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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana é uma das dez principais ameagas a saude publica e
entre os agentes patogénicos, Staphylococcus aureus resistente as diferentes classes
de antimicrobianos é prioritario para adogao de medidas preventivas. Dessa forma,
objetivou-se identificar caes e gatos, seus contactantes humanos (tutores e médicos
veterinarios), utensilios e superficies de um ambiente hospitalar veterinario,
colonizados por S. aureus e avaliar o perfil genotipico e fenotipico de resisténcia aos
antimicrobianos. A recuperacgao bacteriana foi realizada por meio de swabs estéreis,
obtidos no segundo semestre do ano de 2021, em 20 humanos (8 médicos veterinarios
e 12 tutores), 13 animais (10 caes e 3 gatos), 14 superficies ambulatoriais, sete
estetoscépios e oito telefones celulares dos médicos veterinarios. O isolamento foi
feito em Agar Sal Manitol e a identificacdo preliminar mediante a coloracdo de Gram
e teste de catalase. Posteriormente, a espécie S. aureus foi confirmada por reagao
em cadeia da polimerase, onde também se investigou o perfil genotipico. Para
determinar o perfil fenotipico de resisténcia foi empregado o método de disco-difusao.
Foram obtidos 10 isolados de S. aureus recuperados em 25% (2/8) dos médicos
veterinarios, 25% (3/12) dos tutores, 10% (1/10) dos céaes, 33% (1/3) dos gatos e em
7,14% (1/14) das superficies inanimadas. O fendtipo S. aureus sensivel a oxacilina
mecA — positivo (OS-MRSA) foi identificado em um felino. O perfil genotipico dos
espécimes bacterianos indicou resisténcia as diferentes classes de antimicrobianos,
com maior frequéncia de resisténcia aos beta-lactdmicos e as quinolonas,
respectivamente, 90% (9/10) eram detentores do gene blaZ e 90% (9/10) do norA. Na
avaliacao fenotipica, todas as amostras possuiam resisténcia a penicilina e verificou-
se em 80% (8/10) das bactérias, a resisténcia a eritromicina e a resisténcia induzida
a clindamicina. A presengca de determinantes genéticos de resisténcia aos
antimicrobianos aliado ao perfil fenotipico em S. aureus requer atencgao tanto para o
potencial de transferéncia desses genes entre as bactérias quanto para o risco na

terapia antimicrobiana em infecgdes estafilococicas.

Palavras-chave: Caninos. Felinos. OS-MRSA. Resisténcia antimicrobiana.
Zoonose.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance is one of the main threats to public health. Staphylococcus
aureus resistant to different classes of antimicrobials is a priority for the implementation
of preventive measures. Therefore, the objective of the study was to identify the
bacterium in dogs and cats, in humans with close contact with these animals
(guardians and veterinarians), veterinary instruments and veterinary hospital surfaces
environment, to evaluate the genotypic and phenotypic profile of antimicrobial
resistance. Bacterial recovery was performed using sterile swabs obtained in the
second semester of 2021. 20 humans (8 veterinarians and 12 tutors), 13 animals (10
dogs and 3 cats), 14 ambulatory surfaces, 7 veterinarians’ stethoscopes and 8
veterinarians cell phones samples were collected. Isolation was performed on Agar
Salt Mannitol and preliminary identification by Gram stain and catalase test.
Subsequently, the species S. aureus was confirmed, and its genotypic profile was
investigated by polymerase chain reaction. To determine the phenotypic profile of
resistance, the disk-diffusion method was performed. Ten S. aureus isolates were
recovered in 25% (2/8) of veterinarians, 25% (3/12) of tutors, 10% (1/10) of dogs, 33%
(1/3) of cats and 7.14% (1/14) of inanimate surfaces. The phenotype mecA-positive
oxacillin-sensitive S. aureus (OS-MRSA) was identified in a feline sample. The
genotypic profile of bacterial specimens indicated resistance to different classes of
antimicrobials, with a higher frequency of resistance to beta-lactams and quinolones,
respectively, 90% (9/10) were holders of the blaZ gene and 90% (9/10) of the norA. In
the phenotypic evaluation, all samples were resistant to penicillin and 80% (8/10) were
resistant to erythromycin. Additionally, induced resistance by erythromycin to
clindamycin were verified in the same 8 samples resistant to erythromycin (80%).
Finally, the presence of genetic determinants of antimicrobial resistance with the
phenotypic profile in S. aureus requires attention. The transfer of these resistance
genes between bacteria may occur. Also, the risk of antimicrobial therapy failure in

staphylococcal infections is possible.

Keywords: Antimicrobial resistance. Canines. Cats. OS-MRSA. Zoonosis
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1. INTRODUGAO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) alude a capacidade dos microrganismos
de, quando expostos aos antimicrobianos, resistirem a esses, tornando-os inefetivos.
Dessa forma, as estratégias terapéuticas anteriormente eficazes no enfrentamento de
infeccbes se demonstram impotentes frente aos microrganismos resistentes e essa
inefetividade acarreta agravos aos sistemas de saude e a economia das nagdes. A
RAM persiste entre as dez principais ameacas a saude publica e ao desenvolvimento
global (SILVA et al., 2020; WHO, 2021).

Microrganismos resistentes aos antimicrobianos foram identificados em todos
os continentes e a disseminacao desses exibe adversidades na medicina humana e
veterinaria (LIN et al., 2015; PALMA; TILOCCA; RONCADA, 2020). A presenga € a
expressdo de genes de resisténcia foram verificadas em um extenso numero de
bactérias comensais em humanos e animais vertebrados, destacando-se, entre os
organismos Gram-positivos, os membros do género Staphylococcus. Esses
desempenham papel central tanto na transferéncia de genes de resisténcia quanto em
infecgdes clinicas em indivuos e nas mais diversas espécies de animais (HAABER et
al., 2017; KASPAR et al., 2018).

A problematica torna-se ainda mais significativa quando se menciona as cepas
resistentes, a exemplo, S. aureus resistente a meticilina (MRSA). O MRSA é
relacionado como um dos agentes patogénicos de impacto reconhecido em saude
publica e alvo prioritrario para adocdo de medidas preventivas e de novas condutas
terapéuticas (LAKHUNDI; ZHANG, 2018; CDC, 2019). No entanto, frisa-se que a
resisténcia em S. aureus néao se restringe somente aos beta-lactdmicos. Compreende-
se que nesta espécie, os padrdes de resisténcia foram delineados pela emergéncia
de cepas distintas que adquiriram mecanismos de resisténcia aos mais diversos
antimicrobianos (SAKOULAS; MOELLERING, 2008).

As bactérias dessa espécie sao oportunistas e podem ser encontradas na pele
e no sistema respiratorio, sobretudo, nas narinas e orofaringe de humanos saudaveis
(BOXBERGER et al., 2021). No entanto, estéo relacionadas com varias enfermidades
que incluem bacteremia, endocardite, infecgdes osteoarticulares, da pele, dos tecidos
moles e pulmonares (GUCLU et al., 2021; PARDOS DE LA GANDARA et al., 2016).

Em cées e gatos, S. aureus pode ser recuperado, comumente, na regido anal,

na cavidade nasal, na garganta e na pele de animais saudaveis, mas estudos recentes
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apontam para uma maior prevaléncia de S. aureus em animais nao sadios
(BIEROWIEC et al., 2019), assumindo maior patogenicidade em afec¢des do pavilhdo
auditivo (AVBERSEK et al., 2021), do trato urinario (WINDAHL et al.,2014) e em
infeccdes de pele (DE JONG et al., 2020).

A colonizagao por S. aureus pode nao causar danos ao hospedeiro, mas
configura fator de risco para a infecgao desse e, mais importante, para a disperséao
das cepas, uma vez que o portador se torna uma fonte de disseminacao da bactéria
(CHAMBERS; DELEO, 2009). O vinculo e o contato proximo de humanos e animais
de companhia, caes e gatos, potencializam a transmissdo mutua de cepas da bactéria,
sobretudo, das resistentes. Em adicional, ha participagcdo ativa na transmissao
horizontal de genes de resisténcia entre as cepas que colonizam humanos e os pets
(FROSINI et al., 2020). A colonizag&o por S. aureus e cepas resistentes de humanos,
caes e gatos é um fator potencial para propagacéo das bactérias em ambientes de
atengao a saude humana e animal, comunitarios e aos associados a pecuaria (ROSSI
et al., 2020).

A investigacdo de S. aureus em caes, gatos, bem como em seus contatos
humanos e no ambiente, somada a identificacdo do perfil de resisténcia aos
antimicrobianos sao imprescindiveis para implementagcdo de estratégias de
prevencao. E, uma vez que se reconhece a necessidade de confrotar a RAM com
estratégias multidisciplinares norteadas pela Saude Unica quanto & caréncia de
estudos que elucidem a problematica na Regido Nordeste do Brasil, objetiou-se
identificar caes e gatos, seus contactantes humanos (tutores e médicos veterinarios),
utensilios e superficies de um hospital veterinario no municipio de Recife —
Pernambuco colonizados por S. aureus e avaliar o perfil genotipico e fenotipico de

resisténcia aos antimicrobianos.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.Género Staphylococcus

O género proposto em 1882 por Alexander Ogston foi reconhecido no campo
da sistematica microbiana em 1980 (SKERMAN; MCGOWAN; SNEATH, 1980;
OGSTON, 1882). Inicialmente pertencia a familia Micrococaccea, no entanto, foi
designado para uma nova familia, a Staphylococcaceae. Pertence a ordem Bacillales
e a classe Bacilli (FOSTER; GEOGHEGAN, 2015). Em conformidade com List of
Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN), hodiernamente, 81
espécies estao registradas nesse género (PARTE et al., 2020).

O género compreende procariontes com baixos teores de guanina e citosina,
Gram-positivos e em formato de cocos que, em fungdo tanto da sua divisdo
tridimensional quanto da sua separacao celular inconclusa, formam agrupamentos
irregulares equiparaveis a cacho de uvas, atributo notavel do género (FOSTER,;
GEOGHEGAN, 2015).

Essas bactérias possuem células esféricas com didmetro variando entre 0,5 e
1,5 micrbmetros (um), com cocos ou isolados ou agrupados em pares e, ainda, em
cadeias curtas, mas a organizacao predominante € em cacho irregular. Sdo oxidase
negativas e termonuclease positivas. Nao formam enddsporos e, usualmente, ndo sao
encapsuladas (LAMERS et al.,, 2012; MORENTE; RUIZ; PULIDO, 2016). Séao
formadoras de colbénias pigmentadas, variando em conformidade com a espécie, em
uma tonalidade entre amarelo e laranja, como também, variagao entre opaco, creme
e branca (WONG; BERGDOLL, 2002; MURRAY et al., 2006).

Os estafilococos sdo organismos imodveis, mas que possuem a aptidao para
produzir biofilme, o que favorece sua aderéncia e colonizagdo (LIRA et al., 2016;
FRIEDRICZEWSKI et al., 2018). As espécies desse género possuem a capacidade
de sintetizar potentes enterotoxinas causadoras de intoxicacdes alimentares
frequentes em humanos, tornando o género um agravo a saude publica (PODKOWIK
et al., 2013).

Os estafilococos sao capazes de crescer em uma vasta faixa de temperatura,
entre 6,5 e 46°C, com um crescimento 6timo entre 30 e 37°C (BERGEY'S, 1994).
Conseguem sobreviver em temperaturas extremas, menores que 6,5°C e maiores que
46°C, por um periodo limitado (PRESCOTT; HARLEY; KLEIN, 2002). Essa
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capacidade de adaptacdo as flutuagcbes de temperaturas € essencial para
patogenicidade das cepas (SINGH et al., 2008).

Sao classificados como microrganismos halotolerantes e sobrevivem em
concentragbes relativamente altas (superiores a 10%) de cloreto de sodio
(DEURENBERG; STOBBERINGH, 2008). As espécies sdo anaerobias facultativas,
mas apresentam taxa de crescimento acentuada em condicbes aerdbicas
(WORLITZSCH et al., 2009). Nao fotossintéticas, com metabolismo fermentativo sem
a formagéao de gas e com produgéo de acido (QUINN et al., 2005).

Apresentam arquitetura tipica de células bacterianas, com parede celular
constituida por peptidoglicano, com composi¢ao variavel conforme as espécies, mas
que se caracteriza por ser um saculo resistente e rigido que abrange a membrana
citoplasmatica e assegura resisténcia ao turgor interno (TURNER; VOLLMER,;
FOSTER, 2014). O peptidoglicano possui alto grau de reticulagdo devido as ligacdes
cruzadas de pentaglicina, atributo diferencial dos estafilococos, vez que nao se
encontra tal organizagao fora do género (DMITRIEV et al., 2004; MONTEIRO et al.,
2019). Também estdo presentes moléculas de acidos teicdicos e proteinas de
superficie acopladas a parede. O peptidoglicano é vulneravel a agéo de lisostafina e
resistente a lisozima (PERRY et al.,, 2002; MADIGAN et al., 2010; FOSTER;
GEOGHEGAN, 2015).

A sintese da enzima catalase é uma caracteristica tipica do género (ASSONI
et al., 2020). No entanto, S. saccharolyticus e S. aureus subsp. anaerobius s&o
membros do género que, sabidamente, ndo possuem a enzima (ELBIR et al., 2013;
ELLIS et al., 2014). A catalase atua na transmutacao do peréxido de hidrogénio em
oxigénio e agua, tornando um composto toxico em moléculas inofensivas e, portanto,
evita o dano oxidativo (CHELIKANI; FITA; LOEWEN, 2004; FARACI, 2006). Esse fator
de viruléncia confere maior resisténcia a morte intra e extracelular e
consequentemente, possibilita a sobrevivéncia e a disseminagcdo desses
microrganismos (OLWAL; ANG'IENDA; OCHIEL, 2019).

A enzima coagulase, atuante na cascata de transformagao do fibrinogénio em
fibrina, pode ou nao ser sintetizada pelas espécies do género (OTTO, 2014). A sintese
da enzima pelos estafilococos € um notério indicador de patogenicidade, permitindo
que as bactérias superem a atividade bactericida do sistema imunologico dos
hospedeiros (BONAR; MIEDZOBRODZKI; WLADYKA, 2018).
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A capacidade ou nao de coagular o plasma dividiu o género em dois grandes
grupos: Staphylococcus coagulase positiva (SCP) e Staphylococcus coagulase
negativa (SCN). A espécie S. aureus sempre assumiu como a principal representante
dos SCP (PODKOWIK et al., 2013; DUQUENNE et al., 2016). A enzima coagulase é
presente em decorréncia da existéncia e expresséo do gene codificador da coagulase
(Coa), no entanto, ha relatos de algumas populagdes de SCP sem o Coa, enquanto
alguns SCN o apresentam (DE ALMEIDA et al., 2018; JAVID et al., 2018). Diante da
presenca de cepas coagulase-variaveis, optou-se pela adogdo de uma nova
classificagado que divide o género em Staphylococcus aureus e Staphylococcus néao
aureus (SNA) (CONDAS et al., 2016; VANDERHAEGHEN et al., 2014), com a
persisténcia da terminologia em relatos cientificos recentes (SANTOS et al., 2020;
LONGHEU et al., 2021).

SNA, grupo grande e heterogéneo de estafilococos, compreende as demais
espécies do género, sobretudo, as anteriormente denominadas de estafilococos
coagulase-negativos (BECKER et al., 2014; CONDAS et al., 2016; TAPONEN et al.,
2012). Associado as infecgdbes em humanos, animais de produgdo e nos de
companhia (BOURGET, 2019; WEDLEY et al., 2014; WUYTACK et al., 2020) e a
expansao da RAM, uma vez que as espécies do grupo transportam varios genes de
resisténcia e expressam resisténcia fenotipica a varias classes de antimicrobianos
(LIENEN et al., 2021; LONCARIC et al., 2019; NOBREGA et al., 2018).

Os estafilococos sdo ubiquos em razido de condicdes de crescimento
abrangentes e pela resisténcia as representativas variagbes ambientais, colonizando
distintos habitats na biosfera (GOMEZ-SANZ et al., 2019). S3do encontrados na
rizosfera ou nas superficies do solo (ASMAT; CRUZ-VALDERRAMA; CHAMAN, 2020;
KANNIKA; THALISA, 2021), em plantas e vegetais (NITHYA; BABU, 2017; CAVE et
al., 2021) e em ambientes aquaticos (HER; GALLERT, 2015; SILVA et al., 2020).
Periodicamente colonizam o ar, caracteristica que potencializa sua transmissao entre
os ambientes (HUSSEY et al.,2017; MADSEN et al., 2018).

Os estafilococos também foram recuperados em aparelhos celulares (AMINI et
al., 2017; AFRIDAYANI et al., 2021), em objetos do cotidiano, comuns em casas ou
em locais publicos (PARRISH et al., 2018) e em dispositivos médicos (SSEKITOLEKO
et al., 2020; VINALL et al., 2021).

As toxinas sintetizadas pelas espécies desse género foram detectadas em

inumeros alimentos e na agua potavel, se disseminando e ocasionando intoxicagao
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alimentar, choque toxico e reagodes alérgicas (YOSHIKAWA et al., 2019; HAGHI et al.,
2021). A literatura cientifica assevera sua presenga em carnes e enlatados
(BAHLINGER et al., 2021; BHUTIA; THAPA; TAMANG, 2021), leite e derivados
(FREITAS RIBEIRO et al., 2020; GAJEWSKA; CHAJECKA-WIERZCHOWSKA, 2020)
e outros alimentos como frutas, ovos e produtos ricos em agucares (IQBAL et al.,
2015; PONDIT et al., 2018; SIAVOSHI et al., 2020).

As espécies do género residem nas membranas mucosas, narinas e pele de
seres humanos e animais de sangue quente. E reconhecido que as narinas de
humanos saudaveis representam um dos principais reservatérios de estafilococos,
especialmente para S. aureus (TONG et al., 2015; ROSSI; PEREIRA; GIAMBIAGI-
DEMARVAL, 2020).

As espécies do género ndo demonstram especificidade por hospedeiros, no
entanto, ha recuperacao, frequente de S. capitis, S. epidermidis, S. haemolyticus, S.
hominis, S. lugdunensis e S. warneri da pele de humanos saudaveis (OH et al., 2016;
BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018), ao passo que S. felis é isolada em felinos higidos
ou doentes com afecgdes de trato urinario inferior, pavilhdo auditivo ou globo ocular
(ROSSI et al., 2017; WORTHING et al., 2018a). S. pseudintermedius é recuperada
com mais frequéncia em caes domésticos saudaveis ou nos diagnosticados com
piodermite e otite externa (ROSSI et al., 2018; LYNCH; HELBIG, 2021).

2.2. Staphylococcus aureus

Dentre as espécies do género Staphylococcus, S. aureus foi uma das primeiras
a ser relatada ocasionando danos a saude de humanos e animais. Em virtude de ser
considerado um patégeno zoonético emergente, apresenta relevancia em saude
publica (LAKHUNDI; ZHANG, 2018; ALGAMMAL et al., 2020).

Os relatos acerca de S. aureus remontam os anos de 1880, quando Alexander
Ogston constatou a ocorréncia de septicemia em pacientes no pds-operatorio,
verificando a presencga de cocos Gram-positivos nas feridas cirurgicas de humanos,
subsequentemente, esses isolados foram capazes de produzir abscessos em animais
(OGSTON, 1880,1881,1882). Em 1884, Anton J. Rosenbach isolou cepas de
estafilococos e as incluiu nas espécies S. aureus e S. albus, sendo essa Ultima
posteriormente admitida como S. epidermidis por meio do teste da coagulase
(COWAN, 1938; ROSENBACH, 1884; SHAW; STITT; COWAN, 1951).
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S. aureus apresenta os atributos préprios do género, sendo suas colbénias
arredondadas, lisas, convexas e com bordas cintilantes, frequentemente, na coloragao
amarelo dourada, coloragao atribuida a presenca de carotenoides em sua membrana
(MISSIAKAS; SCHNEEWIND, 2013). Essa espécie apresenta algumas cepas
detentoras da camada exopolissacaridea (MA; COCCHIARO; LEE, 2004), tornando
as colbénias com morfologia difusa quando comparadas com as coldénias compactadas
das cepas nao encapsuladas (YOSHIDA; MINEGISHI, 1976). A capsula confere uma
maior adesdo, persisténcia da bacteremia e resisténcia aos antimicrobianos
(THOMER; SCHNEEWIND; MISSIAKAS, 2016).

Ainda no que diz respeito a sua arquitetura celular, apresenta compostos de
ribitol nos acidos teicdicos presentes na membrana, diferentemente da constituigao
com glicerol, como em S. epidermidis e S. intermedius (QIAN et al., 2006; MEREDITH;
SWOBODA; WALKER, 2008). Adicionalmente, nos isolados de S. aureus, observa-se
a Proteina-A dentre as proteinas de superficie, que confere fator de viruléncia
responsavel pelo reconhecimento de imunoglobulinas nos hospedeiros (BECKER et
al., 2014; FALUGI et al., 2013).

S. aureus apresenta taxa de crescimento maxima entre 35 e 37°C e pH entre
6,0 e 7,0. E uma bactéria detentora de elevada osmotolerancia, sobrevivendo em
ambientes com atividade de agua superior a 0,86 e com concentragao de cloreto de
sédio entre 5 e 7%, com algumas estirpes tolerando concentragdes de 20% (FOSTER,;
GEOGHEGAN, 2015).

2.3. S. aureus o vinculo com animais de estimag¢ao e humanos

Em céaes, a espécie mais prevalente é S. pseudintermedius, além de S.
schleiferi, S. simulans e S. epidermidis (LEE et al., 2019; GONZALEZ-DOMINGUEZ
et al., 2020; LI et al., 2021). Os felinos sao frequentemente colonizados por S. felis, S.
simulans, S. epidermidis e, mais raramente por S. pseudointermedius (IVERSON et
al., 2015; BIEROWIEC et al., 2019).

As espécies supracitadas apresentam maior impacto na clinica médica de
caninos e felinos em decorréncia de uma maior casuistica de infecgdes (BANNOEHR;
GUARDABASSI, 2012). E importante salientar que S. aureus é um problema
emergente na medicina veterinaria, sendo a espécie relatada como patégeno

responsavel por infecgdes em caes e gatos (QUADRO 1)
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Quadro 1. Infecgbes em cées e gatos ocasionadas por Staphylococcus aureus.

ENFERMIDADE ESPECIE REFERENCIAS
Infeccdo do trato urinario Caes Penna et al. (2010); Windahl et al. (2014)
Gatos Litster et al. (2007); Vercelli et al. (2021)
Otite Caes De martino et al. (2016); Bourély et al. (2019)
Gatos Qekwana et al. (2017); Avbersek et al. (2021)
Infeccao da pele Caes Penna et al. (2013a); Saputra et al, (2017)
Gatos Ludwig et al. (2016); de Jong et al. (2020)
Infecgdo do trato respiratorio Caes Morrissey et al. (2016); Abbott et al. (2020)
Gatos Morris et al. (2006); Moyaert et al. (2019)

Estirpes de S. aureus podem ser recuperadas de humanos, cdes e gatos
saudaveis (LIN et al., 2011), mas alguns estudos apontam para uma maior prevaléncia
de S. aureus em animais nao sadios (DROUGKA et al., 2016; OLDER et al., 2017;
BIEROWIEC et al., 2019) e naqueles em contato proximo com humanos (MORRIS et
al., 2012; BIEROWIEC; PLONECZKA-JANECZKO; RYPULA, 2016a).

Ha relatos por todo o mundo da recuperagéo de S. aureus em céaes e gatos,
com discrepancia no percentual de animais colonizados (QUADRO 2). Essas
diferengcas devem ser atribuidas a inabitual identificagdo e confirmagdo do género
Staphylococcus em nivel de espécies na rotina clinica e laboratorial, assim como pelas
inUumeras estratégias de amostragem e as distintas metodologias de isolamento

(RUZAUSKAS et al., 2014). Somado a esses fatores, € importante mencionar que a
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colonizacdo ocorre de forma intermitente nos animais, principalmente, em caes
(MORRIS et al., 2012).

Quadro 2. Frequéncia de recuperacao de S. aureus em animais de companhia.

Local Animal % de animais colonizados por S. aureus Referéncia
Alemanha Céaes 10,4% KASPAR et al., 2018
Gatos 8,1%
Australia Caes 14,53% BEAN; WIGMORE, 2016
Estados Céaes 20% a 34% IVERSON et al., 2015
Unidos
Gatos 17% a 21%
Libia Caes/Gatos 21% ELNAGEH et al., 2020
Pol6nia Gatos 17,5% BIEROWIEC et al., 2016b
Reino Unido Caes 55,1% WEDLEY et al., 2016

Analogo aos animais, a maior parte da populagcdo humana (torno de 60%), é
portadora intermitente, enquanto entre 20% e 30% dos individuos adultos saudaveis
carregam persistentemente a bactéria nas narinas anteriores (KRISMER et al., 2017;
SAKR et al., 2018). O transporte nosocomial por individuos assintomaticos representa
implicacdes relevantes para a disseminagdo e patogénese das infecgdes por S.
aureus (BROWN et al., 2014; PIRES et al., 2015; SAKR et al., 2018).

Em humanos, S. aureus também é recuperado em pele e orofaringe de
individuos saudaveis (SAKR et al., 2018; BOXBERGER et al., 2021). Com registros
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da recuperacdo da espécie, em humanos adultos, em outros sitios como o trato
gastrointestinal e o urogenital (KATES et al., 2018; TUMUHAMYE et al., 2021).

Por ser um organismo oportunista, S. aureus esta relacionado com uma gama
de infecgbes (QUADRO 3) ja registradas em todos os continentes e com significativos
custos atrelados aos cuidados em satde (PRIMO et al., 2012; SCHMIDT; BENARD;
CYR, 2015). O agente também é responsavel por uma das mais prevalentes
intoxicagdes alimentares no mundo, com distribui¢gdo global de surtos associados ao
consumo de alimentos contaminados por suas enterotoxinas (ZEAKI et al., 2019;
GRISPOLDI et al., 2021).

Quadro 3. Enfermidades em humanos ocasionadas por Staphylococcus aureus.

Referéncias

Enfermidade

Bacteremia Kourtis et al. (2019); Gu et al. (2020)
Endocardite Halavaara et al. (2020); Vasukura et al. (2021)
Infecgdes cirurgicas Zhang et al. (2021); Zhu, C. et al. (2021)
Meningite Hu et al. (2021); Sunwoo et al. (2021)
Infecgdes oculares Harford et al. (2021); Petrillo et al. (2021)
Infecgdes osteoarticulares Hardy et al. (2019); Alvares; Mimica (2020)
Infeccdes da pele e tecidos moles Bouvet et al. (2017); Olaniyi et al. (2017)
Infec¢des pulmonares Cho, et al. (2021); Guclu et al. (2021)
Infecgdes do trato urinario Bilal et al. (2021); Johnson et al. (2021)

A coloniza¢ao de humanos apresenta taxa variavel entre as populagdes, com
percentual que pode alcangar até 80% dos individuos (RASIGADE; VANDENESCH,
2014; TONG et al., 2015). Maiores taxas de colonizacdo por S. aureus séao
evidenciadas em adictos que utilizam drogas injetaveis (DAHLMAN et al.., 2017;
JOSHI et al., 2018; PACKER et al., 2019), individuos imunocomprometidos (NDLOVU,;
SWE-HAN; ASSOUNGA, 2019; HSU et al., 2020), estudantes e profissionais da area
de saude (DA SILVA et al., 2020; DANELLI et al. 2020; KIM et al. 2020), além de
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pacientes hospitalizados (YANG et al., 2021). Quando se menciona as enfermidades,
a taxa é acentuada em pacientes oncolégicos, nos individuos diabéticos e com
insuficiéncia renal que realizam hemodialise (KANG et al., 2021; KUMAR et al., 2019;
SCHEUCH et al., 2019; TEIXEIRA et al., 2021).

A colonizagéo por S. aureus pode nao causar danos ao hospedeiro (humanos
ou animais), mas configura fator de risco para a infeccdo desse e, mais importante,
para a possibilidade de dispersdo das cepas, uma vez que o portador se torna uma
fonte de disseminag&o da bactéria (CHAMBERS; DELEO, 2009). Além do mais, as
bactérias da espécie S. aureus sustentam a notavel capacidade de adquirir resisténcia
aos farmacos. Configurando um mosaico fluido de resisténcia a classe dos beta-
lactamicos, como a meticilina, e as demais classes de antimicrobianos (CHAMBERS;
DELEO, 2009; LEE et al., 2018).

2.4.Principais grupos de antimicrobianos e mecanismos de agao

Os compostos antimicrobianos sao classificados pelos distintos mecanismos
de atividade sobre os microrganismos (FIGURA 1). As ag¢des das distintas classes de
farmacos incluem a inibicdo da sintese da parede celular, a despolarizacido da
membrana celular, o cessar da sintese de proteinas, a interferéncia na sintese e
regulacao de acidos nucléicos e o bloqueio das vias metabdlicas (GILBERT, 2020;
SINGH; QURESHI; HASSAN, 2021).

Figura 1. As classes de antimicrobianos e seus mecanismos de acao sobre a célula bacteriana.
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Ha o grupo dos beta-lactdmicos como carbapenémicos, cefalosporinas,
monobactamas e penicilinas, juntamente com os glicopeptideos que atuam
interferindo na sintese do peptideoglicano com efeito bactericida (SUGIMOTO et al.,
2017; SHARIFZADEH et al., 2020). Os lipopeptideos desordenam as membranas
celulares bacterianas e modificam a sua permeabilidade, proporcionando a lise celular
(KOURMENTZA et al., 2021).

Os antimicrobianos responsaveis pela inibicdo dos ribossomos, atuantes na
leitura do RNA mensageiro durante a etapa de tradugéo e, portanto, coibidores da
sintese proteica, se dividem entre os compostos que atuam sobre a subunidade 30s,
como aminoglicosideos e tetraciclinas e nos que se ligam a subunidade 50s como o
cloranfenicol, lincosamidas, macrolideos, oxazolidinonas e estreptograminas
(BHATTACHARJEE et al., 2016; KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017).

As quinolonas atuam no maquinario de regulacdo e replicacdo do material
genético dos agentes bacterianos. Atuam por meio da inibicdo da sintese do DNA
bacteriano, inibindo a atividade das enzimas topoisomerase Il e topoisomerase |V
(VALADBEIGI; GHODSI 2017; NASTASA et al., 2018). Adicionalmente, existem
farmacos que interferem nas rotas bioquimicas a exemplo das sulfonamidas e
trimetoprima que agem na via do acido félico e impedem o crescimento bacteriano,
sendo agentes bacteriostaticos (BOURNE, 2014; FERNANDEZ-VILLA; AGUILAR;
ROJO, 2019).

2.5. A multicausalidade da resisténcia antimicrobiana

A série, paulatinamente maior, de infecgées ocasionadas por microrganismos
resistentes necessita ser confrontada por medidas preventivas e condutas
terapéuticas eficazes (WHO, 2021). Os eixos que sustentam a crise universal da
resisténcia aos antimicrobianos sao pilares variados e que perfazem contextos
bioldgicos, econémicos, politicos e sociais (CHURCH; MCKILLIP, 2021; YADAYV;
KAPLEY, 2021).

Patogenos resistentes foram identificados em todos os continentes com
distintas prevaléncias entre as nacdes, em decorréncia de uma série de fatores que
incluem o acesso a agua potavel e ao saneamento adequado; cobertura vacinal;
padrées de consumo de antimicrobianos; disponibilidade de cuidados de qualidade
em saude e acesso aos produtos médicos de exceléncia (JIA et al., 2019; YAM et al.,
2019).
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A resisténcia € um fendmeno natural, sendo seu surgimento associado ao
transcorrer do tempo e a ocorréncia de pressao seletiva, de mutagdes espontaneas e
transferéncia de material genético entre os organismos (HOLMES et al.,, 2018;
MOREHEAD; SCARBROUGH, 2018). A transferéncia de genes, apoiada no artificio
de transdugao, transformagao e conjugag¢ao, cumpre fungéo crucial e indiscutivel na
disseminagdo de microrganismos resistentes aos antimicrobianos (BELLO-LOPEZ et
al., 2019).

Ha acbes individuais e coletivas, em paralelo ao processo natural, que o
aceleram e ampliam, referidas como presséao artificial. Entre as ag¢des, é possivel
mencionar o emprego inadequado e excessivo de farmacos na saude humana, animal
e no setor agropecuario (HWANG; GUMS, 2016; MOREHEAD; SCARBROUGH,
2018).

O uso extensivo e abusivo de antimicrobianos e, consequentemente, a
resisténcia possuem etiologia multifacetada e que engloba, entre outros fatores, o
diagnodstico limitado; prescrigdes inapropriadas; educagdao em saude insuficiente;
imprudéncia ao manejar os antimicrobianos na produgdo animal; facilidade na
aquisicdo de antimicrobianos e mecanismos reguladores ineficientes ou corruptiveis
(ASLAM et al., 2018; BELACHEW et al., 2021).

As pesquisas sobre novos antimicrobianos e a sintese de novos compostos
que, em décadas anteriores, configuraram uma estratégia eficaz no combate aos
microrganismos resistentes, atualmente se encontram estagnadas e em declinio.
Esse cenario deriva de embargos financeiros e regulatérios que limitam as instituicoes
de pesquisas, industrias e laboratérios farmacéuticos e empresas de biotecnologia
(ARDAL et al., 2020; COURTEMANCHE et al., 2021).

A resisténcia é uma adversidade produzida por uma gama de fatores e
necessita ser confrontada por intervengdes fundamentadas na abordagem de Saude
Unica, por meio de estratégias multidisciplinares que contemplem praticas de
prevencado e controle adaptadas as distintas realidades (DAVIES; OXLADE, 2021;
PILLONETTO et al., 2021).

2.6.0 impacto da resisténcia na medicina humana e veterinaria

A emergéncia e disseminagdo de microrganismos que, ao adquirirem novos

mecanismos de resisténcia, sobreviveram aos farmacos anteriormente eficazes,
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reduzem ou impossibilitam a efetividade de estratégias terapéuticas na medicina
humana e veterinaria (LIN et al., 2015; PALMA; TILOCCA; RONCADA, 2020).

No que tange as implicagbes para saude humana, € perceptivel que as
intervengdes meédicas amparadas nos antimicrobianos se apresentam menos eficazes
na prevencao e tratamento exitoso de doencas persistentes, com consequente
aumento nas taxas de morbidade e mortalidade (ALLCOCK et al., 2017; AHMAD;
KHAN, 2019; WHO, 2020).

Nos ambientes de cuidados em saude, a resisténcia provoca ineficiéncia dos
tratamentos e prolonga as internagdes hospitalares, possibilitando maior risco de
complicacdes apods os procedimentos médicos e retardo na recuperag¢ao, assim como
requer a utilizagcao de farmacos mais potentes. No cenario econdmico, menciona-se o
afastamento das atividades laborais, embargos ao mercado internacional e
empecilhos na produgdo animal. Dessa forma, € notdrio os custos atribuiveis aos
cuidados em saude, assim como, 0 impacto negativo para economia (DADGOSTAR
et al., 2019; MOREL et al., 2020).

Estima-se que, anualmente, mais de 670.000 infeccbes com bactérias
resistentes ocorram nos paises europeus, com morte de 33.000 individuos e danos
superiores a 1,1 bilhdes de euros para o sistema de saude (OECD, 2019). Nos
Estados Unidos da América, a cada ano, ocorrem 2,8 milhdes de infecgdes com
bactérias resistentes e morte de 35.000 pessoas, com custos a saude estimados em
4,6 bilhdes de dolares (CDC, 2019). Na América Latina, mais de 25% dos isolados de
S. aureus foram resistentes e facultaram o aumento de custos com antibioticoterapia
em mais de seis vezes e aumento em quase trés vezes das hospitalizagbes, com
aumento em 45,2% da taxa de mortalidade (DA SILVA; ESPINAL; RAMON-PARDO,
2020).

As infecgdes por patdgenos resistentes, sobretudo por agentes bacterianos,
também ocorrem na medicina veterinaria e implicam no sofrimento para os animais,
em preocupagdes para os tutores e no aumento de custos com a saude animal
(PALMA; TILOCCA; RONCADA, 2020; WEESE et al., 2015). Todavia, o impacto
amplo dos custos na medicina veterinaria ndo é alvo de pesquisas. E presumivel que
os custos assumem destaque menos impactante quando se refere aos humanos ao
nivel econdmico-financeiro global. Em relagdo aos tutores, os gastos com os cuidados
veterinarios se tornam consideraveis (BENGTSSONE; GREKO, 2014; FOSTER,;
TREPANIER; GINN, 2014). Clinicas e hospitais veterinarios também podem ser
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afetados economicamente, com custos relatados que atingem valores equivalentes a
4,12 milhdes de ddélares (DALLAP-SCHAER; ACETO; RANKIN, 2010).

Em virtude da persisténcia de infecgdes ocasionadas por microrganismos
resistentes aos antimicrobianos em animais de companhia, é observada a reducao
das opcdes de farmacos e a ineficiéncia da terapia. Concomitantemente aos
tratamentos refratarios, se prolonga a duragdo da doenga e o tempo de internagéo,
assim como o numero de 6bitos e de portadores da infecgao (LAXMINARAYAN et al.,
2013; BENGTSSONE; GREKO, 2014).

Quanto a dimens&o emocional, a morte ou eutanasia do animal em decorréncia
de infecgdes por agentes resistentes, proporcionaria um impacto negativo. A vivéncia
do luto, em razao dos fortes elos afetivos compartilhados entre individuos com seus
caes e gatos, afeta diretamente os contactantes desses animais, como seus tutores
ou demais membros da familia e, possivelmente, a equipe veterinaria (ADRIAN;
STITT, 2017; SAVALLI; MARITI, 2020).

2.7.Resisténcia aos beta-lactamicos em Staphylococcus aureus

A descoberta acidental da penicilina por Fleming iniciou a intitulada era dos
antimicrobianos em 1928. No entanto, a conduta terapéutica da sua prescricao foi
estabelecida na década de 1940, sendo bem-sucedida no controle de infec¢des
bacterianas entre os soldados da Segunda Guerra Mundial (FLEMING, 1980; KLEIN
et al., 2017).

Em meados de 1944, as infecgcbes ocasionadas por S. aureus eram
satisfatoriamente contidas e apenas 5% das cepas eram de S. aureus resistentes a
penicilina (PRSA). Todavia, o uso imprudente e em demasia conferiu a expanséo de
PRSA com prevaléncia superior a 80%, valor também encontrado para amoxicilina e
ampicilina (LI et al., 2007; SPELLBERG; GILBERT, 2014). Entre os anos de 1950 e
1960, individuos colonizados por PRSA foram detectados em ambientes hospitalares
e comunitarios e as infec¢cdes ocasionadas por essas cepas resistentes tornaram-se
um problema clinico substancial (PEACOCK; PATERSON, 2015; WALSH,;
WENCEWICZ, 2020).

Mais a frente, pesquisadores substituiram a cadeia aminoadipoil naturalmente
presente na penicilina e desenvolveram variantes semissintéticas, a exemplo da
meticilina (celbenin), cloxacilina, dicloxacilina, flucloxacilina, nafcilina e oxacilina

(FOSTER, 2017). A meticilina foi empregada primariamente na rotina clinica em 1959
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com éxito no controle de infecgbes ocasionadas por PRSA (FOSTER, 2017;
KHOSHNOOD et al., 2019).

No periodo entre outubro de 1959 e novembro de 1960, mais de 5.000 estirpes
oriundas do Reino Unido foram analisadas pelo Staphylococcal Reference Laboratory,
sendo detectada a elevagdo das concentragdes inibitérias minimas (CIMs) para a
meticilina em trés isolados e assim foi realizado o primeiro relato de MRSA. Destaca-
se que aresisténcia foi constatada apds dois anos da introdugao do farmaco na pratica
clinica (JEVONS, 1961). Antagbnico ao estreito espectro de resisténcia a penicilina, a
resisténcia a meticilina abrange amplamente a classe dos beta-lactamicos, conferindo
resisténcia as penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos (CHAMBERS; DELEO,
2009; PILLAI; LATHA; SARKAR, 2012).

A meticilina foi abundantemente empregada, mas por ser um composto acido
labil e possibilitar a intoxicacdo de humanos foi substituida por semelhantes mais
estaveis, como a oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina e flucloxacilina (FOSTER, 2017;
GRAYSON et al., 2017), mas o termo S. aureus resistente a meticilina permanece
sendo utilizado (LEE et al., 2018). O uso extensivo e excessivo de beta-lactamicos de
primeira geragdo foram os responsaveis pela propagagdo do MRSA e ndo a
introducdo da meticilina na rotina clinica. Esse farmaco teria sinalizado uma pressao
seletiva e provocado a disseminacdo nosocomial de uma variante pré-existente
(HARKINS et al., 2017).

Os primeiros isolados de MRSA foram provenientes do mesmo hospital do
Reino Unido e partiihavam o mesmo fenodtipo e semelhante perfil de resisténcia
(penicilina, estreptomicina e tetraciclina), apontando para um parentesco (JEVONS,
1961). No transcorrer de dois anos foi possivel identificar MRSA na Dinamarca
(ERIKSEN; ERICHSEN, 1964). Os isolados identificados no Reino Unido e
Dinamarca, no inicio dos anos 1960, foram os primeiros clones epidémicos de MRSA.

Analises genéticas por meio de Multilocus sequence Typing (MLST) do MRSA
primordial revelaram que os isolados eram do tipo de sequéncia (ST) 250, linhagem
pertencente ao complexo clonal (CC) 8 e carregavam o cassete cromossémico
estafilococico mec (SCCmec) do tipo | (ST250-MRSA-I), portanto, os clones
primordias de MRSA de origem humana e recuperados a partir de amostras
hospitalares (DEVRIESE et al., 1972; CRISOSTOMO et al., 2001; ENRIGHT et al.,
2002).
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Os clones iniciais se disseminaram e ocasionaram infeccbes por todo o
continente europeu entre 1960 e 1970, com reducdo na prevaléncia na década de
1980. A variante de locus unico ST247-MRSA-I surgiu por intermédio de mutagdes e
foi inicialmente relatada em 1964 na Dinamarca. Esse parente proximo foi mais bem
sucedido na sua disseminacgao e persisténcia e permaneceu ocasionando surtos na
Europa até a década de 1990 (CRISOSTOMO et al., 2001; ENRIGHT et al., 2002;
OLIVEIRA; TOMASZ; LENCASTRE, 2002; GOMES; WESTH; LENCASTRE, 2006).

Posterior aos cinquenta anos do aparecimento do primeiro MRSA foi
esclarecido que as distintas linhagens resultaram de cepas de S. aureus susceptivel
a meticilina (MSSA) que, ao adquirirem distintas variantes aos diferentes tipos de
SSCmec, se tornaram resistentes (HARKINS et al., 2017; LEE et al., 2018).

2.7.1. Mecanismos de resisténcia de S. aureus aos beta-lactamicos

S. aureus exibe resisténcia aos antimicrobianos beta-lactdmicos mediante ou
sintese de enzimas beta-lactamases ou pela produgao de proteina analoga a proteina
de ligagéo a penicilina - 2 (PBP — 2). Uma vez que os antimicrobianos beta-lactamicos
inibem a sintese da parede celular, 0 seu mecanismo de ag¢ao é direcionado para as
enzimas bacterianas responsaveis pela formacao e reticulagdo do peptidoglicano
(GILBERT, 2020).

As enzimas PBPs sao responsaveis pela transglicosilagéo e transpeptidagao.
Ao passo que o dominio transglicosilase catalisa a formagao das cadeias de glicano,
o dominio transpeptidase catalisa a reticulagcdo entre as cadeias peptidicas da
estrutura peptideoglicana (MUNCH; SAHL, 2015). Os antimicrobianos pertencentes
ao grupo das penicilinas, em geral, se assemelham ao analogo estrutural da D-alanil-
D-alanina (D-Ala4-D-Ala5) e esse composto compete pelo sitio ativo da enzima
transglicolilase-transpeptidase PBP - 2 (WALSH; WENCEWICZ, 2020).

O analogo se acopla ao residuo de serina no sitio ativo da transpeptidase e
configura um composto intermediario estavel denominado peniciloil-O-serina, dessa
forma, o sitio ativo da enzima é bloqueado e a biossintese do peptidoglicano cessa
até que ocorra a hidrélise do composto. Sem a presenca das ligagdes cruzadas, néo
ha rigidez de membrana e sem a possibilidade de resistir ao turgor interno, a medida
que ha aumento na pressdao osmoética, a parede celular cede e ha lise celular
(FOSTER, 2017).
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A biossintese de beta-lactamases/penicilinase por S. aureus foi a estratégia
inicial frente aos antimicrobianos beta-lactamicos, principalmente, ao grupo das
penicilinas. Essas enzimas se associam nao covalentemente ao anel beta-lactamico,
na porc¢ao do sitio ativo do residuo de serina, hidrolisando a ligagdo amida do anel
beta-lactamico, consequentemente, ha inativagdo do antimicrobiano (BROOK, 2017).

As beta-lactamases sao codificadas pelo gene estrutural blaZ que é carreado
pelo Transposon (Tn) 552. Essas sequéncias de acido desoxirribonucleico (ADN)
estdo presentes ou integradas no cromossomo bacteriano ou em plasmideo e, em
virtude da sua localizagéo, a resisténcia emerge ou pela disseminagao de clones
resistentes ou por transferéncia horizontal de elementos méveis contendo o gene
blaZ. A transferéncia €& considera a estratégia mais eficiente na disseminacao
(AGUAYO-REYES et al.,, 2018; PIZAURO et al.,, 2019). A expressao das beta-
lactamases (FIGURA 2) é induzida pela presenca de um farmaco beta-lactamico. O
blaZ estd sob o dominio de genes reguladores como o antirrepressor blaR1 e o
repressor blal. O arranjo conta também com a proteina de clivagem (BlaR2) e a
transdutora de sinal (BlaR1) (LOW, 2003; HAO et al., 2012).

Figura 2. llustragdo dos mecanismos moleculares de resisténcia, em S. aureus, a penicilina.
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(I): Na inexisténcia de penicilina, a proteina Blal na sua conformagao ativa se conecta a regido do
operador e reprime a transcrigdo dos genes blaZ e blaR - blal. (Il): Na presenga de penicilina, a ligagao
desta a BlaR1, estimula a agdo autocatalitica dessa proteina sinal, gerando proteina com fungéo de
protease. (lll — IV): A proteina BlaR1 ativa, juntamente, com a BlaR2 se encarregam de inativar a
proteina Blal, dessa forma, é impossivel que haja a ligagdo com o operador. (V): Ocorre a transcrigdo
dos genes blaZ e blaR1 - blal e, em seguida, na etapa da traducgdo, sao sintetizadas as respectivas
proteinas, exemplificando, as beta-lactamases. (VI): As beta-lactamases hidrolisam o anel beta-
lactamico da penicilina. (VII): Ocorre formagéo do acido penicildico, forma inativa da penicilina. FONTE:
Adaptado de Low (2003).

Na presenca de beta-lactamicos, ha o reconhecimento desses farmacos pela
proteina transmembrana de sinal (BlaR1) que sofre ativagdo autocatalitica e forma

fragmentos proteicos que clivam e inativam a proteina repressora de ligagado ao DNA
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(Blal ativa). Dessa forma, ocorre a transcricdo dos genes blaZ e blaR1 - blal e a
sintese de beta-lactamases que hidrolisam o anel beta-lactdmico e culmina na
formagao de acido penicildico, a forma inativa do farmaco (LOW, 2003; HAO et al.,
2012).

O outro mecanismo de resisténcia em S. aureus, diz respeito a resisténcia a
meticilina e aos demais beta-lactdmicos. E ocorre pela sintese de uma proteina
homodloga a PBP — 2, a PBP - 2a ou PBP - 2’, que n&o € vulneravel aos beta-lactamicos
em virtude do seu sitio ativo alvo estar localizado em uma bolsa profunda e inacessivel
(AQIB et al., 2017; BECKER et al., 2018).

A PBP - 2a pode ser a responsavel pela biossintese do peptidoglicano se a
PBP — 2 for inativada na presenca de antimicrobianos beta-lactamicos, assim, se
conserva a sintese da estrutura estavel do peptidoglicano e se mantém o crescimento
e reproducao das bactérias. Além disso, as estirpes MRSA na presencga de beta-
lactdmicos irdo apresentar sua parede celular com efeitos pro-inflamatério mais
potentes e ocasionaréo gravidade nas infeccdes (MULLER et al., 2015).

A codificagado da proteina homologa esta a cargo do gene mecA presente no
elemento genético movel SSCmec (SHORE et al.,, 2011; LIU et al., 2016). A
transcricdo do mecA é controlada por genes reguladores mecR1 - mecl que codificam,
respectivamente, proteina sensor-indutor e repressora (LLARRULL; FISHER;
MOBASHERY, 2009; FISHER; MOBASHERY, 2016).

O arranjo genético do mecA é semelhante ao do blaZ. A interferéncia entre os
dois sistemas e os mecanismos de transducao de sinal envolvem etapas proteoliticas
e a fosforilagao de proteinas regulatérias. Os mecanismos que regulam a expressao
génica de ambos sdo considerados idénticos (LLARRULL; FISHER; MOBASHERY,
2009; FISHER; MOBASHERY, 2016). No entanto, o gene mecA pode apresentar,
além do ja mencionado, uma regulagao por um sistema triplo, com um anti-repressor
(gene mecR2). Esse arranjo em sistema triplo € inabitual no controle transcricional em
bactérias (AREDE et al., 2012).

Os mecanismos genéticos (FIGURA 3) relacionados a transcricdo do gene
mecA contemplam a conexao da meticilina ou outro antimicrobiano beta-lactamico ao
dominio extracelular da proteina receptora de sinal (MecR1) e, consequentemente, a
protedlise de proteinas repressoras (Mecl) ou pelo dominio intracelular

metaloproteinase (MPD) da MecR1 ou pelos fragmentos da parede celular originados
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da acao dos antimicrobianos ou, ainda, pelos anti-repressores codificados pelo gene
MecR2 (AREDE et al., 2012; PEACOCK; PATERSON, 2015).

Figura 3. Mecanismos moleculares de resisténcia aos beta-lactdmicos em S. aureus.
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(I): Na situacéo, em qual a bactéria ndo é exposta ao farmaco, a transcricdo do gene mecA ¢ inibida
pela ligagao da proteina repressora (Mecl) a regido do operador. (ll): Na presenca de beta-lactamicos,
ha o reconhecimento desses pela proteina transmembrana receptora de sinal MecR1. Ocorre ligagao
dos antimicrobianos a Penicillin-Binding Domain (PBD) da proteina. (lll): Ao passo que na porgao
interna da proteina, o dominio intracelular metaloproteinase (MPD) é liberado para o meio, apos a
ativagao autolitica. O dominio indutor ativado de MecR1 cliva os repressores Mecl ligados ao promotor,
portanto, permite a transcricao do gene mecA e, também, de mecR1 - Mecl. (IV): A exposigao aos beta-
lactamicos proporciona a fragmentagao da parede celular e esses fragmentos adentram o interior da
célula bacteriana e servem como coativadores e se ligam a proteina Mecl, promovendo sua
degradagéao, consequentemente, dissociagao com a regido do operador e possibilitando a transcri¢cao
dos genes. (V): Ha a agao proteolitica sobre os repressores Mecl, pelas proteinas anti-repressoras
codificadas pelo gene MecR2, consequentemente, a transcricdo dos genes. (VI): Transcricao do gene
mecA, produgdo de PBP2a e, portanto, expressao de resisténcia a meticilina. FONTE: Adaptado de
Aréde et al. (2012); Peacock; Paterson, (2015).

A protedlise de MecR1 permite a desconexdo com a regido do operador e a
transcricdo do gene mecA, seguida da produgdo de PBP — 2a e a expressao de
resisténcia a meticilina (AREDE et al., 2012; PEACOCK; PATERSON, 2015).

A expressao de outros genes mec homoélogos como mecB e mecC também foi
relatada em S. aureus, conferindo resisténcia a meticilina (BECKER et al., 2018;
LONCARIC et al., 2019). Inicialmente, o gene mecB foi designado como mecAm,

acreditando-se que constituiu uma conformacgao primordial de um complexo de genes
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de resisténcia a meticilina pertencente ao género Macrococcus (BABA et al., 2009;
TSUBAKISHITA et al., 2010).

Em geral, os maiores detalhes sobre o gene partem de estudos genémicos em
Macrococcus canis, relatando-se que o mecB pode ser encontrado ou em
cromossomo (SCCmec) ou em plasmideo e, assim como blaZ e mecA foi identificado
em um operon com genes reguladores (GOMEZ-SANZ et al., 2015;
CHANCHAITHONG et al., 2019).

A recuperacéo desse gene em um plasmideo de Staphylococcus aureus e a
possibilidade de transferéncia génica entre os dois géneros bacterianos, aumenta o
risco da disseminagao de estirpes resistentes. No entanto, ha caréncia de estudos
para esclarecer tanto a prevaléncia de resisténcia a meticilina causada por mecB entre
MRSA e MRS, quanto dos mecanismos moleculares e celulares, em estafilococos,
desencadeados com a sua expressao (BECKER et al., 2018; LEE et al., 2018).

Outro gene do complexo mec, com o funcionamento e seu impacto mais
elucidado, € o mecC que exibe 70% de identidade das sequéncias de nucleotideos
com mecA e codifica uma proteina homodloga a PBP2a denominada de PBPZ2c. As
proteinas compartilham 63% de similaridade de aminoacidos, mas diferem em
caracteristicas estruturais e funcionais (GARCIA-ALVAREZ et al., 2011). No que diz
respeito as propriedades de ligacdo aos beta-lactamicos, a PBP2c apresenta
afinidade de ligacao quatro vezes maior para oxacilina do que a PBP2a.

Em estirpes de S. aureus que possuem o elemento SCCmec XI, mecC é o
determinante genético que atribui resisténcia aos beta-lactdmicos (BALLHAUSEN et
al.,, 2014; MACFADYEN et al.,, 2019). Os isolados MRSA que abrigam mecC
pertencem a uma linhagem associada aos animais e foi recuperada de algumas
espécies com destaque para os bovinos (ZARAZAGA et al, 2018; GOMEZ et al.,
2021). Foi sugerido que o surgimento ocorreu em ruminantes e, posteriormente,
aconteceu dispersao para os humanos (GARCIA-ALVAREZ et al., 2011).

Mediante o acompanhamento epidemiologico e sequenciamento do genoma foi
evidenciada a transmiss&o zoonotica de MRSA detentor do gene mecC (HARRISON
et al., 2013; GARCIA-GARROTE et al., 2014; AIRES-DE-SOUSA, 2017; FISHER;
PATERSON, 2020). Ha relatos da deteccao de cepas MRSA mecC — positivo em caes
e gatos, representando assim o potencial risco zoondtico (WALTHER et al., 2012b;
MEDHUS et al., 2013; PATERSON; HARRISON; HOLMES, 2014; DROUGKA et al.,
2016; KASPAR et al., 2018). No entanto, até o momento, ndo ha relatos de MRSA
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portador de mecC recuperados de caes e gatos no continente americano, mas é
plausivel que eles estejam presentes sem serem detectados, assim como MRSA
mecC — positivo que foi identificado no gado recentemente na América Latina (SILVA
et al., 2021).

2.7.1.1. Epidemiologia de MRSA

Desde a emergéncia e caracterizacdo como MRSA, as estirpes eram relatadas
em todo o mundo como agentes de infecgbes somente em hospitais. A partir dos anos
de 1970 e, por muitos anos, foram compreendias como patdgenos nosocomiais
atrelados, exclusivamente, aos cuidados em saude (HA-MRSA) (MEDIAVILLA et al.,
2012).

Os clones primordiais de MRSA, detectados em hospitais no Reino Unido e
Dinamarca, abrangeram territérios além da Europa e, posteriormente, foram
substituidos por novos clones ainda associados aos ambientes de saude. HA-MRSA
foi responsavel por infecgcbes hospitalares na América do Norte (CHAMBERS;
DELEO, 2009; ENRIGHT et al., 2002), Asia (SONG et al., 2011; ZUO et al.,2021) e
Europa (JOHNSON, 2011; KNIGHT et al., 2012). As cepas HA-MRSA apresentavam
resisténcia, além de todos os antimicrobianos beta-lactamicos disponiveis, aos
demais farmacos néo beta-lactamicos comumente utilizados em ambientes de saude,
sendo assim, foram responsaveis por tempos de internagcédo prolongados e elevadas
taxas de mortalidade (HENDERSON; NIMMO, 2018).

As cepeas HA-MRSA possuiam detecg¢ao superior a 50% de todos os S. aureus
isolados em alguns paises (STEFANI et al., 2012) e permaneceram com elevada
prevaléncia nas infeccbes hospitalares até meados dos anos 2000, quando
estratégias e praticas de controle foram empregadas em ambientes hospitalares para
prevenir a transmissao nosocomial de MRSA, sendo eficientes e promovendo
tendéncias decrescentes na epidemiologia e etiologia de infecgoes por HA-MRSA na
Australia (MITCHELL et al., 2014), Estados Unidos (DANTES et al., 2013), Europa
(ROLAIN et al., 2015) e paises da Asia (MENDES et al., 2013).

No entanto, relatos esporadicos de MRSA ocorrendo em individuos sem
contato prévio com os servigos de saude comegaram a aparecer nas décadas de 1980
e 1990, reportando-se surtos de infecgcdes de pele, na América do Norte, entre

criangas saudaveis, jogadores de futebol e prisioneiros (CDC, 2001; FRIDKIN et al.,
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2005; TENOVER; GOERING, 2009) e em populagbes indigenas na Australia
Ocidental (CHAMBERS; DELEO, 2009).

Uma mudancga consideravel na epidemiologia de MRSA, na década final do
século XX, foi notada e referenciada quando se detectou novos clones de MRSA em
ambientes comunitarios n&o congéneres aos cuidados em saude (CA-MRSA)
(LINDSAY, 2013; OTTO, 2013). Esses noves clones, CA-MRSA, eram identificados
em individuos isentos de hospitalizagdes ou procedimentos cirurgicos correntes ou
anteriores a 12 meses, sem cateteres e outros dispositivos médicos e, ainda, que nao
residiam em instituigdes de cuidado ou que realizassem didlise (SUNG et al., 2012).

Os isolados CA-MRSA e HA-MRSA eram, inicialmente, diferenciados pelos
determinantes genéticos heterogéneos e pelas apresentagdes clinicas e dos fatores
de risco para infecgdo serem distintos, no entanto, desde a década de 1990 foi
observado mudangas na epidemiologia dessas cepas e evidenciado a capacidade de
uma ocorrer no nicho da outra, além de aquisi¢des genéticas que tornaram os padroes
mais homogéneos (DAVID; DAUM, 2010; POPOVICH et al., 2017). Dessa forma, a
distingdo entre os dois grupos epidemiologicos tornou-se menos clara e, atualmente,
para investigagbes mais fidedignas das cepas de MRSA € necessario o emprego de
técnicas genémicas (OTTER; FRENCH, 2012; HENDERSON; NIMMO, 2018).

Ainda nos anos 2000, em investigacao na Holanda, percebeu-se maior taxa de
prevaléncia de MRSA em criadores de suinos do que em individuos internados, assim
como a presenga de MRSA em uma crianga e, posteriormente, nos demais membros
da sua familia, sendo a cepa detentora de caracteristicas divergentes das encontradas
em HA-MRSA e CA-MRSA (VOSS et al., 2005).

Novos estudos conduzidos na Europa reconheceram animais, sobretudo, os
produtores de alimentos (aves, gado e suinos) como reservatérios para colonizagao
por MRSA em humanos (GARCIA-ALVAREZ et al., 2012). Essas novas descobertas
crescentes sustentavam a associagao da colonizagdo por MRSA a exposi¢cao de
animais, emergindo o terceiro grupo epidemioldgico, MRSA associado ao gado ou a
pecuaria (LA-MRSA) (REISCHL et al., 2009; ALAKLOBI et al., 2015).

A transmissao ocorre entre diferentes espécies de animais para humanos que
excercem atividades em contato proximo com animais colonizados, a exemplo, dos
médicos veterinarios e trabalhadores da fazenda (LOZANO et al., 2012; VAN ALEN et

al., 2017), verificando-se também a transmissédo desse grupo para os membros das



40

familias desses profissionais, através da transmissao intradomiciliar (VOSS et al.,
2005; LARSEN et al., 2015; GEBREYES et al., 2020).

Portanto, humanos em contato proximo com animais, sobretudo médicos
veterinarios, tém maior risco de serem colonizados por LA-MRSA em relag&o ao resto
da populacéo (HUBER et al., 2010; MROCZKOWSKA et al., 2017). No entanto, em
diferentes paises, foi relatado LA-MRSA em individuos sem ligagdo com o gado,
evidenciando propagagao por contaminacdo ambiental ou ainda, a transmissao
alimentar (LARSEN ET AL., 2015; AIRES-DE-SOUSA, 2017). E reconhecido que
humanos colonizados por esse grupo podem o transmitir para outros humanos,
ambiente e animais (CRESPO-PIAZUELO; LAWLOR, 2021).

HA, CA e LA — MRSA apresentam mudancgas significativas na epidemiologia,
assim como compartilham elementos genéticos e alguns clones estdo presentes em
mais de um grupo de classificagdo, dessa forma, a distingdo dos grupos se mostra
ainda mais dificil (ABD EL-HAMID et al., 2019; ELSTR@M et al., 2019).

2.7.2. O mosaico de resisténcia em S. aureus

A resisténcia em S. aureus n&o se restringe somente aos beta-lactamicos.
Compreende-se que na espécie, os padrdes de resisténcia foram delineados pela
emergéncia de cepas distintas que adquiriram mecanismos de resisténcia aos mais
diversos antimicrobianos (SAKOULAS; MOELLERING, 2008).

Os glicopeptideos, especialmente a vancomicina, sao tidos como os padrdes-
ouro para o tratamento efetivo nas infecgbes graves por MRSA (ZAMONER et al.,
2019). Todavia, a detecgao de Enterococcus spp. resistentes a vancomicina (VRE) no
mesmo periodo de introducado do farmaco na rotina clinica, despertou preocupacgao
com a resisténcia em S. aureus, em virtude da possibilidade de transferéncia
horizontal do gene entre essas bactérias (KOBAYASHI; MUSSER; DELEO, 2012,
MCGUINNESS; MALACHOWA; DELEO, 2017).

Em 1997, foi registrado oficialmente tanto o primeiro isolado clinico de S.
aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina (VISA), de um paciente no Japao,
quanto a suscetibilidade reduzida ao antimicrobiano, em um enfermo durante
tratamento em ambulatério estadunidense (CDC, 1997a, b; HIRAMATSU et al., 1997).
O fendtipo VISA é, comumente, precedido por um fendtipo intermediario, o VISA
heterogéneo (hVISA). As estratégias moleculares que implicam no surgimento do

hVISA sao parciais, no entanto, ha sugestbes que o fenotipo esteja relacionado a
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exposicao de cepas de S. aureus aos antimicrobianos nao glicopeptidicos, como os
beta-lactdmicos (ROCH et al., 2014; HAABER et al., 2015). Até junho de 2002, havia
oito casos confirmados de VISA nos Estados Unidos e foi relatado o primeiro caso de
infeccdo por S. aureus resistente a vancomicina (VRSA) em humano, obtido de um
isolado de cateter (CDC, 2002).

As estratégias para o tratamento de cepas de MRSA necessitam de distintas
classes de antimicrobianos, com frequéncia do uso de farmacos da familia macrolida-
lincosamida estreptogramina B (MLS B), em especial, o emprego da clindamicina
(DELIALIOGLU et al., 2005; DEOTALE et al., 2010). No entanto, casos isolados de
infeccdo por S. aureus resistente a eritromicina, lincomicina e clindamicina foram
reportados em 1967 (MCGEHEE; BARRE; FINLAND, 1968).

Outra classe eficaz no tratamento de infecgdes por MRSA s&o os
aminoglicosideos, bactericidas poderosos e comumente usados em combinagdo com
beta-lactdmicos ou glicopeptideos para tratar infecgdes estafilocdcicas,
especialmente, as mais complicadas (MAHDIYOUN et al., 2016). Nos anos de 1987 e
1990, foi relatada a resisténcia aos aminoglicosideos em estafilococos na Europa
(EUROPEAN STUDY GROUP ON ANTIBIOTIC RESISTANCE, 1987; DORNBUSCH
et al., 1990).

A década de 1990 foi marcada tanto pela emergéncia de cepas resistentes a
sulfonamidas e trimetoprima, quanto dos relatos da ineficiéncia, durante o tratamento
de MRSA, de quinolonas de primeira geragao, a exemplo, da ciprofloxacina (DALE et
al., 1997; HAMPELE et al., 1997; HARNETT; BROWN; KRISHNAN, 1991; MULLIGAN
et al., 1987).

No inicio dos anos 2000, devido a utilizagao indevida de farmacos da classe
das tetraciclinas como promotores de crescimento na pecuaria, registrou-se tanto na
medicina veterinaria quanto humana, as primeiras cepas resistentes as tetraciclinas
(TRZCINSKI et al., 2000; SCHMITZ et al., 2000; MOURABIT et al., 2021). No mesmo
ano, relatava-se a emergéncia de cepas MRSA resistentes a linezolida, o farmaco da
classe oxazolidinona é totalmente sintético, dessa forma, ndo se esperava a presenca
de reservatoérios naturais de genes que estimulassem a resisténcia (KLOSS et al.,
1999; PRYSTOWSKY et al., 2001; TSIODRAS et al., 2001; MORALES et al., 2010).
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2.8.Transmissao de S. aureus e MRSA

Espécies do género Staphylococcus conseguem persistir em tecidos e
plasticos, em média, por trés meses (NEELY; MALEY, 2000). S. aureus pode subsistir
por intervalos longos em itens inorganicos. Sua sobrevivéncia nos objetos e
superficies tem potencial para disseminar cepas em diferentes ambientes, como os
relacionados aos cuidados em saude, os domiciliares e nos espagos publicos
(STEPHENS et al., 2019).

A disseminagdo e transmissdo do agente ocorre pelas interagbes intra e
interespécie; a primeira faz aluséo as interacdes entre os individuos e os membros de
convivio intimo, mas também nas relagdes diretas e indiretas dos colonizados com os
ambientes, enquanto a ultima se refere ao compartihamento com os animais,
sobretudo, os de companhia e os de producédo (SCOTT et al., 2013; KNOX;
UHLEMANN; LOWY, 2015).

As formas mais importantes na disseminacéo e transmissao de S. aureus e
MRSA é por contato direto da pele e mucosas ou com animais/humanos que estejam
colonizados, ainda, por vetores mecanicos e fémites (BROENS et al.,, 2012;
GRONTVEDT et al., 2016), sucedendo com uma menor importancia epidemiolégica a
aquisicao por alimentos de origem animal (EFSA, 2009; GE et al., 2017; PONDIT et
al., 2018).

S. aureus pode apresentar uma meia-vida de cinco dias até intervalos semanais
mais longos em poeira e através dessas particulas é possivel a propagagao do agente
por varios ambientes. Relatando-se a disseminacdo de MRSA entre propriedade
rurais, sendo um risco potencial para os animais e trabalhadores, com também entre
trabalhadores agricolas que transportam, por meio de roupas cobertas de poeira, 0
agente para seu ambiente domiciliar (SEEDORF; SCHULZ; HARTUNG, 2005; FELD
et al., 2018).

Os estafilococos aerotransportados podem percorrer, em teoria, distancias até
de 530m e se espalharem por distintas localizagdes, ndo somente entre fazendas,
mas nos espagos publicos e nos associados aos cuidados em saude (SHIOMORI,
MIYAMOTO; MAKISHIMA, 2001; SEEDORF; SCHULZ; HARTUNG, 2005; BOS et al.,
2016).

A dispersao de estirpes de S. aureus e as cepas resistentes aos antibiéticos,

sobretudo MRSA, permanecem ocorrendo com importancia epidemioldégica nos
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ambientes e utensilios associados aos cuidados em saude (HAUN; HOOPER-LANE;
SAFDAR, 2016). As superficies e objetos, com as quais os profissionais desses
ambientes possuem estrito contato ou manipulagdo, apresentam maior viabilidade
para contaminagcdo por MRSA e servem como fomites (JARADAT et al., 2020).
Havendo recuperagdo em equipamentos de trabalho (THAPA; SAPKOTA, 2017), em
vestimentas (BATISTA et al., 2019; LENA et al., 2021) e em celulares (QADI et al.,
2021).

Sendo confirmada a recuperagdo dessas cepas em armarios e bandejas de
cabeceira; mesas sobrepostas; manivelas; roupas de cama; cortinas; macanetas e
pisos de clinicas e hospitais (ROHR et al., 2009; KURASHIGE; OIE; FURUKAWA,
2016). Isolando-se também em profissionais da saude e outros funcionarios que
desempenham fungdes em ambientes de cuidados em saude (DANELLI et al., 2020;
VOLGENANT et al., 2021).

O ambiente doméstico também é capaz de atuar na transferéncia de genes de
resisténcia antimicrobiana, na disseminacao e aquisicado de MRSA entre os membros
da familia, incluindo os pets, e como reservatérios para recolonizacdo de humanos
(HOGAN et al., 2019; HUET al., 2021). Nesses ambientes, ja foi recuperado MRSA
em esponjas ou buchas de limpeza (SHIM; CHUNG; LEE, 2017), assim como em
roupas de cama, controle remoto de televisdo e toalha de mao do banheiro (FRITZ et
al., 2014), bancadas, pias, ralos e torneiras de cozinha, pano de prato e em pias de
banheiro e em banheiras (SCOTT; DUTY; CALLAHAN, 2008).

A contaminacgao de itens e superficies e a possivel disseminacdo de MRSA
ocorre em ambientes com alta rotatividade de individuos, como creches (HO et al.,
2012), escolas (OTHMAN et al., 2021), instalagdes fitness (DALMAN et al., 2019),
instituicbes geriatricas (DA SILVEIRA et al., 2018; SASAHARA et al., 2020) e em
estacdes de tratamento de aguas residuais (KOZAJDA; JEZAK, 2020). Também
ocorrem em espacos publicos, como 6nibus urbanos CONCEICAO et al., 2013) e
aeroportos (SCHAUMBURG et al., 2016; CHEN et al., 2018). Devido a sua circulagéo
intermitente, moedas e notas monetarias também se mostraram contaminadas por
MRSA (GEDIK; VOSS; VOSS, 2013; AHMED; MASHAT, 2015).

2.8.1. Elo homem e animais de companhia e a transmissao de S. aureus

S. aureus e MRSA podem ser transmitidos da espécie humana para animais

vertebrados, assim como esses atuam como reservatério para a transmissao das
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bactérias para humanos. As infecgdes por esses patdgenos nosocomiais ocorrem em
humanos e animais e sao transmitidas em ambas as dire¢des, sendo classificadas
como anfixenoses, portanto, apresentam relevancia para medicina veterinaria e para
saude publica (ROSSI; CERQUETELLA; ATTILI, 2016; KASPAR et al., 2018; KOCK;
CUNY, 2020).

Na década de 1970, na Bélgica, relatava-se a recuperagdo de MRSA em vacas
acometidas de mastite (DEVRIESE; VAN DAMME; FAMEREE, 1972), apds essa
investigacao inicial, outros relatos foram registrados sobre a colonizagdo por MRSA
em animais de companhia, em animais da fazenda e passaros selvagens (MORENO-
GRUA et al., 2018; RUIZ-RIPA et al., 2019).

A atencao inicialmente era voltada para animais em sistemas intensivos, tido
como os reservatorios primarios de MRSA (EFSA, 2009), com a transmiss&o humano-
animal sendo investigada, principalmente, no ambiente associado a pecuaria, com
relatos envolvendo pequenos ruminantes (VAUTOR et al., 2003) e suinos (VOSS et
al., 2005), no entanto, antes da década de 1990 ja se relatava a disseminacao
interespécie com animais domésticos, através do relato de mesma cepa de MRSA
entre funcionarios, pacientes e um felino, todos de uma casa de repouso para idosos
no Reino Unido (SCOTT et al.,1988).

Outras investigagdes surgiram e corroboraram com a transmissao interespécie
de cées e gatos para seus contactantes humanos, com a descricao desses animais
colonizados pela mesma cepa dos seus tutores e com a transmissédo ocorrendo no
domicilio (FAIRES; TATER; WEESE, 2009; HANSELMAN et al, 2009) e a
transmissao de estirpes de MRSA entre animais atendidos e a equipe veterinaria
(BAPTISTE et al., 2005; DROUGKA et al., 2016; WORTHING et al., 2018c;
NERADOVA et al., 2020).

Ha varios fatores que influenciam a transmissdo do MRSA entre animais e
humanos, a exemplo, a intensidade e periodo de duracdo do contato animal
(GRAVELAND et al., 2011), dessa forma, a relagdo entre os animais de companhia e
seus proprietarios infere proximidade ou contato direto, assim como, o
compartilhamento de espacgos e objetos no domicilio, o que potencializa a transmisséo
mutua de bactérias, como S. aureus e estirpes resistentes (WALTHER et al., 2012a;
WIELER et al., 2011). Além disso, ha a ameacga potencial de transferéncia de genes
de resisténcia entre as cepas que colonizam humanos e 0s pequenos animais
(POMBA, et al., 2017).
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As demais espécies de Staphylococcus recuperadas de caes e gatos podem
ser resistentes a meticilina (MRS) e a outras classes de antimicrobianos e, uma vez
que a resisténcia nesse género bacteriano ocorre pelos mesmos genes, essas outras
espécies assumem o papel de reservatorios genético e ha potencial de transferéncia
dos genes entre MRS e S. aureus (OTTO, 2009; HAABER; PENADES; INGMER,
2017; KASPAR et al., 2018).

No tangente a contaminagdo ambiental, ndo somente o espag¢o doméstico atua
para transmisséo interespécie, estudos enfatizam a contaminag&o hospitalar com
agentes nosocomiais nas instalagdes veterinarias, demonstrando a disseminagéo
pelas maos e equipamentos dos profissionais que, por sua vez, podem propagar 0s
patdgenos para os animais e seus tutores ou vice-versa (MORGAN et al., 2012;
SCHMITT et al., 2021; STULL; WEESE, 2015; VERDIAL et al., 2021). Em clinicas e
hospitais destinados aos atendimentos de cées e gatos, ha recuperagcdao de MRSA
tanto em superficies de contato humano e animal quanto as de contato,
exclusivamente, humano (HOET et al., 2011; PERKINS et al., 2020; WORTHING et
al., 2018).

Ha registros de contaminagcdo por MRSA em superficies tocadas por varias
pessoas (portas) e pacientes (carrinhos) (HOET et al., 2011). A deteccéo de S. aureus
e de cepas MRSA também se deu em superficies de contato exclusivamente humano,
nas superficies de contato direto com varios animais e superficies de contato com
pessoas e animais (ROJAS et al., 2017; WORTHING et al., 2018b; PERKINS et al.,
2020).

Ainda que a colonizagao de caes e gatos por S. aureus e MRSA e a circulagao
desses agentes entre esses animais e seus contactantes humanos tenham sido
conduzidos em outros paises, ha escassez desse tipo de investigagdo no Brasil, com
poucos relatos reportados (PENNA et al., 2013b; QUITOCO et al., 2013; FABRI et al.,
2021; PENNA et al., 2021) e esses estudos estdo concentrados na regido Sul e

Sudeste do pais.
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo Geral

Investigar a presengca de Staphylococcus aureus resistentes aos
antimicrobianos em humanos, animais € no ambiente do Hospital Veterinario do
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco
- HOVET-DMV-UFRPE.

3.2. Objetivos Especificos

v Isolar S. aureus em Médicos Veterinarios atuantes no HOVET-DMV-UFRPE e
nos caes e gatos atendidos, assim como em seus tutores;

v’ Isolar S. aureus em equipamentos e utensilios pertencentes aos profissionais,
assim como no ambiente do HOVET-DMV-UFRPE;

v' Detectar a presenga dos genes de resisténcia aos beta-lactamicos, as
quinolonas e tetraciclinas nos isolados de S. aureus;

v’ Caracterizar o perfil fenotipico de resisténcia aos antimicrobianos dos isolados

de S. aureus.
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Ocorréncia de Staphylococcus aureus resistente aos antimicrobianos em ambiente hospitalar veterinario
RESUMO

A resisténcia antimicrobiana ¢ uma grande ameaga a saide publica. O surgimento de Staphylococcus aureus
resistentes aos antimicrobianos representa uma prioridade para a implementagdo de medidas preventivas.
Objetivou-se isolar Staphylococcus aureus em humanos, animais ¢ no ambiente de cuidado em satde animal e
caracterizar o perfil genotipico e fenotipico de resisténcia aos antimicrobianos nesses isolados. Foram coletadas,
usando swabs estéreis, amostras de 20 humanos, 13 animais, 14 superficies, oito telefones celulares e sete
estetoscopios de veterinarios. S. aureus foi isolado por cultura em agar sal manitol e a identificagdo preliminar foi
feita por coloracdo de Gram e teste de catalase. Posteriormente, a reagdo em cadeia da polimerase foi realizada
para confirmagdo da espécie e para a investigagdo de seus perfis genotipicos de resisténcia aos antimicrobianos.
Perfis fenotipicos de isolados resistentes foram determinados usando a técnica de disco-difusdo. Dez isolados de
S. aureus foram recuperados de 25% (5/20) dos humanos, dos quais foram 2 médicos veterinarios e 3 tutores,
ainda, de 10% (1/10) de cées, 33% (1/3) de gatos e 7,14% (1/14) de superficies. O fenotipo S. aureus sensivel a
oxacilina mecA — positivo foi identificado em um felino. A maioria dos isolados revelou pelo menos dois genes de
resisténcia de diferentes classes de antimicrobianos, com 90% (9/10) apresentando o gene blaZ, 10% apresentando
o gene mecA, 20% (2/10) apresentando tet(38), 10% (1/10) apresentando tet(M), 90% (9/10) apresentando norA e
50% (5/10) o gene norC. Nos antibiogramas, foi identificada resisténcia a penicilina em todos os isolados,
resisténcia a eritromicina foi identificada em 80% (8/10), e todos os isolados resistentes & eritromicina
apresentaram resisténcia induzida a clindamicina. A resisténcia antimicrobiana no ambiente de cuidado em satde
animal requer atenc¢do devido ao risco de transmissdo interespécies, transferéncia de genes entre bactérias que

colonizam os animais de companhia e humanos e pode dificultar a terapia antimicrobiana.

Palavras-chave: Caninos. Disco-difusdo. Felinos. OS-MRSA. Perfil genotipico.

Introducao

A resisténcia antimicrobiana se classifica entre as dez principais ameagas a satde publica ¢ ao
desenvolvimento global [1]. Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) ¢ relatado como um dos
patdgenos de importancia mundial e prioritario para adogdo de medidas preventivas [2]. Na América Latina, em
ambientes de cuidados em satide humana, MRSA elevou os custos com antibioticoterapia em mais de seis vezes,
aumentou a frequéncia de hospitalizacdo em trés vezes e em mais de 45% a taxa de mortalidade [3]. Na medicina
veterinaria, destaca-se aumento na recuperacdo de MRSA em cdes e gatos [4,5]. Verifica-se, também, que a
resisténcia em S. aureus nao se restringe somente aos beta-lactimicos. Nessa espécie, os padrdes de resisténcia
foram delineados pela emergéncia de cepas distintas que adquiriram mecanismos de resisténcia as mais diferentes
classes de antimicrobianos [6].

A eficacia na aquisicdo de genes de resisténcia, por meio da transferéncia dos elementos genéticos moveis
em S. aureus acelera a disseminagdo de clones resistentes aos mais diversos antimicrobianos. Os ensaios
gendomicos propdem que determinantes genéticos de resisténcia foram compartilhados entre espécies
estafilococicas que colonizavam distintos ambientes e hospedeiros [6,7]. S. aureus, assim como outras espécies do
género e até mesmo de outros géneros, atuam como reservatorios de genes, o que representa uma ameaga a saude
humana e animal [8]. O estreito vinculo e o contato préximo de humanos e animais de companhia reforcam a

transferéncia mutua de cepas da bactéria, sobretudo, das resistentes, assim como a troca genética entre as que
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colonizam humanos e seus pets [9].

No mundo, ha poucos estudos que buscam identificar a colonizac¢@o de cées e gatos por S. aureus, assim
como o perfil de resisténcia aos antimicrobianos e, no Brasil, as investiga¢des se limitam as regides Sul e Sudeste
[10,11]. Para compreender a dimensdo dessa problematica na regido Nordeste do Brasil, objetivou-se pesquisar a
ocorréncia de S. aureus em caes e gatos, seus contactantes humanos, ambiente, além de avaliar o perfil de

resisténcia a antimicrobianos.

Material e Métodos
Aprovacao ética

Todos os procedimentos experimentais estavam de acordo com os principios éticos aceitos pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco, licenga nimero 1466270721, bem

como pela Comité de Etica em Pesquisa (CEP), licenca ntiimero 46827221.7.0000.9547.

Amostragem

As amostras foram coletadas no periodo de outubro de 2021 a dezembro de 2021 no Hospital Veterinario
do Departamento de Medicina Veterinaria (HOVET-DMYV) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), localizada na cidade de Recife, Pernambuco, Brasil.

A coleta foi realizada por meio de swabs estéreis, em médicos veterinarios, cdes e gatos, seus respectivos
tutores ¢ no ambiente ambulatorial, equipamentos ¢ utensilios utilizados pelos profissionais. A coleta resultou em
40 swabs de humanos ((20 swabs de uma das narinas (SN) e 20 swabs de ambas as maos (SM)), de oito médicos
veterinarios e 12 tutores; 13 swabs de orofaringe (SOF) de animais, sendo 10 cdes e trés gatos; 14 swabs de
superficies (SS), sendo de 13 mesas ambulatoriais e um da balanga de pesagem dos animais, oito swabs de
telefones celulares (SC) e sete swabs dos estetoscopios (SE) dos médicos veterinarios. As coletas ocorreram apds
os atendimentos clinicos, antes de qualquer tipo de higienizacdo das maos dos profissionais e tutores, assim como

dos fomites.

Isolamento e identificaciio preliminar de Staphylococcus aureus

O isolamento bacteriano ocorreu por meio do plaqueamento dos swabs em Agar Sal Manitol (Difco
Laboratories Inc., Detroit, EUA). As placas foram incubadas em estufa microbioldgica a 37°C (£1°C) por 24 - 48
horas [12]. Transcorrido esse tempo, foi realizada a leitura para verificar o crescimento bacteriano e selecionar as
coldnias para submisso a técnica de coloragdo de Gram e a prova de catalase [13,14]. As colonias selecionadas
foram repicadas em Agar Sal Manitol para obtengdo de uma maior quantidade de bactérias e posterior extragio do
DNA e também inoculadas, isoladamente, em tubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Difco
Laboratories Inc., Detroit, EUA) e mantidas a 37°C durante 24h para congelamento a -80°C na presenga de glicerol

a 20%.

Extraciao de DNA e confirmacio de S. aureus

A extracdo térmica do material genético foi realizda de acordo com a metodologia descrita por Fan et al.
[15]. O DNA obtido foi quantificado e analisado quanto ao grau de pureza em espectrofotometro (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EUA), com realizag¢ao das leituras em absorbancia de 260nm [16]. Para a confirmagao
molecular da espécie S. aureus, foi realizada a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a amplificagdo do gene
nuc (Tabela 1) de acordo com a técnica descrita por Kateete et al. [17]. Como controle positivo, foi utilizada a

cepa ATCC® 43300 Staphylococcus aureus subp. aureus e como controle negativo utilizou-se DNA-Free Water
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(QIAGEN, Hilden, Alemanha).

Determinacio do perfil genotipico de resisténcia aos antimicrobianos

Para detecgdo de genes de resisténcia aos beta-lactimicos em isolados de S. aureus foi realizada PCR dos
genes blaZ, mecA e mecC. Ainda foram realizadas PCR para deteccdo dos genes de resisténcia as tetraciclinas,
tet(M), tet(L), tet(38) e para as quinolonas, norA e norC (Tabela 1). As cepas ATCC foram utilizadas como controle
positivo nas reagdes e DNA-Free Water como controle negativo. Os padrdes do termociclador estdo de acordo

com os autores da Tabela 1.

Tabela 1. Genes estudados, sequéncias dos primers, tamanhos de amplicons em pares de
bases (pb) e respectivas referéncias.

Gene Sequéncias do primers (5°-3°) pb Referéncias
nuc R: AGCCAAGCCTTGACGAACTAAGC 279 [17]
F: GCGATTGATGGTGATACGGTT
blaZ R: GGCAATATGATCAAGATAC 517 [18]
F: AAGAGATTTGCCTATGCTTC
mecA R: CTAATCTCATATGTGTTCCTGTATTGGC 155 [19]
F: TGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGAT
mecC R: TGGCTGAACCCATTTTTGAT 188 [20]
F: CATTAAAATCAGAGCGAGGC
tet(M) R: CGGTAAAGTTCGTCACACAC 406 [21,22]
F: GTGGACAAAGGTACAACGAG
tet(L) R: GTATCCCACCAATGTAGCCG 267 [22,23]
F: TCGTTAGCGTGCTGTCATTC
norA R: AGATTGCAATTCATGCTAAATATT 150 [24]
F: TGCAATTTCATATGATCAATCCC
norC R: ATAAATACCTGAAGCAACGCCACC 200 [25]
F: AAATGGTTCTTCTAAGCGACCAA
tet(38) R: CGTAGAAATAAATCCACCTG 200 [26]

F: TTCAGTTTGGTTATAGACAA

Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Para avaliar a resisténcia fenotipica dos isolados de S. aureus frente a diferentes classes de
antimicrobianos, foi utilizado o teste de disco-difus@o. O teste de suscetibilidade foi realizado em placas de agar
Mueller-Hinton com o in6culo em suspensdo equivalente a 0,5 da escala McFarland, segundo as recomendagdes
do CLSI [27]. A cepa de S. aureus ATCC®25923 foi utilizada como controle positivo de qualidade para os testes
de suscetibilidade.

As placas foram incubadas a 37°C (+ 1°C) por 16 — 18 horas e, transcorrido esse tempo, foram realizadas
as leituras de acordo com o documento M100 [27]. Para verificar a resisténcia aos antimicrobianos da classe dos
beta-lactamicos foram utilizados os discos de ceftiofur (CFT, 30 mcg), penicilina (PEN, 10u) e penicilina +
novobiocina (PNM, 40 mcg). Para predizer a resisténcia a oxacilina, em S. aureus, realizou-se o teste com disco
de cefoxitina (CFO, 30 pg), de acordo com as diretrizes do CLSI [28].

Para verificar a resisténcia aos demais antimicrobianos, foram empregados discos de ciprofloxacino (CIP,
05 mcg), clindamicina (CLI, 2mcg), clorafenicol (CLO, 30 mcg), doxiciclina (DOX, 30 mcg), eritromicina (ERI,
15mcg), gentamicina (GEN, 10 mcg), linezolida (LNZ, 30 mcg), neomicina (NEO, 30 mcg), rifampicina (RIF, 30
mcg), sulfazotrim (sulfametoxazol + trimetoprima, SUT, 25 mcg) e tetraciclina (TET, 30mcg). Para as amostras

de animais, também foi utilizado o disco de enrofloxacino (ENO, 05 mcg).
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Resultados

Foram obtidos 110 isolados do género Staphylococcus ¢ 10 foram confirmados na PCR como S. aureus
(Tabela 2). A espécie foi isolada das fossas nasais de 5//20 (25%) humanos e nao foi recuperada dos swabs de
maos dos mesmos individuos. Em relagdo aos animais, 2/13 (15,38%) estavam colonizados por S. aureus,
respectivamente, um felino e um canino. Nos fomites, isolou-se o microrganismo em 1/14 (7,14%) das superficies,

nao o recuperando em estetoscopios e telefones celulares.

Tabela 2. Isolados de S. aureus recuperados de humanos, animais ¢ ambiente.

Amostra Tipo de swab Origem

A SOF Felino (amostra do animal 1)

B SN M¢édico Veterinario (amostra do profissional 3)
C SN M¢édico Veterinario (amostra do profissional 6)
D SN Meédico Veterinario (amostra do profissional 6)
E SS Mesa ambulatorial (amostra da superficie 6)

F SN Tutor (amostra do tutor 9)

G SOF Canino (amostra do animal 9)

H SN Tutor (amostra do tutor 10)

I SN Tutor (amostra do tutor 10)

J SN Tutor (amostra do tutor 12)

Swab de orofaringe (SOF), swab nasal (SN) e swab de superficie (SS).

A mesa ambulatorial positiva (superficie 6) para S. aureus foi utilizada por um veterinario que também
testou positivo (profissional nimero 6). Além disso, o canino (animal nimero 9) e o proprietario (tutor nimero 9)
foram positivos para S. aureus (Tabela 2).

A analise dos genes de resisténcia aos beta-lactamicos (Tabela 3) revelou a presenca do gene blaZ em
9/10 (90%) dos isolados de S. aureus. O gene mecA foi detectado em apenas um isolado 1/10 (10%), na amostra
de felino. Nenhum isolado bacteriano carregava o gene mecC.
Tabela 3 Perfil genotipico e fenotipico de resisténcia aos beta-lactamicos de isolados de S. aureus.

Origem Isolados Genes de resisténcia aos Resultado do antibiograma
beta-lactimicos

Ambiental E blaZ Resistente a PEN e sensivel a CFO, CTF e PNM
B blaZ Resistente a PEN e sensivel a CFO, CTF e PNM
C blaZ Resistente a PEN e sensivel a CFO, CTF e PNM
D blaZ Resistente a PEN e sensivel a CFO, CTF e PNM

Humano F blaZ Resistente a PEN e sensivel a CFO, CTF e PNM
H blaZ Resistente a PEN e sensivel a CFO, CTF e PNM
I blaZ Resistente a PEN e sensivel a CFO, CTF ¢ PNM
J Nenhum gene Resistente a PEN e sensivel a CFO, CTF e PNM
A blaZ e mecA Resistente a PEN e sensivel a CFO, CTF e PNM

Animal
G blaZ Resistente a PEN e sensivel a CFO, CTF e PNM

CFO: cefoxitina. CFT: ceftiofur. PEN: penicilina. PNM: penicilina + novobiocina

Todos os isolados foram resistentes a penicilina (Tabela 3) ¢ nenhum apresentou resisténcia a cefoxitina.
Identificou-se o fenodtipo Staphylococcus aureus sensivel a oxacilina mecA — positivo (OS-MRSA) em isolado

recuperado de animal (amostra A, recuperada de felino).
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Quanto a pesquisa dos genes responsaveis pela resisténcia as tetraciclinas, ndo se detectou tet(L),
enquanto que fet(M) e tet(38) estavam presentes em 1/10 (10%) e 2/10 (20%), respectivamente ¢ ambos foram
identificados somente em isolados de origem humana (Tabela 4). A deteccdo molecular do sistema de efluxo
multidrogas também incluiu a busca de genes de resisténcia as quinolonas. Os genes nord e norC, foram
encontrados em 9/10 (90%) e 5/10 (50%) dos isolados, respectivamente. Esses foram detectados em amostra do

ambiente, humanos e animais (Tabela 4).

Tabela 4. Perfil genotipico e fenotipico de resisténcia aos demais antimicrobianos de isolados de S. aureus.

Origem Isolados Genes de resisténcia aos Resultado do antibiograma
demais antimicrobianos

Resistente a ERI e resisténcia induzida a CLI e sensivel a

Ambiental E nord CIP, ENO, RIF, TET, CLO, DOX, GEN, NEO, LNZ ¢ SUT
B 4 Ce tet(38) Resistente a ERI e resisténcia induzida a CLI e sensivel a
rord, nort- e te CIP, RIF, TET, CLO, DOX, GEN, NEO, LNZ ¢ SUT
C nord Resistente a ERI e resisténcia induzida a CLI e sensivel a
CIP, RIF, TET, CLO, DOX, GEN, NEO, LNZ e¢ SUT
D ord & norC Resistente a ERI e resisténcia induzida a CLI e sensivel a
nor. or'"!
CIP, RIF, TET, CLO, DOX, GEN, NEO, LNZ e¢ SUT
F A e tet(M) Resistente a ERI e resisténcia induzida a CLI e sensivel a
7.
nors e te CIP, RIF, TET, CLO, DOX, GEN, NEO, LNZ ¢ SUT
H norA, norC e tet(38) Sensivel a todos
Humano I 4 c Resistente a ERI e resisténcia induzida & CLI e sensivel a
nora e nor CIP, ENO, RIF, TET, CLO, DOX, GEN, NEO, LNZ ¢ SUT
I Nenhum eene Resistente a ERI e resisténcia induzida a CLI e sensivel a
& CIP, ENO, RIF, TET, CLO, DOX, GEN, NEO, LNZ ¢ SUT
A 4 Resistente a ERI e resisténcia induzida & CLI e sensivel a
nor.
Animal CIP, ENO, RIF, TET, CLO, DOX, GEN, NEO, LNZ ¢ SUT
G norA e norC Sensivel a todos

CIP: ciprofloxacino. CLI: clindamicina. CLO: clorafenicol. DOX: doxiciclina. ENO: enrofloxacino. ERI:
eritromicina. GEN: gentamicina. LNZ: linezolida. NEO: neomicina. RIF: rifampicina. SUT sulfazotrim
(sulfametoxazol + trimetoprima). TET: tetraciclina.

Nas amostras recuperadas de animais e ambiente foram detectados genes de resisténcia aos beta-
lactdmicos e as quinolonas, ja nas amostras de humanos verificou-se, além desses, os genes de resisténcia as
tetraciclinas. Ndo se evidenciou no teste de disco-difusdo, a resisténcia aos antimicrobianos da classe das
quinolonas (ciprofloxacino e enrofloxacino) ¢ da classe das tetraciclinas (doxiciclina e tetraciclina). Na prova
fenotipica, observou-se resisténcia a eritromicina e resisténcia induzida a clindamicina em 8/10 (80%) dos

isolados, sendo um recuperado do ambiente, um em felino e em seis recuperados de humanos.

Discussao

Em pesquisas realizadas na Africa, América do Norte, Europa e Oceania, a ocorréncia de S. aureus em
cdes varia entre 10,4% ¢ 34% e em gatos varia de 8,1% ¢ 21% [9, 29-32], semelhante ao obtido no presente estudo.
Essa amplitude na ocorréncia deve ser atribuida aos distintos métodos de amostragem e de metodologias de
isolamento [33]. Outros fatores para justificar essa variagdo incluem o estado de satide dos animais amostrados

[34-36]; o histdrico de antibioticoterapia, de procedimentos cirurgicos e hospitalizagdes [37-39]; o estilo de criagdo
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(animais em vida livre ou domiciliados em contato préximo com seus tutores) [5, 31] e, ainda, se o convivio se da
com humanos portadores de MRSA ou que trabalhem na area da satide humana ou veterinaria [31, 39-41]..

E pouco frequente na rotina clinica e laboratorial a identificagio e confirmacio de S aureus, sendo que a
maioria dos relatos cientificos reportam somente a ocorréncia do género Staphylococcus ou, ainda, a classificagdo
em estafilococos coagulase-negativos e coagulase-positivos [42, 43]. Os dados quanto a colonizagao por S. aureus
em animais de companhia sao focados em caes e relatam que as taxas de colonizagdo sdo baixas [4, 9, 29, 30, 33].
No Brasil, algumas investigagdes demonstraram, inclusive, a ndo recuperacdo dessa espécie bacteriana [43] e
outras reportaram deteccdo em 1,97% e 15,8% [10, 11, 44], enquanto os dados acerca dos felinos sdo escassos,
mas a recuperagdo da bactéria ocorreu em 4,7% desses [45].

Uma baixa taxa de coloniza¢do de S. aureus era esperada, considerando que os cédes e gatos estdo
colonizados preferencialmente por outras espécies do género como S. epidermidis, S. felis, S. intermedius, S.
pseudintermedius, S. schleiferi e S. simulans [5, 46]. Além disso, a dindmica da colonizagdo por S. aureus nesses
animais, sobretudo em caes, ocorre de forma intermitente [5, 30-31, 43].

Sobre a colonizagdo por S. aureus e MRSA em humanos, a taxa ¢ variavel entre as populagdes [47], sendo
a recuperacdo influenciada por fatores como a frequéncia de contato com os animais ¢ o tempo de exposicdo a
esses. Dessa forma, estima-se um percentual mais elevado de colonizagdo por S. aureus e MRSA em tutores e em
pessoas que trabalham em contato com animais, incluindo médicos veterinarios e os demais membros da equipe
veterinaria [48, 49].

Nao se recuperou MRSA nos individuos, mas S. aureus foi isolado em 25% (2/8) dos médicos
veterinarios. No Brasil, as investigagdes sobre a colonizagdo por S. aureus ndo envolvem esses profissionais. Em
ambito internacional, a maioria dos estudos reportaram coleta em médicos veterindrios em contato com animais
de fazenda, demonstrando recuperacdo da bactéria de 64% a 75% dos individuos [50, 51], enquanto que as
pesquisas em responsaveis pelos atendimentos de cées e gatos sdo escassas. Na Italia [52], 25% dos veterinarios
de animais de companhia eram colonizados por bactérias dessa espécie ¢ MRSA estava presente em 1,6%.
Australia e Reino Unido apresentaram valores mais altos para MRSA para veterinarios de cées ¢ gatos (16% e
17,9%, respectivamente) [53, 54].

Os estudos desenvolvidos no Brasil focam, majoritariamente, na amostragem em propriedades rurais,
com relatos abordando a coleta em ordenhadores [55, 56]. No que tange aos tutores de cdes e gatos, ha caréncia
de informagdes, todavia em decorréncia da intensidade e duracdo do contato com esses animais e
compartilhamento do ambiente domiciliar, ¢ esperada a recuperagdo dessa espécie nos tutores [48, 49]. Nessa
investigacdo, a recuperacdo ocorreu em 25% (3/12) desses, similar ao encontrado recentemente na regido Sul. [10].

Nos humanos, o patogeno foi recuperado somente dos swabs nasais e a presenca da bactéria nas narinas
era esperada, uma vez que esse € o principal sitio anatomico de colonizagio [29, 47]. A ndo recuperagdo da espécie
nas maos dos médicos veterinarios pode estar atrelada a frequéncia de higienizagdo e o uso de luvas nas atividades
ocupacionais. Os profissionais de saide podem atuar na disseminagdo ambiental e na transmissdo intra e
interespécie dessas e outras bactérias por meio das mios contaminadas ou por disseminagdo aérea [58]. Dessa
forma, ¢é preciso reforcar a pratica de higieniza¢ao das maos, uma das ac¢des vinculadas a reducgio da incidéncia de
infecgdes relacionadas a assisténcia a satde e a transmissdo de patdogenos nosocomiais [59] na medicina humana
e veterinaria [59 - 61]. A ndo recuperacdo de S. aureus em swabs de maos dos tutores provavelmente ocorreu

devido as medidas de higiene adotadas, durante atual pandemia ocasionada pelo SARS-CoV2, como o aumento
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da periodicidade da higienizagdo das méos e uso de alcool em gel [62].

Superficies ambientais frequentemente tocadas por maos [63]; com contato com cdes ¢ gatos [64];
estetoscopios [65] e telefones celulares de membros da equipe veterinaria ou de outros profissionais de saude [66]
sdo contaminados por uma gama de microrganismos patogénicos, a exemplo de S. aureus, e dessa forma possuem
impacto epidemioldgico importante na dispersdo e transmissdo de microrganismos em ambientes de atengdo a
saude humana e animal. No entanto, nesse estudo, S. aureus foi recuperado somente em 1/14 superficies e nao
ocorreu sua recuperagdo em estetoscopios e telefones celulares, em concordancia com outras investigagdes que
demonstraram a dificuldade de sobrevivéncia da bactéria em matéria inanimada [67].

Isolou-se S. aureus em uma mesa ambulatorial e do veterinario que a utilizava. Além disso, a bactéria
também foi isolada de um céo e de seu tutor. Nao foi possivel realizar a tipagem molecular destes isolados, mas
¢ possivel sugerir o compartilhamento de S. aureus entre os animais e seus contactantes humanos. Isso ja foi
observado anteriormente em pesquisas de epidemiologia molecular em outros paises [68-71] e no Brasil [10,11].

Este ¢ o primeiro relato sobre o perfil OS-MRSA em pequenos animais na regido Nordeste do Brasil.
Esse fenotipo foi relatado em quase todos os continentes [72-75], associado aos ambientes de cuidado em satude
humana e os comunitarios, com alta prevaléncia, representando uma adversidade na conducéo clinica de infecgdes
estafilococicas [76]. Assume-se que em estudos de vigilancia sobre a presenca e disseminacdo de MRSA entre
animais de companhia e os contactantes humanos, o fenotipo OS-MRSA ¢ negligenciado ¢ a sua disseminagdo
ocorre de forma silenciosa, uma vez que os testes o interpretam erroneamente como MSSA [75]. No Brasil,
investigagoes na regido Sul alertaram para ocorréncia desse fenotipo em 5,3% (2/38) dos cdes e em 1,75% (1/57)
dos tutores [10].

Nos laboratérios de microbiologia clinica, o perfil de resisténcia ¢ estabelecido por testes fenotipicos, no
entanto, a pesquisa dos genes de resisténcia ¢ a técnica padrdo ouro [72, 75]. A identificag@o ao nivel genético é
limitada devido a complexidade da técnica e, principalmente, por uma maior demanda de recursos financeiros para
execug¢do, portanto, a rotina em laboratdrios clinicos é sustentada pelas metodologias de concentragdo inibitoria
minima ou disco difusdo, que por sua vez oferecem restri¢do na identificagdo do fendtipo OS-MRSA, interpretado
erroneamente como MSSA [72 — 75].

A identificacdo incorreta do fenotipico OS-MRSA acarreta fracasso no tratamento de infecgdes por
MRSA, em virtude do OS-MRSA apresentar potencial para desenvolver resisténcia a beta-lactimicos devido ao
transporte de mecA ou mecC. A escolha assertiva de antibidticos para tratar infecgdes ¢ amparada no resultado de
suscetibilidade e ndo na identificag¢do laboratorial do perfil OS-MRSA, o que pode ocasionar falha no tratamento
e, potencialmente, a morte de humanos [74]. Em estudo anterior, no mesmo municipio de realiza¢do dessa
pesquisa, foi relada o isolamento ¢ a disseminagdo em humanos de isolados com o perfil de OS-MRSA, em
ambientes associados aos cuidados em saide humana [77]. E necessario ampliar as avaliagdes epidemiolégicas e
os estudos sobre os fatores de viruléncia e disseminagdo do OS-MRSA. Também ¢ preciso atentar para esse perfil
em animais de companhia, uma vez que € possivel que o transporte desse fenotipo ocorra de forma silenciosa entre
contactantes humanos e os caes e gatos [10].

Na andlise do perfil genotipico constatou-se a presenca de alguns genes que, na avaliagdo fenotipica, ndo
foram expressos. A discordancia entre os perfis pode ser embasada pela regulacdo da expressdo génica no que se
refere a imperfeicdo nesse processo, uma vez que em resposta a determinados estresses, certos genes

indispensaveis pela sobrevivéncia da bactéria podem ndo ser expressos ou mesmo quando isso ocorre, os niveis
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de expressdo ndo asseguram o crescimento e a sobrevivéncia dos microrganismos [78].

A resisténcia associada as bombas de efluxo, a exemplo da proteina NorA, somente ocorre quando o seu
gene estrutural, o nor4, é amplificado ou superexpresso como resultado dos mecanismos regulatorios [79]. Ainda,
alteragdes em nivel transcricional, responsaveis pela modificacdo das sequéncias polipeptidicas nas bombas de
efluxo, reduzem a efetividadade das proteinas NorA e NorC [80]. Além disso, a resisténcia aos antimicrobianos
desenvolvida mediante a esse mecanimo revela expressao aumentada em locais de infec¢do, ndo sendo similar,
necessariamente, nas atividades in vitro [81]. S. aureus pode exibir diferentes padrdes de suscetibilidade de acordo
com a expressdo dos genes de bomba de efluxo, inclusive sob pressdo de um mesmo antimicrobiano [82].

Sobre a resisténcia as tetraciclinas, é reconhecido o envolvimento de dois diferentes mecanimos, o de
protecdo ribossomica codificado pelos genes tet(M), tet(O), tet(S) e tet(W) e o efluxo ativo resultante da expressio
dos genes tet(K), tet(L), tet(38) e tet(42) [83, 84]. Foi possivel verificar a presenca dos genes tet(M) ¢ tet(38), mas
ambos ndo foram expressos € em concordancia com estudos anteriores, sugere-se a ocorréncia de mutagdes
Frameshift que proporcionam a inser¢do ou perda de bases e alteragdo no maquinario de expressao de tet(M) [85],
como também a expressao positivamente regulada do zet(38) em locais de infeccdo [86, 87] assim, entende-se que
as condigdes laboratoriais a limitam e se espera uma maior efetividade in vivo [88].

A presenca do gene de resisténcia impde importincia epidemioldgica pelo potencial do microrganismo
em expressa-lo em dado momento, assim como pela possibilidade de transferéncia de determinantes de resisténcia
entre bactérias co-colonizadoras, mediante a aquisicdo de elementos genéticos moveis que transportam os genes
de resisténcia e conduzem a alteragdes fenotipicas em estafilococos [89].

Esse estudo ¢ pioneiro na regido Nordeste do Brasil, sendo importante que novas investigagdes com foco
em epidemiologia molecular sejam realizadas para compreender a participagdo dos cdes e gatos como potenciais
reservatorios de S. aureus e espécimes resistentes para humanos e vice-versa, além dos fatores de risco associados

a transmissao interespécies.

Conclusio

A ocorréncia do fenétipo OS-MRSA e de isolados de Staphylococus aureus detentores de genes de
resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos recuperadas de cdes e gatos, humanos ¢ ambiente veterinario
reforcam a necessidade de implementar estratégias de prevengdo em praticas veterinarias para combater a

resisténcia antimicrobiana.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A ocorréncia de isolados de S. aureus dentores de determinantes genéticos de
resisténcia, independentemente de expressdo nas provas fenotipicas, exige
vigilancia. E necessario o monitoramento dos perfis de suscetibilidade aos
antimicrobianos e o0 acesso as pesquisas moleculares, a exemplo, de identificacdo do
perfil genotipico, para maior assertividade nas condutas terapéuticas frente as
infec¢des bactérianas. Colaborando também para o enfrentamento da resisténcia aos
antimicrobianos.

Verificou-se a presenca de um fenétipo OS-MRSA de interesse epidemiolégico
e clinico, alertando para necessidade de novas investigagcbes com objetivos de
verificar aspectos relacionados a ocorréncia, disseminagado e fatores de risco
associados a colonizagao pelo agente em animais de companhia e nos contactantes
humanos e ambiente.

Foi possivel reconhecer alguns aspectos da problematica na regiao Nordeste,
mas por se tratar de um estudo pioneiro, € necessario que novas investigagcoes, mais
roubustas, sejam exploradas. Sugere-se que o emprego de restreabilidade genética e
de epidemiologia molecular auxiliariam na obtencdo de informagdes acerca da
participacdo de caes e gatos como reservatorios para a infeccdo humana, por S.
aureus e por especimes resistentes, como também a compreensao sobre a infecgéo
em sentido inverso. E interessante que os fatores de risco associados & colonizacdo
e a transmissao interespécie também sejam avaliados.

Os resultados obtidos nessa pesquisa sdo os primeiros na regiao Nordeste do
Brasil e envolvem grupos populacionais (médicos veterinarios e tutores) que n&o sao
alvos de investigagdes da colonizagao por S. aureus nos estudos realizados no pais
e, diante disso, é necessario que os profissionais atuantes no Hospital Veterinario do
Departamento de Medicina Veterinaria (HOVET-DMV) da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE), como também a populagdo do municipio que utiliza os
servicos desse ambiente fiquem cientes. Os resultados precisam alcancar os demais
profissionais e estudantes envolvidos com atividades laborais em contato com animais
e outros individuos que convivam com caes e gatos.

Para que estratégias frente a resténcia sejam eficazes € necessario que haja
um direcionamento de esforcos para as distintas realidades de uma mesma area e,

por mais que seja uma problematica a nivel mundial, é preciso que as praticas iniciem
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a nivel local. Os resultados de perfil de resisténcia antimicrobiana nos isolados podem
servir, juntamente com outras investigagdes, para promogédo e implementacéo de
diretrizes e regulementacgdes para clinicas e hospitais destinados ao atendimento de
animais de companhia e assim, auxiliar os médicos veterinarios e tutores de caes e

gatos do municipio no uso racional dos antimicrobianos.
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