadas 65 amostras de caes saudaveis e disponiveis para adogao que a época
estavam alojados nos canis externos do Setor AMA. A partir das 65 amostras, foram obtidos
82 isolados de Staphylococcus spp. As amostras coletadas foram swabs de orelha externa
direita, orelha externa esquerda, pele interdigital, narinas edo reto

Todos os isolados foram submetidos a uma bateria de provas bioquimicas para
identificacdo preliminar e comparacdo de dados. Sabe-se que o perfil bioquimico de diversas
espécies coagulase-positivas e negativas podem ser altamente variaveis, de modo que os testes
bioguimicos por si s6 ndo podem ser considerados uma forma confiavel de identificacdo para
Staphylococcus spp. ao nivel de espécie.

A partir dos 65 swabs coletados, foram obtidos 130 isolados caracterizados como cocos
Gram-positivos em arranjos irregulares. Em seguida procedeu-se a triagem fenotipica: foram
encaminhados para identificacdo protedmica 83 isolados caracterizados como cocos Gram-
positivos, em arranjos irregulares, catalase-positiva, resistentes a bacitracina 0.04 Ul e capazes
de crescer em meio AMVF. 28 isolados (33,7%) foram positivos no teste da coagulase em tubo,
ao passo que 55 (66,3%) foram considerados negativos ap6s 18-24 horas de incubacéo a 35°C
+2°,

A partir dos 83 isolados encaminhados ao MALDI-TOF MS, 82 foram identificados
como Staphylococcus spp. de 13 espeécies distintas. Um dos isolados ndo pode ser identificado
pelo equipamento, ndo sendo encontrado perfil protebmico suficientemente compativel no
banco de dados utilizado. Por apresentarem-se compativeis com 0s caracteres fenotipicos
selecionados para identificacdo preliminar de Staphylococcus spp., o isolado ndo identificado

foi incluido nas analises genotipicas posteriores.
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Dentre as espécies encontradas as Unicas do grupo dos ECP foram S. intermedius, S.
pseudintermedius e S. delphini. Seis isolados de S. intermedius, dezesseis isolados de S.
pseudintermedius e um Unico isolado obtido de S. delphini apresentaram positividade no teste
da coagulase em tubo.

Quadro 1: Distribuicdo percentual dos resultados da prova da coagulase.

Distribuigdo percentual dos resultados da prova da coagulase entre as
espécies identificadas:

B Coagulase possvaf=) [l Coagulass negativa (-)

5%

5%

w® e et e w0 e g e s et L s et

Quadro2: Gréafico de setores representando a quantidade de isolados MRS encontrados
em cada um dos sitios de coleta.

Numero de isolados de Staphylococcus spp. obtidos em cada sitio de coleta

Retal

& 1.D.
18.1% 20.5%
O.E.

19.3% Nasal
21.7%

0.D.

20.5%
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Apos a identificagdo fenotipica e extracdo do DNA bacteriano total, todos os isolados,
foram submetidos a confirmacéo genotipica do género Staphylococcus spp. através da deteccdo
do amplicon 16S rRNA estafilococico (756 pb). Como resultado, todas as amostras
apresentaram o gene utilizado como marcador molecular para a identificagdo desse género,
fornecendo dados para confirmacéo das identificacGes fenotipicas. A amostra sem identificacdo
no MALDI-TOF MS também demonstrou positividade para a presenca do amplicon
relacionado a detec¢do da porgdo 16S  do ribossomo estafilococico.

A pesquisa genotipica em busca do gene mecA foi realizada para todos os isolados.
Dezoito  amostras, ou 21, 7% do total, foram positivas  para a presenca do gene mecA.
Ascinco  amostras (6%) que exibiram resisténcia fenotipica a meticilina demonstraram ser
portadoras do gene mecA. Além destas, outras 13 amostras (15,6%) portadoras do gene
demonstraram sensibilidade a meticilina no Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos

(TSA) mesmo com presenca da sequéncia homéloga de mecA.

Tabela 2: espécies bacterianas encontradas, nimero de isolados por espéecie e nimero de

isolados por espécie encontrados em cada sitio de coleta.

Espécie bacteriana Isolados Sitio de coleta das amostras

Staphylococcus arlettae 4 I.D.(1), Nasal (1), O.E.(1),
0.D.(1)

1 Retal

Staphylococcus

cohnii

Staphylococcus delphini 1 O.E.

Staphylococcus equorum 1 I.D.

Staphylococcus intermedius 10 O.D. (3) O.E. (3), Nasal (1),
Retal (3)

Staphylococcus klosii 4 I.D. (2), O.E. (1), O.D. (2),

Staphylococcus nepalensis 7 I.D. (4), O.E. (1), O.D. (1),
Retal (1)
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Staphylococcus 31 Nasal (9), 1.D. (4), O.D. (8),

pseudintermedius O.E. (5), Retal (5)

Staphylococcus saprophyticus 1 O.D.

Staphylococcus sciuri 14 Nasal (6), I1.D. (3), Retal (1),
0.D.(2),0.E. (2

Staphylococcus schleiferi 1 Nasal

Staphylococcus warneri 3 Retal (3)

Staphylococcus ureilyticus 2 Retal (1), 1.D. (1)

Staphylococcus epidermides 2 O.E (1), 1.D. (2)

N&o identificado 1 O.E.

TOTAL 83

Tabela 3: Presenca do gene mecA e fendtipo de resisténcia a meticilina por espécie.

Espécie Quantidade de isolados Isolados mecA+ com
mecA+ resisténcia fenotipica
S. equorum 1 0
S. intermedius 1 0
S. Klosii 2 1
S. pseudintermedius 6 2
Staphylococcus 5 2
(Mammalicoccus) sciuri
S. ureilyticus 1 0
S. warneri 2 0
Total: 18 5

27



6. Discussao

A espécie mais prevalente dentre as amostras estudadas foi S. pseudintermedius,
corroborando os dados disponiveis na literatura cientifica que indicam esta espécie
como a isolada com mais frequéncia em cdes (MOSES; SANTOS; GALES, 2023). S.
intermedius, espécie filogeneticamente relacionada, foi encontrada em dez  amostras,
e uma das amostras foi identificada como S. delphini, espécie isolada pela primeira vez
em 1988, por Varaldo et al., a partir de lesbes purulentas de golfinhos. As trés espécies
pertencem ao Grupo Staphylococcus intermedius, um conjunto de espécies de ECP
reconhecidas como importantes patégenos veterindrios e pat6égenos emergentes em
medicina humana. Somados os isolados pertencentes ao GSlI, estes representam 50,
6% do total de Staphylococcus spp. identificados no presente trabalho.

Quadro 3: Grafico da frequéncia percentual encontrada para cada espécie estafilocdcica
obtida.

Espécies de Staphylococcus spp. encontradas

S. warneri
3.6%

S. urellyticus
2.4%

Id. impossivel

1.2%
S. arlettae

4.8%

S. sciuri S. cohni
) 1.2%
16.9% S. epidermides
2.4%
S. intermedius
12.0%

S. schleiferi

1.2%
S. saprophyticus
1.2%

S. klosii
4.8%

S. nepalensis
8.4%

S. pseudintermedius
37.3%

A identificagdo de S. delphini isolado a partir da orelha externa de um céo saudavel
também se configura como dado relevante, uma vez que a disponibilidade de informagdes sobre

esta espécie ainda é limitada e a questdo acerca de quem seriam seus hospedeiros naturais nao
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estd completamente elucidada (GUARDABASSI et al., 2012). Além disso, assim como outras
espécies de Staphylococcus spp., S. delphini possui grande capacidade de transferéncia de
elementos genéticos como plasmideos, pré-fagos e fagos, além de importantes elementos de
viruléncia como, por exemplo, um gene sec codificante de enterotoxina estafilocdcica C
(VRBOVSKA et al., 2020).

Grupo Staphylococcus intermedius

T

S. cornubiensis S. delphini S. intermedius S. pseudintermedius
sensu stricto

Figura 2: Representacdo conceitual do GSI (adaptado de MAGLEBY et al, 2019).

Dentre os membros do GSI encontrados, apenas dois isolados de S. pseudintermedius
exibiram resisténcia fenotipica a meticilina, entretanto, um total de 6 S. pseudintermedius e 1
S. intermedius foram positivos para a presenca do gene mecA. Os isolados do grupo GSI unidos
representaram 38, 9% do total de positivos para a presenca do gene. A auséncia de expressao
fenotipica de mecA em 5 isolados GSI mecA positivos esta provavelmente relacionada a
mecanismos reguladores da transcricdo, em especial 0os genes mecl e mecRlI, ativando ou
inibindo a producéo de PBP2 de acordo com as condi¢Ges do meio e auséncia ou presenca de
estimulos estressores, como farmacos antimicrobianos. A mesma razao também pode explicar
a presenca relativamente baixa de resisténcia fenotipica entre todos os isolados obtidos, uma
vez que 0s mecanismos de resisténcia estudados constituem mecanismos de sobrevivéncia
bacteriana expressos diante de desafios, principalmente a antibioticoterapia. Outros fatores,
como mutacgdes em loci génicos nao relacionados a mecA, adaptacdes epigenéticas, fisiologicas
e metabdlicas, podem exercer influéncia sobre a expressdo da resisténcia a meticilina
(IKHIMIUKOR et al., 2023), constituindo um outro rol de variaveis a serem compreendidas
em estudos vindouros. Os dados apontam a necessidade de maiores estudos sobre 0s elementos
reguladores da expressdo de mecA em isolados caninos de microbiota e processos patologicos,
a fim de subsidiar um melhor entendimento da emergéncia de feno6tipos multidroga
resistentes no contexto subclinico e clinico.

Devido a escassez de estudos voltados ao levantamento de espécies colonizantes em
caes saudaveis, a disponibilidade de dados para comparacéo é limitada. Em estudo realizado
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em animais de abrigo no Quénia ndo foram encontrados isolados MRSP, mesmo dentre animais
acometidos de pioderma canino (AKARSU et al., 2024). Em levantamento bibliogréfico
realizado com mais de 300 artigos publicados em periddicos cientificos, encontrou 3,1% de
prevaléncia de MRSP em estudos anteriores. O autor destaca a influéncia de fatores como a
escassez de estudos sobre prevaléncia de MRSP em animais e humanos, e as dificuldades de
identificacdo de isolados do grupo GSI até o nivel taxondmico de espécie como entraves ao
entendimento preciso da prevaléncia de MRSP em cées (ABDULLAHI et al, 2022).

Né&o foi isolado nenhum Staphylococcus aureus a partir do pool amostral trabalhado.
Segundo a literatura cientifica, este fato pode ser explicado em funcdo da afinidade dessa
espécie a outros hospedeiros humanos e animais, sendo o S. pseudintermedius preponderante
na microbiota canina. O levantamento de Akarsu e colaboradores encontrou alta prevaléncia
(48,45%) de quatro tipos clonais de S. aureus (47/97) com grande similaridade genémica com
tipos clonais isolados a partir de infeccbes humanas (AKARSU et al., 2024). Neste trabalho, o
autor pondera que a disseminacéo de poucos tipos clonais naquele ambiente foi indicativa de
transmissdo antropozoonotica de S. aureus, a partir de humanos e eventualmente colonizando
os cdes abrigados. A auséncia de isolados de S. aureus nos cées saudaveis do Setor AMA indica
que esse tipo de colonizacdo antropozoonotica provavelmente ndo ocorreu nagquele ambiente
até o presente estudo, destacando a necessidade de medidas preventivas.

Somadas as espécies, 49,6% dos isolados encontrados corresponderam a ECN. Mesmo
sendo microrganismos considerados menos patogénicos, a populacédo de ECN canina representa
um importante reservatorio de genes de viruléncia e de resisténcia. Algumas especies de ECN
sdo naturalmente portadores de gendtipos de resisténcia a meticilina, além de poderem abrigar
genes de resisténcia a metais pesados e genes de viruléncia produtores de enterotoxinas e
superantigenos. Onze (61,1%) das 18 amostras mecA positivas foram encontradas dentre os
isolados ECN, S. equorum (1), S. klosii (2), Mammalicoccus sciuri (5), S. ureilyticus (1) e S.
warneri (2).

A deteccdo de um isolado de Staphylococcus schleiferi positivo na prova da coagulase
em tubo caracteriza o microrganismo como S. schleiferi subsp. coagulans, bactéria relacionada
a casos de otite externa e piodermite canina. Esse microrganismo ndo é frequentemente
encontrado em animais saudaveis, segundo a literatura, com prevaléncia entre 0, 8 a 4% dos
caes clinicamente saudaveis (HANSELMAN et al., 2009; GREENE, 2015). S. schleiferi subsp.
coagulans é um exemplo de ECP negligenciado no diagnostico microbioldgico de rotina, mas

que pode desempenhar papel importante na emergéncia de RAM. A caracterizagdo de sua
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circulagdo em ambientes de abrigo de cées suscita estudos posteriores a partir da perspectiva de
Satide Unica.

Mammaliicoccus sciuri foi a terceira espécie encontrada com maior frequéncia dentre
as amostras pesquisadas. Recentemente separada do género Staphylococcus e reclassificada
como Mammalicoccus sciuri (MADHAIYAN et al., 2020), a espécie desperta interesse em
funcdo da presenca de um homélogo de mecA nativo sendo considerada um reservatorio
natural deste gene. Evolutivamente, a espécie é implicada na origem da transferéncia do gene
de resisténcia a meticilina para S. aureus e as demais espécies de Staphylococcus
(DEURENBERG et al., 2007). Em um estudo de 2024, dentre um total de 183 genomas de
Mammaliicoccus sciuri analisados, aproximadamente 30% dos SCCmec encontrados
apresentaram notavel semelhanca genética com SCCmec provenientes de S. aureus, S. capitis,
S. pseudintermedius e outros estafilococos resistentes a meticilina de origem animal e humana
(CARVALHO; GIAMBIAGI-DEMARVAL; ROSSI, 2024). Apesar da recente reclassificacdo
taxondmica sugerir um afastamento filogenético, as evidéncias mais recentes indicam a grande
relevancia de Mammaliicoccus sciuri para a compreensdo dos mecanismos evolutivos e da
dindmica de RAM no género Staphylococcus. Além disso, apesar de ser considerado um

patdgeno humano infrequente, Mammaliicoccus sciuri apresenta potencial zoonotico que,
somado a sua distribuicdo ubiqua e importante capacidade de troca génica (NEMEGHAIRE et

al., 2014), sua presenca no ambiente do setor AMA inspira medidas de vigilancia.

Além disso, espécies de ECN como S. cohnii, S. arlettae e S. nepalensis abrigam, em
seu arsenal genémico, capacidades metabdlicas e fisiologicas de interesse para a industria
alimenticia, em especial na industria carnea e de laticinios, potencial como cepas probioticas
atuando como reguladores da microbiota da epiderme em pacientes com dermatopatias e
potencial como cepas de biorremediacao, agindo no tratamento de residuos de metais pesados.
Conhecer a diversidade de espécies ECN presentes na microbiota de animais saudaveis pode
fornecer dados para subsidiar a futura exploracdo de seu potencial biotecnolégico, médico e
econdmico.

Embora a circulacdo e eventuais infec¢des causadas por MRS em animais de companhia
estejam bem caracterizadas, ainda é dificil encontrar dados sobre colonizacéo de cdes saudaveis.
A maioria dos estudos realizados utilizam amostras de lesdes clinicas em cées e gatos para
deteccdo de MRS, introduzindo o processo patolégico em si como variavel marcante na analise.
Alguns estudos apontam que menor diversidade de espécies de Staphylococcus spp. € observada

na microbiota de animais doentes, em comparacao com animais saudaveis. Em estudo realizado
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em animais da Serra Gaucha (MOYSES, 2024), dos 90 Staphylococcus spp. isolados a partir
de cées domiciliados, 86,2% foram identificados como S. pseudintermedius, e a frequéncia de
MRS observada foi de 22%. Comparativamente, o presente trabalho observou em 83 isolados
de animais de abrigo a prevaléncia de S. pseudintermedius de 37, 35%, e prevaléncia de MRS
circulante de 21, 6%. A infeccdo por MRS introduz elementos ainda nédo inteiramente
compreendidos a regulacdo da microbiota comensal e determina um supercrescimento do
agente infeccioso em relacdo as demais espécies. Tratando-se de cenarios de abrigos para
animais de companhia, os dados disponiveis sdo ainda mais limitados, tanto em funcéo do viés
supracitado, quanto pela limitada disponibilidade de recursos humanos e financeiros para
atuacio nestes espacos cruciais do ponto de vista da Satde Unica. Além disso, as influéncias
ambientais e de manejo a que estdo submetidos os diferentes abrigos pelo mundo criam
contextos diferenciados que afetam grandemente a diversidade de espécies presentes e 0s niveis
de RAM (ABDULLAHI, 2022), demonstrando a necessidade de monitoramento regional
individual e comparativo entre abrigos (AKARSU, 2024).
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7. Conclusdes

Humanos podem introduzir cepas bacterianas em ambientes de abrigo e cuidados a
salde animal, alterando a microbiota animal e predispondo a incidéncia de doencas;

A presenca de Staphylococcus spp. meticilina-resistentes no Setor AMA traz a luz a
necessidade de medidas de monitoramento microbiolégico de rotina em contextos de
abrigos para animais de companhia, inclusive com a realizacéo periddica de culturas de

vigilancia para deteccdo de MRS circulantes no ambiente.

Novos estudos se fazem necessarios para determinar a prevaléncia de cepas MRS em
cdes saudaveis, tanto de companhia quanto errantes e de abrigos, de forma
regionalizada, a fim de fornecer dados para melhor compreensdo da dindmica da

resisténcia a meticilina em animais de companhia;

E urgente a adocio de medidas de Stewardship de antimicrobianos na prética clinica da
medicina veterinaria de abrigos, a fim de mitigar a pressdo seletiva sobre cepas

meticilina-  resistentes;

No contexto da UFRRJ, o Setor AMA contribui como espaco de aprimoramento do
profissional médico veterinario e producdo de dados cientificos sobre a circulacdo de

patdgenos e genes de resisténcia em populacdes de cédes negligenciados;
A adocao responsavel envolve ndo sé a conscientizacdo sobre a guarda responsavel de

caes e gatos, mas também um conjunto de aclGes pedagogicas fundamentadas nos

principios de Satde Unica junto aos adotantes para mitigacao de riscos zoonoéticos.
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