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Resumo:

O Staphylococcus pseudointermedius é uma espécie do género Staphylococcus que
nos ultimos anos tem sido alvo de estudo cientifico mais intenso na area de Microbiologia
Veterinaria em virtude de ser considerado uma bactéria emergente no que respeita a sua

importancia clinica e por apresentar um numero crescente de resisténcias antibioticas.

Foi objetivo do meu trabalho de estagio desenvolver uma metodologia de identificacdo
fenotipica do S. pseudointermedius, diferenciando-o dos restantes Staphylococcus coagulase-
positivos. Pretendeu-se também avaliar a prevaléncia de Staphylococcus pseudointermedius e
de Staphylococcus aureus em animais atendidos numa clinica veterinaria mediante a recolha
de amostras orais, nasais, cutneas e em alguns casos urina. Também foram recolhidas

amostras em equipamento e profissionais veterinarios.

Os resultados deste trabalho permitiram identificar um método fidvel para isolamento e
reconhecimento fendtipico de S. pseudointermedius através do uso de Baird Parker-RPF
(Biokar) e posteriormente CHROMagar Staph aureus (Chromagar), sendo a confirmagéo por

Polymerase Chain Reaction (PCR) sempre necessaria.

Mediante a amostragem de 23 animais obteve-se uma prevaléncia de 30,4 % (n=7) e de
52,2 % (n=12) portadores de S. aureus e S. pseudointermedius respetivamente. Dois (8,7 %)
dos 23 animais amostrados estariam colonizados com Methicilin Resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) e 4 (17,4 %) com Methicilin Resistant Staphylococcus pseudointermedius

(MRSP). Estes valores de prevaléncia sdo em muito superiores aos registados até agora.

Ja no microbismo da clinica, dos 9 locais amostrados, registou-se prevaléncia 22,2%
(n=2) de S. pseudointermedius e 11,1% (n=1) de S. aureus. A prevaléncia para MRSP foi de
22,2% (n=2), ndo tendo sido detetado MRSA.

Uma avaliagdo conjunta dos perfis de resisténcia dos MRSP isolados nas amostras de
animais e da clinica demonstrou que a oxacilina, a amoxicilina, o trimetropim-sulfametoxazole e
lomefloxacina sao os antibidticos com resisténcia mais frequente o que alerta para um cuidado

cada vez maior no seu uso.
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Introducéao

Atualmente o Staphylococcus aureus e Staphylococcus pseudointermedius sdo duas
espécies coagulase-positiva com grande relevancia em Medicina Veterinaria (Weese et al,
2010). A dltima tem sido alvo de estudos mais aprofundados que culminaram numa revisdo
taxondmica que obrigou, mediante testes genéticos a reclassificacdo em S. pseudointermedius
de casos anteriormente atribuidos a Staphylococcus intermedius, descritos por Hajek e
Colaboradores em 1976, (Devriese et al., 2005; Bond et al, 2012). S. pseudointermedius € uma
espécie pertencente ao Grupo Staphylococcus intermedius (SIG), juntamente com
Staphylococcus delphini e Staphylococcus intermedius (Sasaki et al, 2007b), que coloniza
frequentemente a pele (regido da nuca) e as mucosas oral, nasal e anal, sendo as regides
nasal e anal as mais colonizadas (Cox et al, Lilebanum et al 1999). Esta bactéria esta
associada a patologias dermatologicas como piodermas, podendo ser oportunista em feridas
pés-operatoérias e infecbes dos ouvidos (Weese e van Duijkeren, 2010; Griffeth et al, 2008;
Abraham et al, 2007).

O S. pseudointermedius faz parte da flora comensal dos animais de companhia nao
causando doenca, a menos que o sistema imune do animal esteja comprometido, exista
alteracdo da estrutura histoldgica da pele, como em casos de dermatites atopicas, ou quando
sdo praticados procedimentos cirdrgicos (Bannoehr e Guardabassi, 2012). O conhecimento
sobre a patogénese do S. pseudintermedius é ainda incompleto, mas estudos levados a cabo
por Fitzgerald e Colaboradores, em 2009, concluiram que alguns dos fatores de viruléncia
eram semelhantes aos produzidos por S. aureus. Estes fatores desempenham um papel
fundamental na colonizacdo do hospedeiro. Enzimas, como a coagulase, as protéases e as
termonucleases, e toxinas (e.g. hemolisinas, toxinas esfoliativas e entero-toxinas) sdo alguns
exemplos de fatores produzidos por S. pseudointermedius (lyori et al, 2010). A toxina
exfoliativa encontra-se presente nos isolados de S. pseudointermedius em animais portadores
de piodermas (lyori et al, 2010). Outras proteinas importantes para a adesao aos corneocitos
em caes sdo produzidas, gerando uma capacidade para se ligarem ao fibrinogénio, fibronectina
e citoqueratina (Geohegan et al, 2009). A proximidade filogenética com S. aureus deriva da
presenca do gene acessorio regulador (agr) em ambas as espécies, sendo este gene
responsavel pelos fatores de viruléncia (Dufour et al, 2002). A producdo de uma proteina
ligante as imunoglobolinas é outro dos elos de ligacdo com S. aureus (Moodley et al, 2009).
Futagawa-Saito e Colaboradores (2006) alertaram ainda para o facto de S. pseudointermedius

conseguirem produzir biofilmes.

Os métodos de identificagdo microbioldgica de S. pseudointermedius estdo ainda em
desenvolvimento, levando a que, em muitos casos, a presenca da propriedade coagulase-
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positiva, leve a uma sub-detecdo de S. pseudointermedius (Pottumarthy et al, 2004 e Van
Hoovels et al, 2006). No entanto, Guardabassi e Bannoehr (2012) relativizam este facto
dizendo que o risco de ndo se identificar a presenca de S. pseudointermedius na espécie
canina é baixo e caso esse erro se suceda de forma esporadica acaba por ser negligenciavel
na pratica clinica. O método de detecao fenotipica de Methicilin Resistant Staphylococcus
pseudointermedius (MRSP) baseia-se no uso de uma concentracdo minima inibitéria de
oxacilina superior ou igual a 0,5 mg/l no meio de cultura, ou entdo na formagéo de um halo
inferior ou igual a 17 mm de didmetro em torno de um disco com oxacilina (1ug), estando estes
fenotipos altamente correlacionados com a presenca do gene mecA em S. pseudointermedius
(Bemis et al, 2009). A importancia de S. pseudointermedius deve-se, sobretudo, ao facto de ter
adquirido o gene mecA, o que lhe confere uma resisténcia a meticilina idéntica a expressa por
Methicilin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) (Loeffler et al, 2007; Perreten et al, 2010).
A identificacdo molecular por Polymerase Chain Reaction (PCR) revela-se fundamental, ndo s6
para identificacdo de S. pseudointermedius, bem como detecdo do gene mecA. O uso do
Staphylococcal cassette chromosome (SCCmec) é outro dos métodos usados para sua
detecéo de MRSP, tal como é feito em MRSA (Black et al, 2009).

A prevaléncia de colonizacdo ou contaminacdo com MRSP em cdes saudaveis
frequentadores de hospitais veterinarios foi de 4,5 % num estudo efetuado por Hanselman e
colaboradores 2009. Em gatos saudaveis a prevaléncia documentado por Abraham e
colaboradores, em 2007, foi de 4 %, ao passo que em pacientes portadores de inflamacao da
pele ndo foi isolado qualguer MRSP. No Canada o valor em gatos saudaveis foi de 1,2 %
(Hanselmann et al 2009). Sasaki e colaboradores (2007a) verificaram uma prevaléncia de 30 %
de MRSP numa clinica no Japao. Ja Kawakami e colaboradores em 2010 documentaram uma
prevaléncia de 66 % em cdes com pioderma, através da detecdo do gene mecA. Na espécie
canina a prevaléncia de MRSP ¢é mais elevada nos pacientes que apresentam patologia
dermatoldgica, em comparacdo com animais saudaveis (Griffeth et al, 2008); nos gatos
observa-se a situacdo inversa (Abraham et al, 2007). Um estudo abrangente em 16,103
animais envolvendo cées, gatos e espécie equina, levado a cabo por Ruscher e colaboradores
em 2009, registou uma prevaléncia de MRSP de 0,8 % em cdes, 0,1 % em gatos e 0,1 % na
espécie equina, sendo as zonas mais comuns de infecdo as orelhas e a pele. Segundo o
mesmo autor a prevaléncia de MRSP é quatro vezes superior a de MRSA. No entanto, ha que
referir que a colonizacdo por MRSP pode persistir durante meses sem haver manifestacao
clinica (Frank et al, 2009). Em clinica veterindria a prevaléncia de Staphylococcus
pseudointermedius resistentes a meticilina pode atingir os 3% em caes saudaveis e 0s 8% nos
cdes com patologia dermatoldgica conforme reportados nos Estados Unidos da América por

Griffeth e colaboradores em 2008. Um resumo destes dados é feito no Quadro 1.
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Quadro 1- Resumo dos estudos de prevaléncia de MRSP

Populacéo Pais Prevaléncia de MRSP Referéncia
Cées frequentadores Canada 45 % Hanselman et al. (2009)
de hospitais
Gatos saudaveis Estados Unidos da 4,0% Abraham et al. (2007)

América

Gatos com inflamacéao Estados Unidos da
da pele América 0% Abraham et al. (2007)
Gatos saudéaveis Canada 12% Hanselman et al. (2009)
Cées com pioderma Japéo 66,0 % Kawakami et al. (2010)
Cées frequentadores Japéo 30,0 %
de uma clinica Sasaki et al. (2007a)
veterinaria
Cées Alemanha 0,8 % Ruscher et al. (2009)
Gatos Alemanha 0,1% Ruscher et al. (2009)
Equinos e burros Alemanha 0,1% Ruscher et al. (2009)
Cées saudaveis Estados Unidos da
frequentadores de Ameérica 3,0% Griffeth et al. (2008)
clinica
Céaes saudaveis Estados Unidos da
frequentadores de Ameérica 8,0% Griffeth et al. (2008)
clinica com patologia
dermatoldgica

No que diz respeito a locais de isolamento de S. pseudointermediu,Guardabassi e
Bannoehr (2012) indicam que a regido do perineo (52,0 %) e a mucosa oral (57,0 %) sdo os
locais de eleicdo para esse isolamento, 0 que contrasta com a European Medicine Agency/
Commitee of Veterinary Medicinal Produtcs (2011) que descrevem as regides do perineo e

nasal como sendo as regifes ideais para esse isolamento.

As estirpes de S. pseudointermedius sao extremamente heterogéneas, sendo a estirpe
ST71 dominante na Europa e a ST68 dominante na América do Norte. Ambas sdo estirpes
onde foi verificada resisténcia a meticilina. Este facto contrasta com o primeiro isolado de
MRSA que se originou de uma linhagem previamente sensivel & meticilina (Guardabassi e
Bannoehr, 2012). As estirpes de MRSP mais frequentemente documentadas sao ST29, ST68,
ST69, ST70, ST71 (Bannoehr et al, 2007), apresentando todas um espectro alargado de
resisténcia antibidtica, o que torna o seu controlo a nivel veterinario um grande desafio, pois o0s
tratamentos que se revelam efetivos sdo escassos. A estirpe ST71, apresenta resisténcias a f3-

lactamicas, aminoglicosideos, macrolidos, lincosamidas, tetraciclinas, cloranfenicol,



trimetropim-sulfamidas, fluorquinolonas, sendo susceptivel ao é&cido fucsidico, rifampicina,
amicacina, teicoplanina e linezolida; ndo sendo nenhuma destas substéncias de uso veterinario
(Perreten et al, 2010). O &cido fucsidico constitui o antibiético mais efetivo para tratar MRSP
(Bond and Loeffler, 2012).

Além da importancia de S. pseudointermedius na patogénese de doencas
dermatoldgicas, Van Duijkeren e colaboradores documentaram em 2008 a sua relevancia desta
espécie como possivel agente de infecdes nosocomiais. Nesse estudo, isolaram MRSP em
cdes, gatos ambiente e pessoal de uma clinica veterindria na Holanda, concluindo que o
internamento em hospitais e a quebra nas regras de biosseguranca sado determinantes para a
disseminacdo de MRSP. Zubeir e colaboradores (2007) levaram a cabo um estudo durante seis
meses tendo isolado dez MRSP, oito em cdes e dois em gatos, que em virtude de
apresentarem padrdo idéntico em PFGE, indicavam a possibilidade de infecdo cruzada na

clinica ou uma distribuicdo de um clone ao nivel da populagdo animal.

A transmissdo vertical esta documentada em casos de cachorros com S.
pseudointermedius logo apdés o0 nascimento (Saijonmaa-Koulumies et al, 2002). Ja a

transmissao horizontal em cdes adultos ainda nao esta documentada na literatura.

Os fatores de risco associados com a manifestacdo desta espécie sdo ainda pouco
elucidados, mas Weese e colaboradores (2009) enumeram o uso de antibidticos e as infe¢fes

de ferida cirdrgica como os pontos essenciais.

No que diz respeito a colonizacdo do Homem com MSSP, esta € pouco comum e com
um caracter zoonético reduzido, quando comparada com MRSA. Donos de cdes com pioderma
apresentavam cultura positiva, ao contrario de pessoas que nao tinham contacto diario com
esses mesmos caes. A estirpe isolada no dono era igual a isolada no cdo, mas ap0s a cura
clinica do cdo a segunda cultura do dono era ja negativa, indicando uma colonizagéo

temporaria do Homem (Guardabassi et al, 2004).

A colonizagdo do Homem com MRSP é caracterizada como sendo pouco comum e
transitoria, no entanto ndo deve ser negligenciada. Um dado epidemiologicamente importante é
a capacidade de MRSP colonizarem animais saudaveis (Hanselman et al, 2008), o que leva a
gue pessoas que interajam com estes animais, nomeadamente donos ou meédicos veterinarios,
possam ser também colonizados pela estirpe presente no cdo ou gato. Deste modo, 0s animais
de companhia desempenham um papel de vetores na disseminacdo do agente tanto na
populagdo humana, como na animal (Perreten et al. 2010). Um estudo especificamente dirigido
aos meédicos veterinarios da area da dermatologia detetou que 5,3 % (9 em 171) destes
profissionais eram portadores de MRSP (Morris et al 2010). Paul e colaboradores, em 2011,
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efetuaram um estudo no qual recolheram amostras de 128 médicos veterinarios, havendo cinco
(3,9 %) MRSP-positivos e dois (1,6 %) MRSA-positivos. Um més depois, foi feita nova
amostragem nos veterinarios MRSP-positivos, observando-se que a bactéria persistia na
cavidade nasal. A prevaléncia de MSSA foi de 25 % (32 veterinarios), ndo havendo registo de
MSSP. Embora fosse expectavel que se encontrasse mais MSSP nos médicos veterinarios,
uma vez que sdo os colonizadores mais comuns nos animais, o facto de se encontrar MSRP
revela a capacidade que este fendtipo de S. pseudointermedius tem para colonizar o Homem.
Outros estudos, relativos a prevaléncia de MRSA em médicos veterinarios reportaram valores
inferiores a 3,5 % nomeadamente 3,0 % na Dinamarca (Moodley et al, 2009); 3,3 % na América
do Norte (Hanselmann et al, 2009); 0,1 % em Italia (Gzanelli et al, 2002).

No Homem, diversos casos de infecbes por MRSP tém sido documentados em
situacbes intercorrentes com outras patologias nomeadamente um paciente com
adenocarcinoma gastrico que apresentava uma bacteriemia (Campanile et al, 2007); Stegmann
e Colaboradores (2010) isolaram MRSP (estirpe ST71) num caso de sinusite. Por sua vez,
infecBes por MSSP foram documentadas em casos de abcessos cerebrais (Atalay et al, 2005);
pneumonia (Gerstadt et al, 1999); bacteriemia em cateter por S. pseudintermedius (Chuang et
al, 2010)

Relativamente a terapéutica em casos animais, o tratamento com recurso a antibioticos
ndo dispde de um protocolo padrdo, devendo este ser ajustado consoante o0 caso.
Concretamente, deve sempre ser avaliado o perfil de suscetibilidade antibiética do isolado e a
possibilidade futura deste poder desenvolver resisténcia ao antibiético a administrar (European
Medicine Agency/ Commitee of Veterinary Medicinal Produtcs, 2011). A patogénese do MRSP
isolado deve ser avaliada quanto a sua severidade e nivel de patogenicidade, quer local, quer
sistémica do animal. Nos casos em que a lesdo esteja localizada, como em feridas e ouvidos,
deve ser adotado tratamento antibiético tdpico. A informacdo sobre eficacia do tratamento
antibiético de animais infetados com MRSP ¢ todavia ainda muito escassa (European Medicine
Agency/ Commitee of Veterinary Medicinal Produtcs, 2011). Um facto muito curioso prende-se
com a resisténcia as tetraciclinas observada em S. pseudointermedius observando a presenca
dos genes de resisténcia tet (M) e erm (B) que diferem com os genes de resisténcia presentes
no S. aureus tet (K) e erm (C). A presenca dos dois primeiros genes em Enterococcus leva a
suspeita que nem toda a informacado genética do S. pseudointermedius, foi adquirida a partir do

S. aureus. (Guardabassi e Bannoehr, 2012).

No que respeita ao controlo sem se recorrer a antibioticos, pensa-se que este pode ser
feito através de lavagens com clorexidina (European Medicine Agency/ Commitee of Veterinary
Medicinal Produtcs, 2011). No controlo em animais infetados, sem antibiético, Guardabassi e
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colaboradores em 2010 fizeram uso de um antisséptico para as orelhas a base de Tris-EDTA e

clorexidina, que apresentava boa atividade bactericida para MRSP in vitro.

A prevencdo da transmissdo entre animais passa por uma correta higienizagdo das
maos, tanto de profissionais da area veterinaria, como dos donos de animais portadores de
MRSP que tenha contacto com outros animais. A possibilidade de se isolar os animais
internados com diagnéstico de MRSP é outra medida que pode ser tomada para prevenir
infecdes nosocomiais. Uso de luvas, mascaras e protecao para 0s pés € algo que deve ser
feito pelo médico veterinario (European Medicine Agency/ Commitee of Veterinary Medicinal
Produtcs, 2011). Wagenaar e Colaboradores (2008) referenciam a transmissdo de S.
pseudointermedius através do ambiente doméstico para os animais. Deste modo, também o
reforco da higienizagdo na habitagdo reduzindo a contaminagéo local, e a possibilidade de
retirar os animais de casa, de modo a reduzir a contaminacdo por pélo, sdo medidas a
ponderar (European Medicine Agency/ Commitee of Veterinary Medicinal Produtcs, 2011). Ja a
transmissao direta animal-Homem tem como ponto-chave a correta higienizacdo das méaos de

modo a diminuir a transmissdo de MRSP.

Dada a relevancia que S. pseudointermedius tem tido ao nivel da medicina veterinaria
e as potenciais implicacdes na saude humana, é urgente investigar métodos mais sensiveis e

rigorosos para o isolamento desta espécie bacteriana.

Foi objetivo do meu trabalho de estagio desenvolver uma metodologia de identificacdo
fenotipica do S. pseudointermedius, diferenciando-o dos restantes Staphylococcus coagulase-
positivos. Pretendeu-se também avaliar a prevaléncia de Methicilin Susceptible Staphylococcus
pseudointermedius (MSSP) e MRSP em animais atendidos numa clinica veterinaria, bem como

no préprio microbismo da clinica.

O interesse especial por S. pseudointermedius resultou de um estagio extracurricular no
qgual participei no ano letivo anterior (2010/11), realizado no laboratério de Microbiologia-
Tecnologia Alimentar-Inspecao Sanitaria do Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar sob
orientacdo do Professor Paulo Costa, com 0 objetivo de avaliar a prevaléncia de MRSA em
veiculos de transporte publico da cidade do Porto. Este estagio extracurricular forneceu-me
imensa informacdo sobre a importancia para a saude publica de Staphylococcus aureus com
resisténcia a meticilina. Aliando o conhecimento adquirido, verifiquei que o S.
pseudointermedius se encontra descrito como uma espécie emergente ao nivel da Medicina
Veterindria. O facto de haver pouca informacdo sobre sua prevaléncia em Portugal, aumentou

assim o estimulo e desafio para efetuar este trabalho no ambito da minha tese de mestrado.



Material e Métodos

1.

2.

Recolha das amostras
1.1- Recolha em animais

Para o estudo de prevaléncia de S. pseudintermedius em animais de companhia
atendidos numa clinica veterinaria foram recolhidas amostras em caes (n=21) e gatos
(n=2), tendo sido recolhido material orgénico da regido nasal, da boca e da pele com
auxilio de uma zaragatoa estéril, a qual ficou depositada dentro de um tubo Eppendorf
com 1 ml de Brain Heart Infusion (Oxoid, Reino Unido) suplementado com Tween 80
(Merck, Alemanha), bem como outro tubo falcon com 5ml de - BHI, suplementado
igualmente com Tween 80 e oxacilina (1ug/ml), perfazendo assim dois tubos por local.
Em dois cées foi ainda feita analise de urina colhida por cistocentese no ambito dos

procedimentos clinicos.

No momento de recolha das amostras foi elaborado um questionario ao
proprietario acompanhante com objetivo de obter informacédo sobre idade do animal,

sexo, racga, area de residéncia.
1.2- Recolha em equipamento da clinica

Para a avaliacdo da contaminacdo de superficies e ambiente da Clinica
Veterinaria colheram-se nove amostras conforme indicado no Quadro 2, sem haver
repeticdo posterior dessas amostras. Desconhecia-se o0 estado de desinfecdo dos
equipamentos na altura da colheita. A colheita foi efetuada com auxilio de gazes
estéreis que, apls a recolha, ficaram depositadas dentro dos frascos com 50 ml de
Brain Heart Infusion suplementado com Tween 80. Simultaneamente preparou-se tubos
Falcon esterilizados com 9 ml de Brain Heart Infusion e igualmente suplementados com

Tween 80.
Isolamento e avaliacdo fenotipica em isolados recolhidos

2.1- Isolamento e avaliagcdo de fenotipo de resisténcia antimicrobiana em isolados

obtidos em animais

No laboratério todos os tubos foram agitados no vortéx durante 10 a 15 segundos. As

amostras recolhidas nos Eppendorfs de 1 ml inoculadas em geloses de isolamento passadas 6

e 18 horas de incubacdo a 37 °C. As amostras nos tubos falcon com 5ml de suspensédo apenas

foram inoculadas apés 18h de permanéncia na estufa, conforme previamente descrito por

Futagawa-Saito e colaboradores em 2006. Nas amostras dos Eppendorfs, ap6s 6 horas de
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incubacao, recolheram-se 30 pl de indculo e semearam-se por espalhamento em Baird Parker-
RPF (Biokar, Franca; Simdes et al, 2011), com o auxilio de uma pipeta de Pasteur.
Posteriormente, colocou-se a placa de Petri na estufa a 37 °C durante 24 horas, bem como o
Eppendorf em questdo. Completadas as 18 horas de enriquecimento, fez-se o cultivo, do
conteado do tubo Eppendorf com 1 ml de suspensdo de amostra, bem como do falcon
suplementado com oxacilina, novamente em Baird Parker-RPF, por técnica de esgotamento,
sendo essas placas também incubadas na estufa a 37 °C durante 24 horas. Decorrido esse
tempo, as placas foram avaliadas quanto a presenca de colénias do género Staphylococcus
com propriedade coagulase-positiva. Nas placas em que se verificou crescimento de col6nias
tipicas (formacéo de um halo opaco em redor da col6nia cuja cor variava entre preto e cinzento
com contorno regular e bem delimitado em circunferéncia), foram repicados um maximo de
quatro col6nias por local de amostra e por tudo de enriquecimento para uma placa de
CHROMagar Staph aureus (Chromagar,Franca), sendo esse cultivo feito por técnica de
esgotamento em estria. Apés incubacdo a 37 °C durante 24 horas, observou-se a placa de
CHROMagar Staph aureus e as colénias que apresentaram cor rosa carne, rosa escura, violeta
ou azul (Figura 1) foram repicadas para um tubo contendo 5 ml APT (Oxoid), posteriormente
incubado a 37 °C até apresentar turvacdo equivalente a 0,5 McFarland, com o objetivo de fazer
o teste de sensibilidade aos antimicrobioanos. Para o tal usaram-se os discos (Oxoid): Acido
Fucsidico (FD) 10 pg, Amoxicilina (AMC), Ampicilina (AMP) 10 pg, Canamicina (K) 30 ug,
Cefoxitina (FOX) 30 pg, Ciprofloxacina (CIP) 5 pg, Clindamicina (DA) 2 ug, Cloranfenicol (C) 30
pg, Eritromicina (E) 15 pg, Estreptomicina (S) 10 pg, Gentamicina (CN) 10 pg, Imipeneme
(IPM) 10 pg, Lomefloxacina (LOM) 10 pg, Neomicina (N) 10 pg, Nitrofurantoina (F) 300 ug,
Oxacilina (OX) 1 ug, Penicilina (P) 10 ug, Quinupristina- Dalfopristina (QD) 15 ug, Rifampicina
(RD) 5 pg, Teicoplanina (TEC) 30 ug, Tetraciclina (Te) 30ug, Trimetropim-sulfametoxazol (SXT)
25 pg e Vancomicina (VA) 30 pg.

Os intervalos de resisténcia seguiram os valores definidos no Performance Standards
for Antimicrobial Susceptibility Testing; Seventeenth Informational Supplement (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2007)

A estirpe de S. aureus ATCC 25293, foi usada como controlo durante todo o isolamento.



Figura 1- Coloragdo Rosa-carne (CLIN 18h Escura) e Azul-violeta (CLIN4 4h) em CHROMagar Staph aureus
(CHROMAGAR).

2.2- Isolamento e avaliagdo de fendtipo de resisténcia antimicrobiana em material

da clinica

Quadro 2- Locais dos quais foram recolhidas amostras na clinica

Local de colheita Nimero de
amostras
Pavimento das jaulas do Internamento 1

Grades das jaulas de internamento

Grades das jaulas exteriores ao Internamento

Pavimento das jaulas exteriores ao Internamento

Maquina de Tricotomia

Teclado dos computadores da Clinica

Pernas das mesas dos consultérios e tapete da balanca

“Maca” — Mesa moével usada como maca de caes de raca grande

I e

Mesa de Raio-X e Cassete

Efetuada a recolha colocaram-se, ja no laboratério, os frascos em banho de 37 °C com
25 ciclos de agitacdo por minuto durante 4 horas. Passadas essas 4 horas, foram colocados 80
ul de in6culo dos frascos em Baird Parker-RPF (Biokar), utilizando a técnica de espalhamento
com auxilio a uma pipeta de Pasteur de vidro. As placas foram incubadas a 37 °C durante 24
horas. Seguiu-se a colocacéo de 1 ml do contetdo dos frascos e nos tubos falcon com 9 ml de

Brain Heart Infusion. Tanto os falcon, como os frascos foram suplementados com oxacilina (1

Hg/ml)

Os frascos foram colocados novamente no banho a 37 °C e 25 ciclos de agitagdo por

minuto durante 14 horas e os falcon foram incubados na estufa a 37 °C durante 14 horas, apoés
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uma passagem pelo vortéx durante 10 segundos. Apos as 14 horas, perfazendo um total de
18h, o conteldo, tanto dos frascos como dos Falcon, foi cultivado em meia placa de Baird
Parker- RPF (Biokar) por técnica de esgotamento com auxilio de uma ansa de 2 pl. As placas
foram incubadas a 37°C durante 24 horas. Vinte e quatro horas depois, as placas de Baird
Parker- RPF (Biokar) foram avaliadas quanto a presenca de colénias do género
Staphylococcus com propriedade coagulase-positiva. Nas placas em que se verificou
crescimento de colbdnias tipicas de Staphylococcus coagulase-positivo (formacdo de um halo
opaco em redor da coldnia cuja cor variava entre preto e cinzento com contorno regular e bem
delimitado em circunferéncia), foram repicadas as col6nias para uma placa de CHROMagar
Staph aureus, sendo esse cultivo feito por técnica de esgotamento em estria. O nimero de
colonias coagulase-positiva a repicar, por local de amostra variou entre 2 a 5 col6nias. Ap6s
incubacdo a 37 °C durante 24 horas, observou-se a placa de CHROMagar Staph aureus e as
colonias que apresentaram cor rosa carne e azul violeta (como demonstrado na Figura 1)
foram repicadas para um tubo de 5 ml contendo APT, que se colocou posteriormente a incubar
a 37 °C até o tubo apresentar turvacdo, com o objetivo de fazer o antibiograma, conforme

anteriormente descrito.
A estirpe de S. aureus ATCC 25293, foi usada como controlo durante todo o isolamento.
3- Confirmacgéo por Polymerase Chain Reaction (PCR)

Para esta fase, a sele¢do dos isolados a extrair acido desoxirribonucleico (ADN) foi
efetuada pelo conjunto de caracteristicas: apresentagdo de atividade coagulase-positiva em
Baird Parker-RPF (Biokar) e as cores de coldnias cor rosa carne e azul violeta em CHROMagar
Staph Aureus (CHROMAGAR, Reino Unido).

3.1- Extrag&o de Acido Desoxirribonucleico (ADN)

Para a extracdo de ADN inoculou-se uma colénia isolada em M-H para um tubo com 10
ml de APT. Apds incubacdo durante 24 horas a 37 °C, recolheu-se 1 ml para um tubo
Eppendorf, que seguidamente, foi posto na centrifugadora durante 10 minutos a 7 000 rotacdes
por minuto (rpm). Desprezado o sobrenadante, tendo cuidado de nao retirar o “pellet’, o

procedimento foi repetido mais duas vezes.

O “pellet” final foi ressuspenso com 1 ml de agua destilada e centrifugado novamente
durante 10 minutos a 7 000 rpm. Posteriormente o “pellet” foi suspenso em 500 ul de tampéo
SET (composto por NaCl 5M, EDTA 0,5M, Tris 2M e H,0), adicionando-se mais 25 pl de
dodecilo sulfato de sédio (SDS) (National Diagnostics, Reino Unido) a 20 %. Apds misturar-se

suavemente, adicionou-se 55 pl de lisostafina (Sigma Aldrich, Alemanha) na concentracdo de
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1mg/ml e incubou-se 1 hora e 30 minutos na estufa a 37 °C. Decorrido este tempo na estufa,
acrescentou-se ao Eppendorf 2,5 ul de Proteinase K (Thermo Fisher Scientific /Finnzymes Oy,
Finlandia) a 20mg/ml com 1 pl de lisozima (AppliChem, Alemanha) a 50 mg/ml e deixou-se o
tubo durante 2 horas na estufa a 37°C. De salientar que todos os passos previamente descritos

foram feitos de forma asséptica em tubos eppendorf de 1,5 ml.

Os passos descritos seguidamente foram ja feitos sem a necessidade trabalhar “a
chama”. Apds as 2 horas de incubagéo na estufa, retirou-se o Eppendorf e adicionaram-se 220
pl de NaCl a 5 Molar e 700 pl de cloroférmio:isoamilalcool (AppliChem, Alemanha) a 24:1 e
agitou-se vigorosamente. Centrifugou-se durante 10 minutos a 10 000 rpm tendo o
sobrenadante sido recuperado e transferido para um Eppendorf novo. Adicionaram-se 700 pl
de isopropanolol (AppliChem, Alemanha), que se encontrava a -20°C, e misturou-se
suavemente a contelido. O tubo foi entdo colocado a precipitar a -20°C durante 1 hora e,
posteriormente centrifugado a 10 000 rpm durante 10 minutos. Apds este passo, O
isopropanolol foi retirado e adicionou-se 800 ul de etanol (Merck, Alemanha) a 70%,
previamente arrefecido a -20°C. Neste passo teve-se o cuidado de adicionar o etanol do lado
oposto ao posicionamento do “pellet’. Centrifugou-se durante 5 minutos a 10 000 rpm. O etanol
foi entdo removido e deixou-se a secar o tubo a temperatura ambiente. Decorrida a secagem
do tubo adicionaram-se 100 pl de Agua destilada e conservou-se em refrigeracdo a 4°C. A
confirmacéo de existéncia de ADN foi feita por observacdo em Ultra-Violeta no Gel Doc XR
(Biorad, EUA)) apés eletroforese durante 30 minutos, a 100 Volts e 400 miliAmperes, num gel
de agarose (Seakem LE Agarose, Lonza, EUA) a 1,5%. No total do trabalho foram feitas 41

extracoes.
3.2 Polymerase Chain Reaction (PCR)

AplGs se ter obtido a confirmacdo de extracdo de ADN na amostra procedeu-se a
identificag@o da espécie por PCR. A parte inicial do PCR consistiu em fazer uma mistura base
de 50 pl. Visto que se pretendeu testar a presenca, por amostra, das espécies de
Staphylococcus pseudintermedius, S. aureus e S. intermedius, houve a necessidade de fazer 3
misturas por primer especifico para cada espécie (Sasaki et al, 2010), mais um controlo onde
nao foi colocado primer, mas sim agua (controlo negativo). Para cada amostra com primers
foram adicionados em tubos de Eppendorf 33 pl de agua destilada, 5 pl Reaction buffer (x10)
“‘complete Il KCI” (Bioron), 1 yl de dNTP Mix a 10 mM/ ml (Fermentas), 2,5 pl do primer forward
e 2,5ul do primer reverse (Quadro 3), 1ul de DFS-Tag DNA Polymerase 500 U (Bioron) e
finalmente 5 pl de ADN. No controlo sem primers, o Unico valor a variar foi o do volume de
agua, que aumentou para 38 pl, como justificado acima. Foi ainda adicionado um segundo
controlo de ADN de Staphylococcus aureus de referéncia ATCC 25 293, a testar com cada um
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dos primers usados no processo, para certificar a otimizacdo do processo. Este S. aureus de
referéncia 25 293 serviu de controlo positivo para S. aureus, servindo também como auxiliar
para a leitura das bandas de S. pseudointermedius em Ultra-Violeta. Apds feitas as misturas,
45 pl do contetido de cada eppendorf com os primers das diferentes espécies foi colocado num
microtubo juntamente com os 5 yl de ADN da amostra a testar; o0 mesmo se repetindo com o
ADN da estirpe de S. aureus de referéncia. Os microtubos foram colocados no MyCycler
Thermal Cycler (Biorad, EUA) com o protocolo: desnaturagéo inicial a 95°C 1 minuto, 1 ciclo;
desnaturacgéo final 95°C 1 minuto, anelamento a 53°C 1 minuto, elongag¢éo 72°C 1 minuto, 30
ciclos; elongacéo final 72°C durante 7 minutos em 1 ciclo. Uma mistura composta por 5 pl de
uma mistura de Gene Ruler 1kb DNA Ladder Plus (Fermentas), Loading Buffer DNA IV e TBE
10x (National Diagnostics, Inglaterra) foi adicionado no primeiro poco do Gel Agarose a 1,5%.
Seguidamente colocou-se 5 pl de cada amostra a testar nos seguintes pogos, fazendo a
distribuicdo nos pocos por espécie a testar. A eletroforese foi feita a 100 volts, 400
miliamperes, durante 60 minutos. Decorrido esse tempo a confirmacao da estirpe em questao

foi feita por leitura em Ultra-Violeta no Gel Doc XR.

Quadro 3 - Primers usados para identificagdo de Staphylococcus coagulase-positivo (Sasaki et al, 2010)

Tamanho dos
Espécie Primer Sequéncia (5'- 3") produtos de
PCR (bp)
Staphylococcus aureus au-F3 TCGCTTGCTATGATTGTGG 359
au-nucR GCCAATGTTCTACCATAGC
Staphylococcus pse-F2 TRGGCAGTAGGATTCGTTAA 926
pseudointermedius pse-R5 CTTTTGTGCTYCMTTTTGG
Staphylococcus in-F CATGTCATATTATTGCGAATGA 430
intermedius in-R3 AGGACCATCACCATTGACATATTGAAACC

4- Analise estatistica

A prevaléncia de Stahylococcus coagulase-positivo em animais de companhia e clinica
foi avaliada. Todas as comparacBes foram feitas com base no teste Qui-Quadrado e teste
exato de Fisher, usando valores de P. inferiores a 0,05 eram considerados como

estatisticamente significativos para todo o tipo de comparagoes.
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Resultados e Discussao

Para a recolha das amostras foi necessario selecionar previamente os locais especificos
dos animais nos quais iria recolher as amostras. Esta selecdo foi feita apds consulta de
trabalhos publicados por Abraham e colaboradores em 2007, Griffeth e colaboradores em 2008
e Weese e colaboradores em 2010, escolhendo-se para este trabalho a regido nasal, a boca e
a pele, na regido interescapular. Em dois casos foi ainda analisada amostra de urina colhida

por cistocentese.

No que diz respeito a recolha das amostras, o uso de Tween 80 pode auxiliar
importante na captacdo das células microbianas pela zaragatoa, em virtude do seu efeito

detergente de facilitar o seu desprendimento dos biofilmes.

Mediante a conjugacdo das observacbes efetuadas durante o isolamento e a
confirmacéo por PCR foi possivel constatar que a atividade coagulase S. pseudointermedius,
somente era observada ap6s 28 a 32 horas de incubacdo a 37 °C e, em alguns casos, mais
tardiamente a este intervalo. Esta observacéo difere do que se sucede com as coldnias de S.
aureus de referéncia (ATCC 25293) que apresentavam atividade coagulase as 24 horas. Além
da propriedade coagulase mais tardia, as colonias de S. pseudointermedius apresentavam uma
cor mais esbranquicada em Baird Parker- RPF, comparativamente com a estirpe de S. aureus
de referéncia, que apresentava uma cor cinzento-escura nas suas colonias. Observou-se
também que as colonias de S. pseudointermedius, aquando da sua repicagem para Chromagar
apresentavam uma consisténcia mais “aquosa” em comparacdo com a consisténcia mais
“‘mucosa’ das coldnias de S. aureus de referéncia. Outro aspeto diferenciador foi a cor
apresentada no Chromagar, onde as colbénias de S. pseudointermedius apresentavam
tonalidade variavel entre o violeta, o roxo e o azul, distinguindo-se facilmente da cor rosada ou
rosa mais escura caracteristica do S. aureus de referéncia e documentada pelo préprio
fabricante Chromagar. Estas diferenciacbes foram minuciosamente anotadas durante toda a

evolucéo do trabalho e mais tarde confirmadas por PCR (Quadro 3).

O uso do Chromagar (Chromagar) demonstrou grande versatilidade num caso
envolvendo uma amostra oral possibilitando a diferenciacdo em duas col6nias distintas (uma
rosa e outra violeta) daquilo que em Baird Parker-RPF parecia ser uma colénia s6. A espécie
das coldnias em questdo foram posteriormente identificada por PCR sendo as de cor rosada
correspondentes a S. aureus e as de cor violeta e rosa foram identificadas como S.

pseudointermedius (Ultima fotografia do Quadro 4).

A atividade coagulase-positiva dos Staphylococcus pseudointermedius, é sempre mais

tardia em comparacdo com os Staphylococcus aureus. Pensamos que o0 meio Baird Parker-
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RPF, devido a sua composi¢cdo com elevado teor salino, auxiliado pelo suplemento de
fibrinogénio de plasma de coelho, se revela altamente seletivo no que respeita ao isolamento
de Staphylococcus com propriedades coagulase-positivas, sendo este meio capaz de
dispensar o uso de Manitol-Salt Agar, bem como dos tubos para o teste da atividade

coagulase.

Quadro 4- Quadro de diferencas observadas entre S. aureus (ATCC 25293) e S. pseudointermedius no decorrer

deste trabalho fotograficamente (continua na pagina 16).

Bactéria Descrigéo Fotografia

Lo !

Cocos Gram-positivo dispostos %gf&!,}%&:;# <

S. aureus em grandes (cachos) com ’\ﬂ% é{? ‘g"’_ ’-»"* 5},5'
diametro compreendido entre "@%(‘::rs{b‘" a«f??.'ﬁ{"?;f‘ﬁ:
Coloracéo Vet e
Gram (ATCC 25293)
Cocos Gram-positivo dispostos {‘ S i ) t _”; ;.‘
em tetradas e cachos pouco | || = ¥
S. pseudintermedius | numerosos em comparagao "" “...\ ki ' :
com S. aureus de referéncia '_ ; _u\l‘”: - “
com 0.5-1.5 um de diametro Lae Tey el
(Amostra SI12 Nasal)
Colébnias regulares de cor negra
com bordos claros
apresentando-se bem
Baid Parker delimitadas e com um diametro
RPF S. aureus entre 95 e 140 pm. A sua

consisténcia é pastosa e a
atividade coagulase é
exuberante e positiva passadas

18 horas de incubagéo a 37 °C

14



Colonias cuja cor varia entre o | -
cinzento e castanhado.

Apresentam forma circular bem

ARTET

delimitadas com didmetro entre

S. pseudintermedius 130 e 170 pum. A sua

consisténcia € muito liquida. A (Amostra SI8 oral)
sua actividade coagulase varia
entre 28h e 36h, havendo casos
em que chegou a ser registado
as 48h

Colénias regulares de cor entre
S. aureus rosa e rosa escuro, bem
Chromagar delimitadas, com consisténcia
pastosa e com didmetro entre
50 e 60 um

Colénia de S. aureus

Colonias redondas mas cuja cor
varia entre violeta, roxo e azul.
S. pseudintermedius | Estdo bem delimitadas e
consisténcia é mais liquida. O
seu didmetro varia entre 50 e 60

um

(Amostra SI21 Oral)
S. pseudointermedius-

colénias cor azul e
violeta
S. aureus- colbnias rosa

carne e rosa escura

Quanto a cor observada na placa de Chromagar, essa revela-se um desafio complexo
nomeadamente na identificacdo das propriedades do meio que sustentam essa mesma cor,
achando-se que o segredo possa estar na mistura cromogénica descrita pelo fabricante do

meio, mas cuja constituicdo ndo é possivel saber.

As amostras foram recolhidas em 23 animais: 21 (91,3 %) cées e 2 gatos (8,7 %), com
idades compreendidas entre os 13 e 0 anos de idade, sendo 9 (39,1 %) machos e 14 (60,9 %)

fémeas. Treze (56,5 %) destes animais eram residentes no concelho do Porto e 9 (39,1%) fora
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dele, ndo se conhecendo o concelho de residéncia num dos animais. Em 14 dos animais houve
conhecimento da histéria clinica, havendo 6 (42,9 % nos 14 animais) que apresentavam
historial de patologia dermatoldgica. Dentro da espécie canina 18 (81,8 %) eram da area do
grande porto, 2 (9,1 %) fora da area do Grande Porto sendo que um deles se desconhece a

area de residéncia. Os dois gatos pertencem ambos a &rea do grande Porto (9,1 %).

No que respeita a animais, nos quais foram isolados Staphylococcus coagulase-
positivo, verificou-se que 15 (65,2 %) era positivos para esta propriedade, sendo os restantes 8
(34,8 %) negativos (Quadro 5). Dos 15 animais portadores Staphylococcus coagulase-positivo,
14 (93,3 %) eram caes e um (6,7 %) era gato. Nos caes, 11 deles (73,3 %) eram portadores de
S. pseudointermedius e 7 (46,7 %) possuiam S. aureus. J& no gato a Unica espécie encontrada

foi S. pseudointermedius. (Quadro 6)

Quadro 5- Prevaléncia de Staphylococcus coagulase-positivo nos 23 animais estudados

Actividade Coagulase-positiva Numero de isolados (%)
Presente 15 (65,2 %)
Ausente 8 (34,8 %)

Quadro 6 — Distribui¢cdo percentual de Staphylococcus coagulase-positivo considerando-se apenas os 15 animais

em que se isolaram este fend6tipo

Espécie Numero de S. pseudointermedius Numero de S.
n (%) aureus n (%)

Céo (n=14) 11 (73,3 %) 7 (46,7 %)

Gato (n=1) 1 (6,7 %) 0 (0,0 %)

Analisando detalhadamente os 15 animais em que foram isolados Staphylococcus
coagulase-positivo, verificou-se que 8 (53,3 %) eram portadores exclusivos de S.
pseudointermedius e 3 (20,0 %) portadores exclusivos de S. aureus. Quatro dos animais (26,7
%) eram portadores simultaneos de S. pseudointermedius e S. aureus. O valor de P era 0,077
indicando que esta distribuicdo de bactérias por animal ndo é estatisticamente significativa. A
proximidade de P do valor 0,05 pode indiciar que uma amostragem maior podera tornar estas

observacoes relevantes.

Focando a analise nos animais portadores de S. aureus (n=7), 3 (42,9 %) eram machos
e 4 (57,1 %) eram fémeas (Quadro 7). Todos os animais (100%) eram residentes na area do
Grande Porto. A idade dos animais em que se foram isolados S. aureus era compreendida
entre 0 e 5 anos em 2 casos (28,6 %) e entre 6 e 13 anos em 5 (71,4 %) animais. O periodo de

recolha de amostras destes animais situou-se entre Setembro e Dezembro de 2011, sendo 4
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(57,1 %) animais com S. aureus pertencentes ao periodo de recolha entre Setembro e Outubro
e 3 (42,9 %) animais ao periodo compreendido entre de Novembro e Dezembro. Nenhum
destes dados se revelou estatisticamente significativo (P=1), como fator predisponente a

contaminacéao/infecdo por S. aureus em animais de companhia.

No que respeita aos pontos de amostragem onde foram achados S. aureus nestes 7
animais, observou-se que em 5 animais (71,4 %) foram isolados S. aureus na mucosa oral uma
frequéncia significativamente mais elevada (P<0,05) que o verificado em amostras nasais em
que foram isolados S. aureus em 3 (42,9 %) animais, e a pele (sem qualquer isolado). Estes
dados revelam que a mucosa oral é frequentemente contaminada, sendo uma localizacao
particularmente critica em funcao da interacdo com os donos. No conjunto dos 7 animais foram
encontrados 2 (28,6 %) MRSA.

Quadro 7- Caracterizagdo dos animais (n=7) em que se isolaram S. aureus

Propriedade Numero (%) P
Macho 3(42,9 %)
Fémea 4 (57,1 %)
Area do grande Porto 7 (100 %) 1
Fora Area do Grande Porto 0 (0,0 %)
0-5 anos de idade 2 (28,6 %) 1
6-13 anos de idade 5 (71,4 %)
Recolha Set-Out 4 (57,1 %) 1
Recolha Nov-Dez 3 (42,9 %)
Isolado Oral 5 (71,4 %) 0,007
Isolado Nasal 3 (42,9 %) 0,077
Isolado Pele 0 (0,0 %) -
Resisténcia a Oxacilina 2 (28,6 %) 0,608

Em relac&o aos 12 animais portadores de S. pseudointermedius (Quadro 8), 4 (33,3 %)
eram machos e 8 (66,7 %) eram fémeas. Em um dos animais desconheceu-se a area de
residéncia mas dos restantes onze, 10 (90,9 %) eram da area do Grande Porto e 1 (9,1%) néo
pertencia a essa mesma area. Cinco animais (41,7 %) tinham uma idade compreendida entre
0s 0 e 5 anos de idade e 7 (58,3 %) tinham uma idade entre 6 e 13 anos. O intervalo de recolha
ndo se revelou estatisticamente significativo para o isolamento de S. pseudointermedius em
animais de companhia (P=1), o0 mesmo acontecendo com o periodo de recolha: em 6 animais
(50,0 %) foram isolados S. pseudointermedius no periodo de Setembro a Outubro e no periodo
de Novembro a Dezembro foi isolada esta bactéria em mais 6 animais (50,0 %). Também néo
se chegou a uma conclusdo que apresente caracteristicas estatisticamente significativa

(P=0,229) em relacdo ao local de isolamento de S. pseudointermedius, havendo 6 animais
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(50,0 %) em que a bactéria foi isolada na regido oral, 5 (41,7 %) em que se achou S.
pseudointermedius na regido nasal e 7 animais (58,3 %) em que foram encontrados na pele.
Estes dados sugerem que a pele € o local de maior probabilidade de se isolar S.
pseudointermedius, 0 que nao corresponde ao documentado pela European Medicine Agency/
Commitee of Veterinary Medicinal Produtcs (2011), em que se identificam as regides nasal e
anal como sendo as mais frequentemente colonizadas. Mas estes resultados corroboram
parcialmente o que Guardabassi e Bannoehr (2012) documentaram como locais de maior
prevaléncia de S. pseudointermedius, ou seja, mucosa oral e perineo. No entanto, sé uma
maior amostragem nos daria informacéo que fosse estatisticamente relevante. Dos 12 animais

portadores de S. pseudointermedius, 4 (33,3 %) apresentam resisténcia a oxacilina.

Quadro 8 — Caracterizagdo dos animais (n=12) em que se isolaram S. pseudointermedius

Propriedade Numero (%) P
Macho 4 (33,3 %) 0,525
Fémea 8 (66,7 %)
Area do grande Porto (n=11) 10 (90,9 %) 1
Fora Area do Grande Porto 1(9,1 %)
(n=11)
0-5 anos de idade 5 (41,7 %) 0,505
6-13 anos de idade 7 (58,3 %)
Recolha Set-Out 6 (50,0 %) 1
Recolha Nov-Dez 6 (50,9 %)
Isolado Oral 6 (50,0 %) 0,229
Isolado Nasal 5 (41,7 %) 0,505
Isolado Pele 7 (58,3 %) 0,200
Resisténcia a Oxacilina 4 (33,3 %) 1

Em termos absolutos de amostragem (n=23) existe uma percentagem de animais com
S. aureus de 30,4 % (n=7) e de 52,2 % (n=12) de animais com S. pseudointermedius. Dentro
dos animais com MRSA a prevaléncia foi de 8,7 % (n=2), valor superior ao documentado no
relatério da European Food Safety Authority (EFSA) onde estao registadas prevaléncias de
MRSA em cées entre 0,04 e 0,3 %. Os animais com MRSP deste trabalho apresentam valores
de prevaléncia de 17,4 % (n=4). Este Ultimo dado revela-se muito preocupante e superior aos
valores registados nos trabalhos efetuados ao nivel Europeu e América do Norte. Uma
justificacdo para este facto, pode ser o elevado uso de antibidticos a nivel da pratica clinica em
Veterinaria em Portugal, o que constitui um fator de risco. O valor de MRSP é o dobro do de

MRSA o que néo corrobora as observacdes de Ruscher (2009).
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Dos 23 animais, 6 possuiam historial clinico associado a patologia dermatoldgica (26,1
%). Nos 10 animais com Staphylococcus coagulase-positivo em que se conhecia a histéria
clinica completa, 3 (30 %), em que foram isolados S. pseudointermedius, detinham passado de
patologia dermatoldgica sendo 1 (33,3 %) MRSP (P=1). Mas nenhum destes dados se revelou

estatisticamente significativo, (P=1).

Avaliando outras resisténcias antibidticas associadas a MRSP encontrados em 4
animais, verificou-se que quatro resisténcias estdo presentes, de um modo estatisticamente
significativo, nomeadamente: amoxicilina, gentamicina, trimetropim-sulfametoxazole e

lomefloxacina (Quadro9).

Ja4 em 3 animais com MRSP, verificou-se esse S. pseudointermedius possuia também

resisténcia a gentamicina e amoxicilina (P=0,018). (Quadro 9)

Quadro 9 — Resisténcias antimicrobianas mais frequentemente associadas a resisténcia a oxacilina em MRSP (n=4)

Resisténcia NUumero (%) P
Amoxicilina 3 (75 %) 0,018
Gentamicina 3 (75 %) 0,018
Lomefloxacina 4 (100 %) 0,002
Trimetropim-Sulfametoxazole 4 (100 %) 0,002

Estes dados podem ser indicativos que o tratamento seguro de MRSP pode ser feito
através do uso de rifampicina, clindamicina ou ciclosporina por exemplo. Mas um perfil de
resisténcia antibiética deve ser feito em todos os casos de modo a garantir a eficacia do

tratamento.

Relativamente as amostras recolhidas na clinica, em apenas dois locais (22,2 %) foi

possivel isolar Staphylococcus coagulase-positivo.

Nesses dois locais verificou-se que em ambos havia uma presenga de S.
pseudointermedius (100 % nos Staphylococcus coagulase-positivo encontrados). Esses dois

isolados apresentaram resisténcia a oxacilina (100 %)

Em relacdo a presenca de S. aureus nas amostras recolhidas, apenas num dos locais
(11,1 % no total de amostras da clinica) onde foram encontrados Staphylococcus coagulase-
positivo, foi possivel isolar S. aureus, No entanto, uma maior amostragem de locais da clinica
poderia permitir uma melhor conclusdo quanto a presenca de S. aureus entre os isolados de
Staphylococcus coagulase-positivo. A col6nia de S. aureus isolada ndo apresentava resisténcia

a meticilina (0%).
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Avaliando a presenca de S. aureus e S. pseudointermedius por local, observou-se que
ambas as bactérias existiam num dos locais amostrados (11,1 %) e no outro local registou-se
apenas a presenca de S. pseudointermedius (11,1 %). Tendo em conta que os dois S.
pseudointermedius isolados apresentavam resisténcia a meticilina, no local onde se isolaram

as duas espécies de Staphylococcus coagulase-positivo, temos um MRSP e um MSSA.

Nas amostras de animais observou-se a presenca de S. pseudointermedius com
variadissimos perfis de resisténcia por local de amostra, o que confirma o referido por
Guardabassi e Bannoehr (2012) quanto a variedade de estirpes existentes nesta espécie
(Quadro 10). De notar também a presenca de MRSP com diferentes perfis de resisténcia num

mesmo animal, bem como no local de amostra desse mesmo animal.

No Quadro 11 estdo registados os perfis de resisténcia de S. pseudointermedius

isolados no ambiente da Clinica Veterinaria.

Quadro 10- Perfis de resisténcia de S. aureus e S. pseudointermedius por ponto amostrado nos animais

Local Espécie Perfil de resisténcia (*) N° do animal
de
amostra
Oral S. pseudointermedius | AMP P 14,22
AMP P OX CIP LOM 15
AMP SXT OX CIP LOM 15
AMP SCKNEP DA 6,11
AMP SXT P OX CIP LOM 15
AMP SXT S AMC OX CIP KN E LOM P DA 13
AMP SXT S AMC OXCIPCKNCNE LOMP DA 13
S. aureus AMP P 17,22
AMPSCKNEPDa 12
Nasal S. pseudointermedius | AMP 4
AMP P 21
AMP SCKN E P DA 6,11
AMP SXT S AMC OX CIP KN E LOM P DA 13
AMP SXT P AMC OXCIPCKDACNLOMSN 17
S. aureus AMP P 4
AMP P TEOXC 17
Pele S. pseudointermedius | AMP P 20
AMP SXT OX CIP LOM 15
AMP SCKN E P DA 11,12
AMP SXT RD P OX CIP LOM 15
AMP SXT RD P OX FD CIP LOM 15
AMP SXT P AMC OXCIPCKDACNELOMSN 17
AMP SXT S TE AMC OXACIPKNCN E LOM P DA 1,13
S. aureus
Urina S. pseudointermedius | AMP P TE 22
S. aureus AMP P FOX AMC OX CIP LOM 23

(*) Consultar abreviaturas na secgéo de Material e Métodos (pagina 8)
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Quadro 11 - Perfis de resisténcia de S. aureus e S. pseudointermedius isolados na Clinica Veterinaria

Local Espécie Perfil de resisténcia

Pavimento das jaulas S. pseudointermedius AMP SXT P AMC OX CIP K DA E LOM
exteriores ao
Internamento

S. pseudointermedius AMP SXT P AMC OX CIP KDACN E LOM
Teclado computadores

S. aureus- AMP P AMP P

Uma avaliacdo conjunta dos Staphylococcus isolados em animais e condi¢cdes de
enriguecimento descritas nas paginas 13 e 14 da seccdo de Material e Métodos permitiu
concluir gue nos em 7 animais (100%) foram isolados S. aureus com um enriquecimento de 6
horas. J& o enriquecimento em que se isolou mais S. pseudointermedius foi o que envolveu 6

horas de incubacao, sendo isolada esta bactéria em 11 animais (91,7 %) (Quadro 12).

Os dois animais portadores de MRSA deste trabalho, tiveram ambos (100%) este
fendtipo isolado no enriquecimento de 6 horas, bem como os 5 (100%) com MSSA, em que se
isolou este fenétipo com o mesmo tempo de enriquecimento. Deste modo o enriquecimento
durante 6 horas parece ser suficiente para se isolar tanto MSSA como MRSA em animais
(Quadro 12).

Quanto aos animais portadores de MRSP (n=4), todos (100%) tiveram este fendtipo
isolado as 6 horas de enriquecimento assim como em 18 horas com oxacilina. Nos animais
portadores de MSSP (n=8) foi isolado este fenotipo, maioritariamente no enriquecimento de 6

horas, registando-se 7 (87,5 %) animais (Quadro 12).

A adicao oxacilina ao BHI e posterior enriquecimento durante 18 horas de incubacédo a
37 °C nao foi benéfica para isolamento de MRSA. No caso dos isolados MRSP, os que
cresceram no enriquecimento durante 18 horas com oxacilina, demonstraram ser resistentes a
meticilina. O facto de se ter achado igual nimero MRSP num enriquecimento durante 6 horas
sugere que um protocolo que envolva este Ultimo enriquecimento e um enriquecimento de 18
horas com oxacilina possa originar um aumento da detecdo e isolamento de possiveis MRSP

em animais.
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Quadro 12- Condi¢des de enriquecimento em que se identificaram S. pseudointermedius e S. aureus em funcéo do

ndmero de animais amostrados (n=23)

Espécie/ Fenotipo Animais Numero (%) de animais positivos

Positivos

6 horas 18 horas 18 horas + Oxacilina

S. aureus 7 7 (100 %) 3 (42,8 %)
S. pseudintermedius 12 11 (91,7 %) 7 (58,3 %) 7 (58,3 %)
MRSA 2 2 (100 %)
MSSA 5 5 (100 %) 3 (60,0 %)
MRSP 4 4 (100 %) 2 (50,0 %) 4 (100 %)
MSSP 8 7 (87,5 %) 5 (62,5 %) 3(37,5 %)
Concluséo

Foi objetivo deste trabalho testar uma nova metodologia para isolamento de S.
pseudointermedius, que dispensasse grande parte da bateria de testes bioquimicos
documentados como essenciais para confirmacao e diferenciacdo desta bactéria em relacdo a
outros Staphylococcus coagulase-positivos. Nas amostras recolhidas a aplicacédo sucessiva de
uma etapa de enriquecimento em BHI suplementado com Tween 80, de isolamento em BP-
RPF e a confirmacdo em Chrom-agar revelou-se surpreendentemente eficaz no isolamento de
Staphylococcus pseudointermedius. Com esta metodologia dispensamos assim meios de
cultura como Manitol-Salt agar, Agar-Sangue 5% bem como a complexa, demorada e
dispendiosa bateria de testes acessérios nomeadamente o PBP-2a, a DNase, a fermentacao
de carboidratos, a fermentacdo de acucares ou mesmo o0 uso de APl Staph. O isolamento
laboratorial de Staphylococcus pseudointermedius, com 0s meios por nos usados, torna-se
deste modo répido, e muito especifico, conforme demonstrado pelos estudos em PCR. O
desenvolvimento de métodos especificos para o isolamento de S. pseudointermedius continua
a ser um objetivo em microbiologia clinica. O elevado nimero de isolados obtidos nas
superficies da Clinica e nos animais amostrados, ndo demonstrando cabalmente, indica que o

método empregue tem também uma sensibilidade muito satisfatoria.

De salientar ainda o facto de o meio de cultura BP-RPF (Biokar) ser essencialmente
utilizado em Microbiologia Alimentar para enumeracdo de Staphylococcus coagulase-positivo.
Em face aos resultados obtidos, podemos afirmar que uma abordagem multidisciplinar pode
representar um enriquecimento dos protocolos e métodos de isolamento usados em

Microbiologia Clinica.
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Salienta-se porém que, apesar do método de isolamento descrito neste trabalho ter
revelado sensibilidade e especificidade muito satisfatérias na identificagdo de S.
pseudointermedius, sem se recorrer a muitos testes diferenciadores de outras espécies de
Staphylococcus coagulase-positivo € recomendavel efetuar confirmacdo genética por PCR e

um estudo posterior dos isolados por Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE).

Em termos clinicos existe elevada prevaléncia de MRSA e sobretudo de MRSP
presente na clinica veterinaria estudada, tendo-se registado valores muito superiores aos

registados na literatura.

Neste trabalho ndo foi possivel estabelecer qualquer fator de risco estatisticamente
significativo para presenca de S. pseudointermedius, mas uma amostragem maior e um estudo
longitudinal, com acompanhamento mais proximo dos animais amostrados e co-habitantes,
poderdo proporcionar uma maior seguranca e uma avaliacdo de potenciais contaminacoes
cruzadas com esta bactéria. O tratamento de MRSP pode ser feito de modo seguro usando
antibiéticos como rifampicina, clindamicina e ciclosporina, mas a determinagdo do perfil de

resisténcia da estirpe deve ser sempre feito.

Os isolados nos materiais da clinica de S. pseudointermedius apresentam um elevado
namero de resisténcias antibidticas. Uma desinfecdo mais exaustiva é requerida sendo muito
importante avaliar a eficacia e o tempo de contacto requerido para cada desinfetante. A

higienizacdo de maos de todo pessoal frequentador da clinica revela-se um ponto fulcral.

Um possivel controlo microbioldgico pelo perfil de resisténcia antibiética de animais
frequentadores da clinica pensa-se ser necessario em todos o0s casos de patologia,
independentemente da sua origem, de modo a ter tratamentos mais efetivos. A parceria da
Clinica Veterinéria participante com o laboratério de Microbiologia-Tecnologia Alimentar-
Inspecdo Sanitédria permitiu um acompanhamento mais proximo dos animais ali internados/
tratados, sendo importante para ambas as partes a procura e a troca de informacdes entre
clinicos e microbiologistas de forma a elevarmos o patamar de conhecimento, saiude animal e

defesa da saude publica.
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