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Resumo

O objetivo desse trabalho foi isolar estafilococos resistentes a meticilina (MRS) de
humanos e cées e verificar os seus respectivos perfis de suscetibilidade a diversos
antimicrobianos em um hospital veterindrio de ensino no Brasil. Foram analisados
espécimes de 50 pessoas e de 50 cédes para isolamento de estafilococos que foram
identificados através de caracteristicas morfotintoral, reacdes bioquimicas e resisténcia

a antimicrobianos. Foi verificado o perfil de suscetibilidade a oxacilina, penicilina,

ciprofloxacina, gentamicina, clindamicina, eritromicina, sulfametoxazol+trimetoprim e
vancomicina. Nao foram isolados Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA) e Staphylococcus intermedius resistentes a meticilina (MRSI). Foram isoladas
duas cepas de estafilococos coagulase-negativas resistentes a meticilina (MRCoNS) de
cées (4%) e 18 cepas de MRCONS de seres humanos (36%). Todas as cepas de
estafilococos isoladas foram sensiveis a vancomicina. O isolamento de MRCoONS
merece atencdo devido a hipdtese que estes podem transferir 0 gene mecA para
estafilococos coagulase-positivos. A auséncia de MRSA cepas resistentes a
vancomicina é importante por ser este um antibidtico que pode ser usado como
alternativa extrema. Programas de vigilancia de MRS devem ser estimulados em

unidades de saude veterinarias.

Palavras-chave: cées, pessoal veterinario, nosocomial, resisténcia a meticilina,

resisténcia a antimicrobianos, MRSA, Staphylococcus.



Introducéo

Os estafilococos resistentes a meticilina (MRS) sdo importantes patégenos nosocomiais
principalmente os resistentes a varios outros antimicrobianos. A proteina que se liga a
penicilina (PBP2a) codificada pelo gene MecA € a responsavel pela resisténcia a
meticilina (Niemeyer et al. 1996; Chambers 1997; Gortel et al. 1999; NCCLS 2003a).

As cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) sdo ha
varias décadas estudadas em unidades de saude para seres humanos e ha alguns
anos tem sido isoladas a partir de unidades veterinarias em diversos paises do mundo
como o Canada (Weese et al. 2004, 2006); EUA (Seguin et al. 1999; Middleton et al.
2005); Irlanda (O’'Mahony et al. 2005); Inglaterra (Baptiste et al. 2005, Loeffler et al.
2005) e Austria (Cuny et al. 2006). Em um estudo realizado com cdes e equinos
saudaveis da comunidade na Eslovénia foram isolados estafilococos coagulase-
negativos resistentes a meticilina (MRCoNS) e Staphylococcus intermedius resistentes
a meticilina (MRSI) (Vengust et al. 2006). Na Dinamarca foram isoladas cepas de
MRCONS de cées e equinos (Bagcigil et al. 2007).

E provavel a transmissdo de estafilococos resistentes a meticilina entre os
animais e o homem (Seguin et al. 1999; Manian 2003; van Duijkeren et al. 2004a;
Baptiste et al. 2005; Weese et al. 2006). Durante um congresso veterinario, nos EUA,
foram isoladas cepas de MRSA do pessoal veterinario de diversos paises (Hanselman
et al. 2006). Na Holanda foi demonstrado que os veterinarios apresentam alto risco de

se tornarem portadores de MRSA (Wulf et al. 2006). Todos esses fatos mostram que a



infeccdo por MRSA pode se tornar uma doenga ocupacional como ja foi sugerido
anteriormente (Hanselman et al. 2006).

Embora Staph. intermedius seja classicamente a principal espécie de
estafilococo coagulase-positiva isolado de caes, estudos recentes relatam cepas de
Staph. aureus (particularmente MRSA) em cées (van Duijkeren et al. 2004b; Baptiste et

al. 2005; O’Mahony et al. 2005; Weese et al. 2006).

Cada vez mais a presenca de MRSA se torna comum em comunidades humanas
e parece que isso se reflete nos também nos animais, com isso, pode-se aumentar as
chances de acontecerem doencas tanto em animais quanto em seres humanos e
dificultar o controle desse patdégeno. (Weese et al. 2006). Os cédes podem atuar como
reservatdrios de MRSA e apresentar um risco para a saude animal e para a saude
publica (Baptiste et al. 2005; Weese et al. 2006).

As quinolonas e cefalosporinas sdo amplamente utilizadas tanto em medicina
humana quanto em medicina veterinaria, entretanto cepas de MRS sao muitas vezes
resistentes a estes e a outros antimicrobianos dificultando o tratamento das infec¢des
causadas por esses microrganismos, a vancomicina € muitas vezes a Ultima opc¢ao
para combater essas infeccgoes.

A auséncia de estudos relacionados a prevaléncia de MRS em unidades

veterinarias da América do Sul torna relevante o presente trabalho com o objetivo de

isolar estafilococos resistentes a meticilina e verificar os seus respectivos perfis de

suscetibilidade a diversos antimicrobianos, notadamente a vancomicina.



Material e métodos

Populacao estudada

Foram analisados 50 cdes e 50 pessoas (estudantes, funcionarios e veterinarios)
somente no setor de pequenos animais de um Unico hospital veterinario de ensino no
na cidade de Jaboticabal, Estado de S&o Paulo, Brasil. Essa amostragem representa
aproximadamente 95% e 90% da populacdo de cdes e pessoas respectivamente nesse
hospital. As amostras foram colhidas em um Unico dia em Janeiro de 2007. Esse estudo
foi autorizado pela comissdo de ética e bem-estar animal da Universidade Estadual

Paulista.

Coleta das amostras

Foram colhidos um suabe das narinas (introduzindo dentro das narinas) e um suabe
das méos (passando na palma da méo e entre os dedos) de cada pessoa; e um suabe
das narinas (introduzindo nas narinas) e um suabe na pele da regido perineal
(passando na pele e nos pélos) de cada cao (Vengust et al. 2006). Os suabes foram
depositados em tubos com caldo BHI (Oxoid) contendo 6% de NaCl (utilizado como

meio de enriquecimento) e processados.



Isolamento e identificac&o

Os tubos contendo caldo de enriquecimento com os suabes foram incubados
aerobicamente a 35°C por 48 horas e em seguida o seu contetido foi semeado em Agar
Staphylococcus Medium 110 (Difco) aerobicamente a 35°C por 48h. Foram colhidas
trés colbnias suspeitas de cada placa e identificadas através da coloracdo de Gram,;
teste de resisténcia a furazolidona, bacitracina e polimixina B (Disco-Difusdo);
fermentacdo do manitol, maltose e trealose; producdo de catalase, DNAse, acetoina e
coagulase em tubo e em lamina (KONEMAN et al. 1997) Os estafilococos coagulase-
positivos foram diferenciados em Staph. aureus; Staph. intermedius e Staphylococcus
schleiferi subsp. coagulans. Os estafilococos coagulase-negativos foram diferenciados
em Staphylococcus epidermidis e outros estafilococos coagulase-negativos (HOLT et
al. 1994; KLOOS and BANNERMAN 1999). Cepas de estafilococos diferentes isoladas
do mesmo portador (homem ou c&o) foram diferenciadas em fungdo de suas

caracterisicas bioquimicas e seu perfil de resisténcia a diversos antimicrobianos.

Sensibilidade a antimicrobianos

Todas as cepas de estafilococos isoladas e identificadas foram submetidas a teste de
sensibilidade frente aos seguintes antimicrobianos utilizando um método de disco-
difusdo em Agar Muller-Hinton (Oxoid): penicilina (10UI), oxacilina (1ng), ciprofloxacina

(5ng),  gentamicina  (10ng),  clindamicina  (2ng),  eritromicina  (15ny),



sulfametoxazol+trimetoprim  (25mg) e vancomicina (30ng) (NCCLS 2003b).
Adicionalmente foi realizado um teste de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
utiizando o método de macrodiluicdo em caldo para confirmar a resisténcia a
vancomicina em todas as cepas (NCCLS 2003a). Os diametros dos halos de inibicéo e
o resultado do teste de CIM foram comparados com o guia (CLSI 2005). Foi utilizada
uma reacdo de PCR para deteccdo de um fragmento do gene MecA para confirmar a

resisténcia a meticilina em todas as cepas (Gortel et al. 1999).

Resultados

Foram encontradas 20 cepas de estafilococos que apresentaram a presencga do gene
MecA por PCR, todos coagulase-negativos (MRCoONS), estas foram encontrados nas
amostras de 2/50 cédes (4%) e 18/50 seres humanos (36%). Nao foram isoladas cepas
de MRSA e MRSI. N&o foi isolada cepa alguma de Staph. schleiferi subsp. coagulans.
N&o foram isoladas cepas de Staph. intermedius em humanos e de Staph. aureus em

cdes. Nenhuma cepa de MRS foi considerada resistente a vancomicina utilizando-se a

CIM. A tabela 1 um demonstra o perfil de suscetibilidade e a identificacdo das espécies

das cepas de MRS isoladas de cédes e pessoas



Tabela 1 Classificacdo e determinagcdo da suscetibilidade das 20 cepas de
estafilococos resistentes a meticilina *1

N° Espécie Fonte Local ERI CLI GEN CIP SUT PEN VAN
1 S. epidermidis Céo Pele R S R S R R S
2 S.simulans Céo Pele I R S S S R S
3 S. epidermidis Humano Naina R R R R R R S
4 S. epidermidis Humano Narina R R R R S R S
5 S. epidermidis Humano Narina R R R I S R S
6 S. epidermidis Humano Narina | I R R R R S
7 S. epidermidis Humano Narina R R I R S R S
8 S. epidermidis Humano Narina R I S R S R S
9 S. epidermidis Humano Narina R I R S S R S
10 S. epidermidis Humano Narina R I R S S R S
11 S. epidermidis Humano Narina R I R I S R S
12 S. epidermidis Humano Narina R /Il S R S R S
13 S. epidermidis Humano Naina R S S S S R S
14 S. epidermidis Humano Narina R I S S S R S
15 S. epidermidis Humano Narina | I S S S R S
16 S. epidermidis Humano Narina | I I S S R S
17 S. epidermidis Humano Narina | I S S S R S
18 S. epidermidis Humano Pele R I I I S R S
19 S. epidermidis Humano Pele R I S S R R S
20 S. epidermidis Humano Pele I S S S S R S

* Eritromicina (ERI), Clindamicina (CLI), Gentamicina (GEN), Ciprofloxacina (CIP),
Sulfametoxazol + Trimetoprim (SUT), Penicilina (PEN) e Vancomicina (VAN)

t R - resistente, | - intermediario, S — susceptivel

Discussao

O fato de néo ter sido encontradas cepas de MRSA em humanos e cées nesse hospital
veterinario € importante, entretanto, mais estudos devem ser feitos em outros hospitais
veterinarios no Brasil para se ter mais dados sobre prevaléncia de MRS para serem

comparados com dados de outros paises. Um dos motivos para se justificar a auséncia



de MRSA em cées pode ser o fato de que nos diferentes estudos que isolaram MRSA
de cdes as cepas foram isoladas a partir de espécimes clinicos (Gortel et al. 1999; van
Duijkeren et al. 2004b) enquanto nesse estudo as cepas foram isoladas a partir de
animais sem infeccbes estafilococicas. Na Eslovénia ndo foram encontradas cepas de
MRSA a partir de caes saudaveis (Vengust et al. 2006) e em dois estudos considerando

somente 0s caes que visitaram hospitais veterinarios (ndo espécimes clinicos), nao foi

encontrado MRSA (Baptiste et al. 2005, Bacgicil et al., 2007). Esses fatos mostram que
talvez seja mais facil isolar MRSA de espécimes clinicos do que de regides colonizaveis
(pele e narina) nos caes.

O percentual de isolamento de MRCoNS dos cées nesse estudo (4%) foi
semelhante ao percentual de isolamento de MRS em espécimes clinicos de diversos
animais (3,2%) (van Duijkeren et al. 2004b), semelhante ao percentual de MRCoONS
encontrado em caes de um hospital veterinario na Inglaterra (6%) (Baptiste et al. 2005)
mas diferente do percentual de MRCONS isolado de caes saudaveis na Eslovénia
(11,5%) (Vengust et al. 2006) e cdes atendidos em um hospital veterinario na
Dinamarca (13%) (Bagcigil et al. 2007). Em equinos existe a hipotese de que MRCoNS
poderiam competir melhor com estafilococos coagulase-negativas sensiveis a meticilina
fora do ambiente no qual antimicrobianos estéo presentes e assim aumentarem a sua
prevaléncia (Baptiste et al. 2005) mas em cédes isso ndo parece acontecer pois 0S

mesmos autores encontraram uma prevaléncia pouco menor de MRCoNS (5%) nos

cdes da comunidade em relacdo aos caes que visitam hospitais.
A auséncia de dados sobre a prevaléncia de MRCoNS em portadores humanos
em hospitais veterinarios dificulta a comparagdo do nivel de prevaléncia encontrado

nesse estudo. Entretanto, em hospitais humanos essa prevaléncia varia muito o que



pode também acontecer em hospitais veterinarios. A freqiéncia de isolamento nesse
estudo dos humanos (36%) comparada a dos cées (4%) sugere que a colonizagao
humana é mais facil em relacdo a canina, além disso o fato das espécies de MRCoONS
isoladas serem diferentes sugere que nao houve transmissao das cepas entre humanos
e caes e vice-versa.

A auséncia de cepas resistentes a vancomicina foi semelhante a estudos
anteriores realizados com cées (Gortel et al. 1999) e varios animais (van Duijkeren et al.
2004b) o que é extremamente importante pois a vancomicina € uma droga de
referéncia para o combate a infec¢cdes causadas por MRSA (Weese 2005).

Depois da vancomicina (0%) a droga que apresentou menor nivel de resisténcia
entre todos MRS foi o sulfametoxazol+trimetoprim (20%) resultado menor do que o
encontrado em outro estudo realizado somente com isolados de caes (39%) (Gortel et
al. 1999). Esta associacdo de quimioterapicos tem sido usada no tratamento de
infeccdo por MRSA resistentes a vancomicina o que torna importante a vigilancia nos
niveis de resisténcia desses antimicrobianos (Weese 2005).

O nivel de suscetibilidade dos MRS nesse estudo frente a ciprofloxacina (55%)
foi semelhante ao do trabalho realizado somente com isolados de caes (57%) (Gortel et
al. 1999) e embora ndo demonstre aumento no perfil de resisténcia causa preocupacgao

pois as quinolonas tem sido largamente utilizadas na pratica veterinaria e a diminuicao

na sua eficiéncia pode comprometer o tratamento das doencas de origem bacteriana,

além disso juntamente com as cefalosporinas (também muito utilizadas) poderiam
auxiliar a selecao e o consequente aparecimento de MRSA (Loeffler et al. 2005).
A auséncia de cepas de MRCoNS sensiveis a eritromicina nesse estudo difere

do nivel de resisténcia a eritromicina a partir do estudo de MRS somente com céaes
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(78%) (Gortel et al. 1999) e do estudo com varias espécies de MRCONS isolados de
cées e equinos (0-50%) (Bagcigil et al. 3007). E um dado intrigante pois nesse hospital
0 uso de macrolideos ndo € amplo, portanto essas cepas poderiam ter origem extra-
hospitalar.

O fato de terem sido encontradas cepas de MRCoNS multirresistentes nao é

surpresa uma vez que esse fato j4 foi documentado em amostras provenientes de
animais (van Duijkeren et al. 2004b), o que leva a pensar que 0 uso de varios
antimicrobianos auxilie a selecdo de MRCoNS multirresistentes. Uma vez que o0s
estafilococos coagulase-negativos sao os agentes etioldgicos mais comuns implicados
em infeccbes nosocomiais associadas ao uso de catéteres venosos centrais em
hospitais humanos (Casey et al. 2006) a hipotética transmissdo de MRCONS
multiresistentes dos cées para o homem poderia ser perigosa.

E possivel que as cepas de MRCoNS tenham sido originadas no proprio hospital
(através de pressao sektiva) ou trazidas até o hospital oriundas da comunidade ou de
hospitais humanos. Estudos realizados demonstram que algumas cepas de MRSA
isoladas de caes e humanos, em unidades veterinarias, sdo geneticamente parecidas
com aquela cepa epidémica EMRSA-15 isolada de humano predominante no Reino
Unido (Baptiste et al. 2005; O’Mahony et al. 2005) ou geneticamente diversas sugerindo
que tenham sido adquiridas a partir da comunidade (Middleton et al. 2005). Outrossim,
ndo é sabido se o mesmo pode ser afirmado para MRCoNS embora isso seja
importante, pois hipoteticamente as cepas de CoNS, portadoras do gene MecA,
poderiam transmitir essa caracteristica para cepas comensais de Staph. aureus

(Chambers 1997, Vengust et al. 2006).



Programas de vigilancia de agentes causadores de infecgcbes nosocomiais ja
existem a muitos anos em hospitais humanos e devem ser estimulado em hospitais
veterinarios, pois a emergéncia de cepas multirresistentes nesse ambiente ocasiona um

provavel perigo a saude publica e a satude animal.
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