X Coloquio Técnico Cientifico de Satde Unica,
Ciéncias Agrarias e Meio Ambiente

ISOLAMENTO, CARACTERIZAGCAO E DINAMICA DE COLONIZAGCAO DE Staphylococcus spp. EM CAES INTERNADOS
NA UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA DO HOSPITAL VETERINARIO DA UFMG

Ana Carolina Coelho Costa'*, Amanda Oliveira Paraguassu?, Jordana Almeida Santana®, Patricia Maria Coletto Freitas*, Rafael

Garilio Clark Xavier®, Ranielle Stephanie Toledo Santana®, Rodrigo Otavio Silveira Silva®.
!Discente no Curso de Medicina Veterinaria — Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG — Belo Horizonte/MG — Brasil — *Contato: carolcoelhoaccc568123@gmail.com
?Mestranda em Ciéncia animal — Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG — Belo Horizonte/MG — Brasil
3Mestre em Ciéncia Animal — Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG — Belo Horizonte/MG — Brasil
*Docente do Curso de Medicina Veterinaria — Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG — Belo Horizonte/MG — Brasil
Doutorando em Ciéncia Animal — Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG — Belo Horizonte/MG — Brasil
®Residente de Clinica Cirtrrgica de Pequenos animais — Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG — Belo Horizonte/MG — Brasil

INTRODUCAO

Estafilococos, principalmente estaficolocos resistentes a meticilina
(MRS), sdo agentes bacterianos importantes no que tange a resisténcia
microbiana, pois possuem ampla capacidade de adquirir e transmitir
determinantes de resisténcia. Nesse sentido, a Unidade de Terapia
intensiva (UTI) de ambientes hospitalares é apropriada para a selegdo de
microrganismos resistentes e multirresistentes-2, principalmente diante do
amplo uso de antimicrobianos, sendo um ambiente com condicdes
favoraveis a selecdo e sobrevivéncia de patdgenos multirresistentes. Dessa
forma, o objetivo deste trabalho foi isolar, caracterizar e avaliar a dindmica
de colonizacdo e a resisténcia a antimicrobianos de estirpes de
Staphylococcus spp., principalmente S. pseudintermedius resistente a
meticilina (MRSP), isoladas de cées internados na UTI do Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG).

METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado a partir da coleta de amostras de 54 cées
internados na UTI do HV-UFMG em Belo Horizonte, Minas Gerais, de
agosto de 2019 até abril de 2020, em um total de 264 dias. Foram coletadas
amostras de trés sitios corporais distintos a partir de suabes, sendo eles
narina, axila e reto, uma vez ao dia, desde o primeiro dia de internac&o ate
o ultimo. Posteriormente, os suabes foram processados no Laboratorio de
Bacterioses e Pesquisa da Escola de Veterinaria da UFMG. Ademais,
houve a analise de dados epidemioldgicos de todos os cdes. A partir da
avaliacdo das fichas clinicas dos participantes e avaliagdo de informagdes
sobre idade, sexo, raga, porte, motivo e tempo de internagéo,
comorbidades, uso de antimicrobianos prévio ou durante a internagéo,
profissdo do tutor (profissionais de salide ou outros), convivio com outros
animais e Gbito. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso
Animal (CEUA) da UFMG sob o protocolo 287/2019.

As amostras foram cultivadas e as col6nias sugestivas foram identificadas
pela técnica de espectrometria de massa por dessorgéo/ionizagdo a laser
assistida por matriz (MALDI-TOF MS)3. A partir disso, os isolados do
Grupo S. intermedius (SIG) por MALDI-TOF foram confirmados por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do gene nuc®. Enquanto os isolados
ndo-SIG com escore MALDI-TOF abaixo de 2.000 foram submetidos ao
sequenciamento do gene 16S rRNAS,

Os isolados de Staphylococcus spp. foram submetidos ao teste de
susceptibilidade antimicrobiana pelo método de disco-difusdo em agar e
interpretada conforme os documentos dolnstituto de padrdes clinicos e
laboratoriais (CLSI), M100-Ed31* e VET01S-Ed55, e S. aureus ATCC®
25923 foi usado como controle. Os antimicrobianos testados foram:
oxacilina (OXA, 1 pg), cefoxitina (FOX, 30 pg), penicilina (PEN, 10 IU),
gentamicina (GEN, 10 pg), eritromicina (ERI, 15 pg), clindamicina (CLI,
2 ng), tetraciclina (TET, 30 pg), ciprofloxacina (CIP, 5 pg), nitrofurantoina
(NIT, 300 pg), trimetoprim-sulfametoxazol (SXT, 1,25/23,75 png),
cloranfenicol (CHL, 30 pg), enrofloxacina (ENO, 5 pg) e rifampicina (RIF,
5 pg) (Oxoid, EUA). Estirpes foram consideradas resistentes a multiplas
drogas (MDR) quando resistentes a trés ou mais classes de
antimicrobianos'?.

Por fim, todos os isolados de Staphulococcus foram testador por PCR para
determinar se carreavam o gene mecA.,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 501 amostras de suabes, 211 (42,1%) foram isolados de
estafilococos de 51 cles (94,4%). Dentre as doze espécies de
Staphylococcus encontradas nos isolados obtidos, S. pseudintermedius foi
a especie mais frequente (71,1%), sendo recuperado de 45 (8,2%) dos 51

cdes com isolamento estafilococico e mais prevalente nos sitios nasal e
retal. A segunda espécie mais presente foi S. aureus, isolada de 13 cées
(25,5%) e recuperada principalmente do sitio nasal.

Tabela 1: Frequéncia de isolamento de total e por dia de internacdo de
Staphylococcus spp., S. pseudintermedius e MRSP recuperados de 54 cdes
internados na UTI do HV-UFMG entre agosto de 2018 e abril de 2019.

Cies positivos
para

Ciies positivos Isolamento Cies

Isolamento para S. MRSP positivos

Isolamento S.
Dia  Staphylococcus i i

= Staphylococens = psendintermedil (% para MRSP
spp. (%) spp. (%) (%) ) ) )
1 97/162 (59.9%) 45/54 (83,3%) 65/97 (67,00 37/45(82,2) 11/97 (11,3) T/45(15,6)
2 % 23/38 (60,5%) 25/37 (67.6) 19/23 (82,6) 5/37(13,5) 423 (17.4)
3 19/31 (61,3%) 20/29 (69,00 15/19 (78,9) 5/29(17.2) 419 (21,00
4 14/20(70,0%) 20/25 (R0,0) 11/14 (78,6) 8/14 (32,00 3/14(21.4)
5 6/12 (50,0%) 778 (87.5) 5/6(83,3) 1/8 (12,0) 1/61(16,7)
6 4/4 (100,0%) 5/6(83.3) 4/4 (100,00 3/6(50,0) 2/4 (50,0)
7 213 (66,7%) 2/2 (100,0) 2/2 (100,0) 1/2 (50,0 1/2 (50,0)
8 373 (100,0%) 4/5 (80,0) 3/3 (100,00 2/5 (40,0) 1/3 (33,3)
9 141 (100,0%) 171 (100,0) 171 (100,00) 1/1 (100,0) 11 (100,0)
10 1/1 (100,0%) 1/1 (100,0) 1/1 (100,00) 1/1 (100,0) 1/1 (100,0)
Total 51/54 150/211 45/51 38/211 11/51
(94,4%) (71,0%) (88,2%) (18,0) (21,6%)

No que tange a resisténcia a antimicrobianos, 158 (74,9%) das 211
amostras isoladas foram resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos
testados, enquanto 92 (43,6%) foram multirresistentes e apenas 53 (25,1%)
foram susceptiveis. Da totalidade de amostras, 57 (27,0%) foram
resistentes a meticilina (MRS). Os antimicrobianos com maior numero de
isolados resistentes foram a penicilina (57,8%) e a tetraciclina (52,1%),
enquanto cloranfenicol (7,6%) e nitrofurantoina (1,9%) apresentaram
menor quantidade de isolados resistentes. Do total, 20 isolados (41,7%)
foram resistentes a 9 classes diferentes de antimicrobianos e desses, 18
apresentaram perfis idénticos de resisténcia (OXA-ERI-CLI-SUT-ENO-
RIF-PEN CIP-TET-GEN).

Na analise de resisténcia genotipica (gene mecA), 48 (84,2%) das 57
estirpes MRS foram positivas para o gene mecA. Dos Staphylococcus
isolados, cinco especies apresentaram esse gene, sendo a frequéncia de S.
pseudintermedius (79,2%) significativamente maior. Na avaliacdo da
dindmica de isolamento de estirpes de S. pseudointermedis resistente a
meticilina (MRSP), observou-se uma relacéo linear significativa entre dias
de internagdo na UT]I e proporcéo de isolados MRSP, na qual para cada dia
de internagdo, espera-se um crescimento de 9,142% de isolados desse tipo,
como observado na Figura 2a.
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Figura 2: Relagdo entre o dia de internacdo e a proporgao de estirpes
MRSP (a); Relacdo entre o dia de internacdo e a proporcdo de caes
positivos para estirpes MRSP.
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Essa correlagdo positiva também foi observada individualmente nos
animais, pois para cada dia de internacdo, espera-se um aumento de
9,748% de cées positivos para MRSP (Figura 2b).

O tempo total de internagdo também influenciou no numero de resisténcia
a diferentes classes antimicrobianas. Conforme mostrado na figura 3, cées
com estirpes MRSP resistentes a 9 classes de antimicrobianos
permaneceram internados, em media, 6,4 dias, enquanto cdes com outras
estirpes MRSP tiveram media de internagéo de 2,4 dias.

*

Tempo meédio de internagao (dias)

Outras estirpes MRSP Estirpes MRSP resistentes a 9 classes

Figura 3: Comparagdo do tempo médio de dias de internagdo entre cdes
com estirpes MRSP resistentes a nove classes de antimicrobianos e cées
com outras estirpes MRSP. * Diferenca estatistica significativa (p = 0,009).

Com base na analise epidemiolégica dos cdes internados, trés fatores de
risco foram encontrados estatisticamente relevantes para a aquisicao de
estirpes MRSP na UTI do HV-UFMG. Nesse sentido, a frequéncia de
isolados MRSP foi estatisticamente maior no sexo feminino, em caes
idosos e em cées que fizeram uso prévio de antimicrobianos.

Algumas observacBes de padrbes de resisténcia idénticos e perfis de
resisténcia aos mesmos antimicrobianos ao longo de todo o estudo
sugerem que a transmissdo de clones de estirpe MRSP estaria ocorrendo
na UTI do HV-UFMG. Como por exemplo, o perfil OXA-ERI-CLI-SUT-
ENO-RIF-PEN-CIP-TET-GEN foi observado no isolado nasal de um c&o
no segundo dia de internacdo, e logo depois, em mais cinco animais, nos
quais quatro deles ap6s o terceiro dia de internacéo e um no primeiro dia
de internacdo .Nesse sentido, a perpetuacdo desse tipo de perfil durante
todo o estudo gera a suspeita de que es estirpes MRSP estaria sendo
transmitida e compartilhada por meio de outros modos, como fomites,
equipamentos e funcionarios, como ja descrito em ambientes hospitalares
em outros trabalhos®99,

Também ha a suspeita de que possa ter ocorrido uma transferéncia
horizontal de genes entre estirpes?®,pois uma cadela internada com
piometra e com dois isolados de S. aureus resistentes a nitrofurantoina
eram MRSA e, no mesmo dia de internag&o, outra cadela com piometra foi
admitida na UTI do HV-UFMG e possuia uma estirpe de S. hominis MRS
com o mesmo perfil de resisténcia.

CONSIDERACOES FINAIS

De um total de 501 amostras coletadas na UTI do HV-UFMG, 42,1% dos
isolados foram de Staphylococcus spp., e desses, 71% foram identificamos
como S. pseudintermedius. O estudo também sugeriu que isolamento de
suabes nasal e retal apresentam maior probabilidade de isolamento quando
comparados ao suabe axilar. Cerca de 75% das amostras isoladas foram
resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos testados, sendo que quase
metade foram MDR e 27%, MRS. Valores altos de resisténcia a
antimicrobianos como a observada neste estudo sdo esperados em
ambientes de UTI, considerando a alta frequéncia de utilizacdo de
antimicrobianos, culminando na selecdio de microrganismos
multirresistentes®?,

O estudo também sugere fatores de risco relevantes para a aquisicdo de
estirpes MRSP na UTI, sendo eles cdes do sexo feminino, ces idosos e
caes que fizeram uso prévio de antimicrobianos.

Este foi o primeiro estudo a avaliar a frequéncia, resisténcia antimicrobiana
e dinamica de colonizacédo de estirpes MRSP em cées internados em UTI
no Brasil. Por fim, os achados sugerem que clones de estirpes MRSP
podem estar circulando e sendo transmitidos no ambiente de UTIs
veterindrias.
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