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RESUMO

A resisténcia aos antimicrobianos (RAM) é classificada como uma das 10 principais causas de
ameacas globais a saude. O uso indiscriminado de antimicrobianos na medicina humana e
veterinaria e a disseminacdo de bactérias resistentes e seus genes de resisténcia contribuem para a
piora dessa situagao. O Staphylococcus pseudintermedius, parte da microbiota normal de caes,
principalmente da faringe e mucosas nasal e oral, € uma bactéria oportunista frequentemente
associada a infeccbes como piodermite, otite e, em casos mais graves, infec¢ées sistémicas dos
tratos urinario, respiratério e reprodutivo. Por conta de seu potencial zoondtico, da provavel
transferéncia de genes de resisténcia entre isolados humanos e veterinarios e do aumento de
exemplares resistentes e multidrogas resistentes, um estudo mais aprofundado se faz necessario. A
resisténcia a maior parte dos antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos é mediada pela
presenca do gene mecA, contido no cassete Estafilocécico mec (SCCmec), elemento genético moével
Unico com localizacdo sitio especifica no cromossomo Estafilocécico. A variabilidade terapéutica
disponivel para cepas MRSP se faz ainda menor quando essas bactérias também se apresentam
multidroga resistentes. Recentemente, nosso grupo de pesquisa identificou 51 S. pseudintermedius,
por meio do sequenciamento da regido V1-V3 do gene 16S do rRNA, isolados majoritariamente de
infeccOes cutaneas e otoldgicas de animais de companhia de regiGes da grande Sdo Paulo. Estes
isolados foram submetidos aos testes de disco-difusdao para a avaliacdo do perfil de resisténcia
fenotipico para as classes dos beta-lactdmicos, tetraciclinas, fluoroquinolonas, grupo MLSs e
aminoglicosideos. Para a avaliacao do perfil de resisténcia genotipico, foi realizada uma reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) convencional com genes para as mesmas classes antimicrobianas. Foram
encontradas 4 discrepancias na classe dos beta-lactamicos, 6 na classe das tetraciclinas, 12 na classe
das fluoroquinolonas, 4 no grupo dos macrolideos, lincosamidas e etreptograminas B (MLSg) e 7 na
classe dos aminoglicosideos. Outros isolados que ndo amplificaram nenhum gene de resisténcia,
mas que apresentaram resisténcia nos testes de disco-difusdo, sugerem outros mecanismos de
resisténcia que ndo os testados no presente estudo. Analisar as incompatibilidades entre fendtipo e
gendtipo permite inferir a eficacia do tratamento de escolha. Além disso, realizar o mapeamento
dos genes de resisténcia e das bactérias multidroga resistentes auxilia na criacdo de projetos que

visem o combate a resisténcia e procurem otimizar o tratamento antimicrobiano.

PALAVRAS-CHAVE: Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP), perfil de

resisténcia, multidroga resisténcia, discrepancia entre fendtipo e gendtipo.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) is ranked as one of the top 10 causes of global health threats. The
indiscriminate use of antimicrobials in human and veterinary medicine and the spread of resistant
bacteria and their resistance genes contribute to the worsening of this situation. Staphylococcus
pseudintermedius, part of the common microbiota of dogs, mainly of the pharynx, nasal and oral
mucous membranes, is an opportunistic bacterium frequently associated with infections such as
pyoderma, otitis and, in more serious cases, systemic infections of the urinary, respiratory and
reproductive tracts. Due to its zoonotic potential, the possible transfer of resistance genes between
human and veterinary isolates and the increase in resistant and multidrug resistant specimens, a
more in-depth study is necessary. The resistance to most antimicrobials of the beta-lactam class is
mediated by the presence of the mecA gene, contained in the Staphylococcal mec cassette (SCCmec),
a unique mobile genetic element with a specific site location on the Staphylococcal chromosome.
The therapeutic variability available for MRSP strains becomes even smaller when these bacteria are
also multidrug resistant. Recently, our research group identified 51 S. pseudintermedius, through
sequencing of the V1-V3 region of the 16S rRNA gene, isolated mostly from skin and ear infections
of companion animals in S3o Paulo metropolitan area. These isolates were subjected to disk
diffusion tests to evaluate the phenotypic resistance profile for the classes of beta-lactams,
tetracyclines, fluoroquinolones, MLSg group and aminoglycosides. To evaluate the genotypic
resistance profile, a conventional Polymerase Chain Reaction (PCR) was performed with genes for
the same antimicrobial classes. 4 discrepancies were found in the beta-lactam class, 6 in the
tetracycline class, 12 in the fluoroquinolone class, 4 in the macrolides, lincosamides and
etreptogramins B (MLSg) group and 7 in the aminoglycoside class. Other isolates that did not amplify
any resistance gene, but showed resistance in disk diffusion tests, suggest other resistance
mechanisms than those tested in the present study. Analyzing incompatibilities between phenotype
and genotype allows us to infer the effectiveness of the treatment. Furthermore, mapping resistance
genes and multidrug-resistant bacteria helps in the creation of projects that aim to combat

resistance and seek to optimize antimicrobial treatment.

KEYWORDS: Methicillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius (MRSP), resistance profile,

multidrug resistance, discrepancy between phenotype and genotype.



INTRODUCAO

A resisténcia aos antimicrobianos (RAM) é apontada como um grande problema para a saude publica
e para o contexto socioecondmico global, sendo classificada como uma das 10 principais causas de
ameacas globais a saude. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a RAM esta associada a
4,95 milhdes de mortes e é a causa direta de 1,27 milhdes destas (1). Por conta disso, a OMS estipula
como prioridade a identificacdo e o monitoramento de bactérias resistentes e seus genes de

resisténcia com o propdsito de entender e rastrear sua disseminacgao (2, 3).

O uso indiscriminado de antimicrobianos na medicina humana e veterinaria e a disseminacao de
bactérias resistentes e genes de resisténcia sdo dois fatores importantes que contribuem com o
aumento da resisténcia antimicrobiana (4, 5). Um dos meios de disseminagcdo que vem recebendo
atencdo nos ultimos anos é a entre humanos e seus animais de companhia (6), de tal forma que
impulsionaram a evolugdo e implementacdo do “One Health” (Satide Unica), uma abordagem
colaborativa que reconhece a relacdo entre a saude humana e animal com seu meio ambiente

partilhado (5, 7).

Um dos patdgenos de destaque em se tratando de resisténcia bacteriana é o Staphylococcus
pseudintermedius, membro do grupo das Staphylococcus intermedius (SIG). O SIG é composto por
cinco espécies coagulase-positivas, sendo estas Staphylococcus intermedius, Staphylococcus
pseudintermedius, Staphylococcus cornubiensis, Staphylococcus delphini e Staphylococcus ursi,

sendo o pertencimento desta ultima ainda discutido. (8) (figura 1).

GRUPO STAPHYLOCOCCUS INTERMEDIUS

S. cornubiensis S. pseudintermedius
Humanos e cdes Caes, gatos e humanos

S. delphini S. intermedius
Pombos domésticos e

/\ selvagens

Tipo A Tipo B

Golfinhos, cavalos, Cavalos, pombos
humanes. pombos domésticos e
domésticos e doninhas pombes selvagens

Figura 1: Membros do grupo Staphylococcus intermedius (SIG) e

seus hospedeiros. Adaptado de Canver et al. (32)
Esses patdgenos zoondticos, classificados como cocos gram-positivos, catalase e coagulase positivos
com Beta-hemdlise em Agar Sangue e encontrados principalmente em isolados provenientes de

mucosa canina, foram agrupados por nao apresentarem diferengas significativas em seus tragos



fenotipicos, sendo necessaria a identificacdo por andlise molecular através de genes espécie-

especificos (9).

O Staphylococcus pseudintermedius compde a microbiota normal de cdes, presente no anus, faringe
e mucosas nasal e oral, e é principal integrante do grupo das Staphylococcus intermedius (SIG). Essa
Bactéria oportunista é frequentemente associada a infec¢des nesses animais, causando doengas
como a piodermite, otite e, em casos mais graves, infec¢des sistémicas dos tratos urindrio,
respiratério e reprodutivo (10, 11). Por conta dos fatores de viruléncia do S. pseudintermedius, como
citotoxinas, toxinas esfoliativas, superantigenos e proteinas associadas a parede celular, e de seu
potencial invasivo, esse microrganismo possui a capacidade de causar doeng¢as em sua forma grave

(12).

InfeccBes causadas por S. pseudintermedius sdo de grande importancia na medicina veterinaria
devido a alta incidéncia de cepas resistentes a meticilina (11, 13, 14), além de tipicamente estarem
associados a multirresisténcia a drogas, sendo também resistentes a classe das fluoroguinolonas,

macrolideos, tetraciclinas e aminoglicosideos (12, 15).

Outro grande problema de saude publica é a transferéncia de bactérias entre caes e seres humanos
(11, 14). Apesar de seus fatores de viruléncia serem adaptados ao organismo canino, a S.
pseudintermedius nao infecta restritamente a esses animais, fazendo com que estes possam ser
provaveis reservatérios de bactérias resistentes (4, 15). Devido ao potencial zoondtico, sua

importancia em infeccdes humanas vem sendo discutida e pesquisada cada vez mais (16, 17).

O ambiente e/ou contexto genético também exercem influéncia na resisténcia aos antimicrobianos,
pois podem modificar a expressao dos genes de resisténcia e gerar uma incompatibilidade entre
gendtipo e fendtipo, alterando o perfil de resisténcia in vitro e dificultando ainda mais a

administracdo do antimicrobiano adequado (18).

Buscando realizar a epidemiologia molecular e uma caracterizacao a nivel de espécie de isolados de
Staphylococcus do grupo intermedius de origem veterindria na regido da grande S3o Paulo, nosso
grupo de pesquisa, com colaboracdo com o Setor de Microbiologia da Unidade Veterinaria
Especializada em Diagndstico, Dognostic, analisou 65 amostras de cdes e gatos com suspeita clinica
de infeccOes por Staphylococcus sp (Anexo 1) durante os meses de Junho a Novembro de 2022. As
regioes contempladas abrangeram as filiais localizadas nos bairros Belém, Campo Belo, Brooklin e

Alphaville e nos municipios de Mogi das Cruzes e Guarulhos, além de outras clinicas e hospitais



veterinarios de diferentes regides da grande S3o Paulo. A analise das sequencias provenientes da

técnica de sequenciamento SANGER da regido V1-V3 do rDNA 16S confirmou que 51 isolados sdo

pertencentes a espécie Staphylococcus pseudintermedius (Quadro 1).

UADRO 1: ISOLADOS DE S. pseudintermedius E SEUS LOCAIS DE ORIGEM
REGIAO ISOLADO ESPECIE REGIAO ISOLADO ESPECIE
BELEM 66 - 313268 Staphylococcus pseudintermedius ALPHAVILLE 108C — 164468 Staphylococcus pseudintermedius
CAMPO BELO 8C - 174335 Staphylococcus pseudintermedius ALPHAVILLE 109C — 164479 Staphylococcus pseudintermedius
CAMPO BELO 9C - 174372 Staphylococcus pseudintermedius BELEM 178C - 328337 Staphylococcus pseudintermedius
CAMPO BELO 10C - 174391 Staphylococcus pseudintermedius ALPHAVILLE 186© - 184814 Staphylococcus pseudintermedius
CAMPO BELO 13C - 174414 Staphylococcus pseudintermedius CAMPO BELO 1896 - 182981 Staphylococcus pseudintermedius
CAMPO BELO 15C - 174424 Staphylococcus pseudintermedius CAMPO BELO 1906 - 182981 Staphylococcus pseudintermedius
BELEM 160 - 313474 Staphylococcus pseudintermedius CAMPO BELO 1936 - 183024 Staphylococcus pseudintermedius
CAMPO BELO 22C - 174571 Staphylococcus pseudintermedius BELEM 1946 - 328555 Staphylococcus pseudintermedius
ALPHAVILLE 23C - 157907 Staphylococcus pseudintermedius BROOKLIN 196C - 1777 Staphylococcus pseudintermedius
BELEM 33C - 313828 Staphylococcus pseudintermedius ALPHAVILLE 198C - 164999 Staphylococcus pseudintermedius
CAMPO BELO 42C - 174677 Staphylococcus pseudintermedius CAMPO BELO 216C - 183379 Staphylococcus pseudintermedius
CAMPO BELO 43C - 174703 Staphylococcus pseudintermedius BELEM 40 - 329003 Staphylococcus pseudintermedius
GUARULHOS 45N - 77176 Staphylococcus pseudintermedius BELEM 6C - 329003 Staphylococcus pseudintermedius
BELEM 58C - 314290 Staphylococcus pseudintermedius CAMPO BELO 546 - 183950 Staphylococcus pseudintermedius
CAMPO BELO 66C - 175039 Staphylococcus pseudintermedius ALPHAVILLE 57C - 165706 Staphylococcus pseudintermedius
BELEM 760 - 314616 Staphylococcus pseudintermedius BELEM 58C - 329911 Staphylococcus pseudintermedius
ALPHAVILLE 119C - 158646 Staphylococcus pseudintermedius ALPHAVILLE 62C - 165799 Staphylococcus pseudintermedius
CAMPO BELO 1230 - 175493 Staphylococcus pseudintermedius BELEM 70© - 330098 Staphylococcus pseudintermedius
CAMPO BELO 197V - 180440 Staphylococcus pseudintermedius BELEM 716 - 330098 Staphylococcus pseudintermedius
CAMPO BELO 6C - 181175 Staphylococcus pseudintermedius CAMPO BELO 77C - 184159 Staphylococcus pseudintermedius
BELEM 1490 - 325701 Staphylococcus pseudintermedius BELEM 1040 - 330858 Staphylococcus pseudintermedius
BELEM 186 - 325704 Staphylococcus pseudintermedius ALPHAVILLE 107C - 166406 Staphylococcus pseudintermedius
BELEM 19C - 325761 Staphylococcus pseudintermedius BELEM 161C - 331808 Staphylococcus pseudintermedius
BELEM 756 - 326331 Staphylococcus pseudintermedius CAMPO BELO 1686 - 185157 Staphylococcus pseudintermedius
BELEM 1026 - 327324 Staphylococcus pseudintermedius CAMPO BELO 1716 - 185220 Staphylococcus pseudintermedius
GUARULHOS 104C — 83239 Staphylococcus pseudintermedius
TOTAL: 51 ISOLADOS IDENTIFICADOS COMO S.pseudintermedius

Quadro 1: Relacdo dos isolados de S. pseudintermedius e seus locais de origem. Quadro autoral.

A Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina (SPRM) se tornou um grande problema
na veterinaria por, além de apresentar resisténcia a maioria dos antimicrobianos da classe dos beta-
lactamicos, ser associada também a multirresisténcia a drogas (19). Outras classes bem utilizadas
para o tratamento de infeccGes de S. pseudintermedius sdo as quinolonas e fluoroquinolonas, as
tetraciclinas, os aminoglicosideos, as sulfonamidas e o grupo dos macrolideos, lincosamidas e
estreptograminas (MLS). Além destes, recentemente estdo sendo utilizados o acido fusidico e a

mupirocina como alternativas terapéuticas (Quadro 2).

QUADRO 2: CLASSES E MECANISMOS DE ACAO DOS ANTIMICROBIANOS
CLASSES ESPECIE

Tetraciclinas Inibbem a sintese proteica por meio da sua ligagao a subunidade 30S do ribossomo
Quinolonas e fluoroquinolonas  |Inibem a sintese de DNA ligando-se & DNA girase (topoisomerases Il e V)
Macrolideos, lincosamidas, Inibbem a sintese proteica ligando-se a subunidade 50S do ribossomo bacteriano e
estreptograminas bloqueando a saida do peptideo

Aminoglicosideos Causam erro de traducdo ao se ligarem na subunidade 30S do ribossomo

Mupirocina Inibe a sintese proteica e de RNA por meio da isoleucina tRNA sintetase

Acido fusidico Inibe sintese proteica impedindo a renovacéo do fator G de alongamento do ribossomo

Quadro 2: Classes de antimicrobianos e seus mecanismos de a¢ao. Quadro autoral.

Desta forma, a proposta desse projeto é avaliar o perfil genotipico de alguns genes de resisténcia

para as principais classes antimicrobianas, caracterizar o cassete cromossdémico Estafilocécico mec,



o qual possui o gene mecA, responsdvel pela resisténcia a meticilina, e posteriormente comparar o
perfil genotipico com o perfil fenotipico de resisténcia dos isolados provenientes dos animais de
companhia da grande Sdo Paulo de forma a fornecer dados que possam ser integrados a vigilancia
da resisténcia aos antimicrobianos em outros setores no ambito da salde Unica. Além disso, o
projeto visa verificar a presenca ou auséncia dos reguladores mecl e mecR1 para auxiliar na
compreensdao de sua significancia no perfil fenotipico de resisténcia demonstrado aos betas
lactamicos in vitro, assim providenciando meios para a investigacdo do SCCmec e de seus elementos,

0s quais vém se provando cada vez mais relevantes.

MATERIAL E METODOS

Este projeto esta vinculado ao projeto de pesquisa tematico Centro de estudos gendmicos de micro-
organismos comensais, atipicos e negligenciados: utilizacdo de andlises gendmicas in silico para o
diagnéstico clinico, aprovado pelo comité de pesquisa institucional (parecer 37/2021) e Comissdo

de Etica do Uso de Animais — CEUA institucional (parecer consubstanciado n2 04/23).

Obtencao dos isolados e rotina microbiolégica

Em colaboracdo com o Setor de Microbiologia da Unidade Veterindria Especializada em Diagndtisco,
DOGNOSTIC, os isolados selecionados foram aqueles identificados como pertencentes ao grupo
Staphylococcus intermedius (SIG), sendo estabelecidos como parametros de identificacdo a
morfolgia de cocos gram-positivos na andlise bacterioscdpica, com beta-hemélise em agar sangue,
catalase e dnase positivos e manitol negativos. Havendo alguma duvida na triagem, o Meio de
Tolerancia ao Sal (MTS) e o agar Bile-esculina eram utilizados como meios para diferenciacdo entre

Enterococcus, Streptococcus e Staphylococcus (figura 2).

Figura 2: Imagem representativa da rotina
de triagem microbioldgica. A) Crescimento
em agar sangue; B) Catalase positiva; C)
Cocos Gram positivos na coloracdo de
Gram; D) Manitol negativo; E) DNAse

positiva e F) Meio Bile-esculina negativo e

caldo MTS positivo. Figura autoral.




Caracterizacdo fenotipica da resisténcia aos antimicrobianos

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos por disco difusdo foi realizado como parte da rotina
clinica no Laboratério de diagnostico veterinario DOGNOSTC, utilizando os marcadores para
deteccdo da resisténcia relacionados no BRCast 2022, CLSI-VET (2020) e CLSI M100 (2022). Para a
realizagdo da presente pesquisa de forma a contemplar as principais classes antimicrobianas, foi
padronizado o uso dos discos de Ampicilina (AMP 10 pg), Amoxicilina (AMO 10 pg), Amoxacilina +
acido clavulanico (AMC 30 pg), Cefalexina (CFE 30 ug), Cefovecina (CVN 30 ug), Penicilina G (PEN 10
U), Oxacilina (OXA 1 ug), Tetraciclina (TET 30 ug), Doxiciclina (DOX 30 ug), Enrofloxacina (ENO 30 pg),
Levofloxacino (LEV 5 pg), Norfloxacino (NOR 10 pg), Pradofloxacino (PRD 5 pg), Clindamicina (CLI 2
ug), Eritromicina (ERI 15 pg), Canamicina (CAN 30 pg), Gentamicina (GEN 10 pg) e Neomicina (NEO

30 pg).

Para a triagem das amostras quanto a resisténcia a meticilina, foram utilizadas as observagdes
listadas no BRCast 2024/CLSI-VET (2024), o qual sugere o uso do disco de oxacilina 1ug para S.
pseudintermedius, S. schleiferi e S. coagulans como antimicrobiano preditivo para detecgdo de
resisténcia a meticilina com pontos de corte de didametro de halo $220mm e r<20mm. Por fim, todos

os dados foram tabulados e utilizados para comparar com resultados obtidos nas andlises genéticas.

Extracio de DNA gendmico e identificacdo da espécie

A extracdao de DNA gendmico das amostras, feita seguindo o protocolo padronizado baseado no
método manual de extracdo descrito por Sambrook e colaboradores e Wilson Kate (51, 52), e a
identificacdo das espécies, através do sequenciamento pelo método SANGER da regido V1-V3 (24F-
534R) da regido variavel do gene 16S rRNA, foram realizadas anteriormente por nosso grupo de

pesquisa.

Testes genotipicos para deteccdo genes de resisténcia

1. Rea¢do em cadeia da polimerase (PCR)

Para a realizacdo da Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) pelo método convencional foram eleitos

dois grupos cuja analise molecular foi feita de forma distinta (figura 3).
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AMOSTRAS DE S. pseudintermedius

GENES DE
RESISTENCIA
l @
PRESENCA DO
GENE mecA
J’ l Figura 3: Fluxograma da analise molecular dos
REGULADORES TIPAGEM DO
mes S med] Seemee isolados de S. pseudintermedius. Figura autoral.

Todos os 51 isolados foram submetidos a PCR convencional com volume final de 25 plL para a
caracterizacdo genotipica de genes de resisténcia para diferentes classes de antimicrobianos com

grande importancia clinica, incluindo o gene mecA e seu homdlogo mecC (Quadro 3).

QUADRO 3: PRIMERS PARA OS GENES DE RESISTENCIA
GENES Primers (sequéncia de nucleotideos 5' — 3') TAMANHO (pb) | TM (°C) REFERENCIAS
GTGAAGATATACCAAGTGATT . "
mecA S CCO O ATAG A AAAGGAT 147 pb 51°C ZHANG et al, 2005
GCTCCTAATGCTAATGCA . "
mecC TAAGCAATAATGACTACE 304 pb 48°C CUNY et al, 2011
CAGTTCACATGCCAAAGAG . s
blaz TACACTCTTGGCGGTTTC 772 pb 53°C SCHNELLMANN et al, 2006
TTAGGTGAAGGGTTAGGTCC
tet(K o
etk GCAAACTCATTCCAGAAGCA 697 pb 54C AERESTRUP et al. 2000
) GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 576 o 2900 etal,
CTAAGATATGGCTCTAACAA P
CAAGAGCGTGCTTTRCCT
IA o
gr CTGACTYAATTTCGCTTCAG 300 pb 545 COSTA of al. 2021 %
N ATGAGTGTTATYGTRTCTCGT 261 00 550C elal
i CATMGAACCRAAGTTACCTTG P
CCCATGGCTTACCAGTTGA . 45
mupA CCATGGAGCACTATCCGAA 419 pb 55°C UDO et al, 2003
TCATATAGATGACGATATTG .
fusB ACAATGAATGCTATCTCGAC 496 pb a9°c ASTANHEIRA of al. 2010
fsC GATATTGATATCTCGGACTT 128 o 2900 CAS etal, 2010
AGTTGACTTGATGAAGGTAT P
AAGCGGTAAACCCCTCTGAG .
erm(A) TCAAAGCCTGTCGGAATTGG 442 pb 56°C
TGGAACAGGTAAAGGGCATT . =
erm(B) TGTGGTATGGCGGGTAAGTT 433 pb 54 COSTA el al, 2016
TCGTAACTGCCATTGAAATA .
erm(C) TCACTTTAGGTTTAGGATGAAA 348 pb 49,5
o CCAAGAGCAATAAGGGCATA . -
aac6™-aph2 CACTATCATAACCACTACCG 220 pb 53°C SHERVINGTON el al, 2001

Quadro 3: Primers utilizados para a caracterizagao genotipica do perfil de resisténcia

com suas respectivas temperaturas de anelamento (TM). Quadro autoral.
Os genes mecA, mecC e blaZ codificam mecanismos de resisténcia para beta-lactdmicos, os genes
tet(K) e tet(M) conferem resisténcia para a classe das tetraciclinas, os genes gr/A e gyrA conferem
resisténcia para a classes das quinolonas, mupA para mupirocina, da classes dos 3acidos

pseudomonicos, fusB e fusC conferem resisténcia para acido fusidico, da classe dos esteroides,
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aac6’-aph2” para a classe dos aminoglicosideos e os genes erm(A), erm(B) e erm(C) codificam
mecanismos de resisténcia para o grupo da classe dos macrolideos, lincosamidas e estreptograminas

B (MLS).

Os isolados que se apresentaram resistentes aos genes mecA e mecC foram submetidos a PCR

convencional para a tipagem do cassete cromossémico mec (SCCmec) (Quadro 4).

QUADRO 4: PRIMERS PARA TIPAGEM DO SCCmec
TIPOS DE SCCmec Primers (sequéncia de nucleotideos 5' —3') | TAMANHO | TM (°C) REFERENCIAS
Tipo | (SCCmecl) Gg:;gﬁéﬁg:;giﬁi&fﬁgf 613 pb 56°C ZHANG et al, 2005 *
Tipo 1l (SCCmecll) GT¢§ SEQEETTSA?TTTQT%%GC 128 pb 53,5°C | ZHANG et al, 2012 ¥
Tipo ll (sCCmectl) | ——CARACTAGTIATITCCARCSS [ ey, | sosec | zrans etal 2012
Tipo IVa (SCCmeclVa) C$:CCTTCTTA_TT§§/;AAA§AA£CA§$§G 776 pb 54,5°C | ZHANG et al, 2005
Tipo IVb (SCCmecIVb) ;i;iiﬁgﬁgggﬁggg% 493 pb 52,5°C | ZHANG et al, 2005 “
Tipo Ve (SCCmecive) | —— COTCRATCTARAGAGATACACCG | 05 3y | gec | zyuan et al, 2012
Tipo IVd (SCCmecivVd) CTTCGAgchCT:g?fAATiZCCCTm ’ECA 88lpb | 53,5°C | ZHANG et al, 2005 *°
Tipo IVe (SCCmeciVe) E:SA/ZTJTCAATTTC/Q/ITT:AATATAT%?:E 175 pb 50°C ZHANG et al, 2012 *°
oV (scemecy) | —CAACATIGTIACTTAMIGASCS | ooy | sioc | zrans etal 2005

Quadro 4: Primers utilizados para a tipagem do SCCmec e suas respectivas temperaturas de

anelamento. Quadro autoral.

Estes mesmos isolados também foram caracterizados quanto a presenca ou auséncia dos

reguladores do gene mecA, contidos neste cassete (Quadro 5).

QUADRO 5: PRIMERS PARA OS REGULADORES DE mecA
GENES Primers (sequéncia de nucleotideos 5° — 3’) TM (°C) REFERENCIA

mecRI F: CGC TCA GAAATT TGT TGT GC 510C
R: ATCTCC ACG TTAATT CCATT

mecl F: AAT GGC GAA AAAGCA CAACA 51 50C
R: GACTTG ATT GTT TCC TCT GTT ’

KATAYAMA et al, 2001 **

Quadro 5: Primers utilizados para verificar a presenca ou auséncia dos genes mecR1 e mecl e suas

respectivas temperaturas de anelamento (TM). Quadro autoral.

2. Eletroforese em gel de agarose

Para analisar o resultado da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), foram adicionados 2,5 pL do

corante orange/blue aos produtos de PCR. Posteriormente, 15uL da mistura foram aplicados no gel
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de agarose de concentragdo 1,2% em tampao TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1X com brometo de etideo
como agente intercalante. Por fim, a eletroforese foi executada sob uma voltagem de 80 volts por

90 minutos para a separacao efetiva dos fragmentos amplificados.

RESULTADOS

1. Beta-lactamicos

Dos 51 isolados testados, 54,9% (28 isolados) apresentaram um perfil fenotipico concordante com
o perfil de resisténcia demonstrado no teste disco-difusdo. Destes, 21 isolados eram resistentes a
pelo menos trés antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos e os outros 7 se mostraram sensiveis.
Outros 18 isolados (33,4%) ndo amplificaram para nenhum dos genes testados, mas apresentaram
resisténcia fenotipica. Por fim, 11,7% dos isolados apresentaram discrepancias consideraveis, dos
quais 4 amplificaram os genes blaZ (1 isolado) e mecA (3 isolados), mas ndo apresentaram resisténcia

em seu perfil fenotipico (Quadro 6).

CLASSE DOS BETA-LACTAMICOS
ISOLADOS ANTIMICROBIANOS GENES ASSOCIADOS ISOLADOS ANTIMICROBIANOS GENES ASSOCIADOS
AMP | AMO | AMc | cFE | cvN [PENG| OXA | blaz | mecC | mecA AMP | AMO | Amc [ cFE | cwN [PENG| OXA | blaz | mecC | mecA
1S-© - - - - - - - - - - 26S-C - - - - - -
2S-C + + - + - + 27S-C + + - - - + - +
3S-C + + - + - + 28S-C + + - - - + - +
4S-C + + - + - + - 29S-C + + - + +
55-C + + + + + + + + + 30S-© = = = o
6S-C ¥ ¥ . + B + I :s-e ¥ ¥ . ¥ +
7$-© + + - + - - = 328-© s + - + +
8s-C + + - + - + - 338-6 s + - +
9S-C + + + + + + + + + 34S-© + + - +
10S-C + + - + - + - 35S -C + + + + + + + +
11S-C + + + + + + + + - + 36S-C + + - +
12s-C 37S-C + + - +
13S-N + + + + + + + 38S-© + + - +
14s-C + + - - - + - + - - 39S-C = = = =
15S-C 40S-© + + - +
16S - © - - - - - - - - - - 41S-C + + = +
17s-C + A + + - = 42s-C + + - +
18S-© + + + + - - 43s-C = = = =
19s -V + + + + - - 44s -© + + - +
20S - C + + + - - - 458 - © + + = +
21S-¢ + + + + + + + - - 46S - C + + - +
22S-© + + + - 47S - ¢ + + + + + +
235-C + + B = = - - 485-C
24S - © + + + + + + + - - + 49S - C + + - + +
_ ss-6 [+ [+ | - +
51S-© -

Quadro 6: Sumarizacdo dos resultados obtidos relacionados a classe dos Beta-Lactamicos.
Abreviacdes: Amoxicilina (AMO), Amoxicilina + Clavulanato (AMC), Ampicilina (AMP), Cefalexina
(CFE), Cefovecina (CVN) e Penicilina G (PEN G). Para antimicrobianos, considerar “+” como resistente,

o n

como sensivel e “NA” para ndo avaliado. Para genes associados, considerar “+” como amplificado

o n

e “-” como ndo amplificado. Quadro autoral.

As amostras confirmadas para a presenca do gene mecA também foram submetidas a caracterizacdao

genotipica dos reguladores deste gene e a tipagem do cassete cromossomico SCCmec. Destes 10
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isolados, 40% foram positivos para a presenca do gene regulador mecl, repressor do gene mecA, e
apenas 1 isolado apresentou-se positivo para a presenca da proteina transmembrana mecR1.

(Quadro 7).

De todos os isolados submetidos a tipagem do cassete cromossémico estafilocécico mec (SCCmec)
apenas um isolado (13S - N) foi determinado como tipo V. As outras 9 amostras ndao apresentaram

resultados definitivos.

CLASSE DOS BETA-LACTAMICOS
ISOLADOS ANTIMICROBIANOS GENES ASSOCIADOS

AMP | AMO | AMC | CFE CVN |PENG| OXA | mecA | mecl | mecR1l|SCCmec
55-C + + + + + + + + + - SEQ
6S-C + + - - - + - + - + SEQ
9S-C + + + + + + + + + - SEQ
11S-C + + + + + + + + - - SEQ
125 -C - - - - - - - + - - SEQ
13S-N + + + - - + + + - - TIPOV
158 -C - - - - - - - + - - SEQ
24S - © + + + + + + + + + - SEQ
355-C + + + + + + + + - - SEQ
48S - C - - - - - - - + + - SEQ

Quadro 7: Sumariza¢ao dos resultados obtidos relacionados aos reguladores do gene mecA e ao
cassete cromossOmico SCCmec. Abreviagdes: Amoxicilina (AMO), Amoxicilina + Clavulanato (AMC),
Ampicilina (AMP), Cefalexina (CFE), Cefovecina (CVN) e Penicilina G (PEN G). Para antimicrobianos,

o n

considerar “+” como resistente e como sensivel. Para genes associados, considerar “+” como

“awon

amplificado, como nao amplificado e “SEQ” como disponivel apenas por andlise do

sequenciamento. Quadro autoral.

2. Tetraciclinas

Apenas um dos 51 isolados foi positivo para a presenca do gene tet(K), que codifica uma bomba de
efluxo responsavel por garantir resisténcia a classe das tetraciclinas. Este isolado era resistente tanto

a tetraciclina quanto a doxiciclina.

Em se tratando do gene tet(M), que codifica uma proteina de ligacdo ribossémica responsavel pela
resisténcia ao antimicrobiano tetraciclina, 44 dos 51 isolados apresentaram concordancia entre
genodtipo e fendtipo, sendo 12 sensiveis e 32 resistentes. Outros 6 isolados, apesar de serem
positivos para o gene tet(M), ndo possuem resisténcia fenotipica ao antimicrobiano tetraciclina,

sendo portanto classificados como parte dos isolados que apresentam discrepancia entre fenétipo
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e genotipo. Apenas um isolado que ndo amplificou o gene tet(M) apresentou resisténcia fenotipica

a tetraciclina (Quadro 8).

CLASSE DAS TETRACICLINAS

ANTIMICROBIANOS E GENES ANTIMICROBIANOS E GENES
ISOLADOS ISOLADOS
TET | tet(M) | DOX | tet(K) TET | tet(M) | DOX | tet(K)

1S-© = = - - 26S - C + + - -
2S-C + + - - 27S-C < < - -
35-C - [2ss-c NN - | -
4S -C - 29S-C + + - -
55-C - 30S-© + + - -
65 - C HESY e
7S-© - 32S-© + + + -
8S-C - 338-© + + + -
9S-C + 34S - © + + + -
10S-C - 355 -C + + + -
11S-C - 36S-C S S - -
12S-C - 37S-C < < - -
13S-N - 38S-© + + + -
14S-C - 39S-C = = - -
[ 1ss-c NN - [ - [sws-e | + |+ [ - -
16S - © - - - - 41S-C + + - -
17S-C + + + - 42S -C < < - -
18S - © + + - - 43S -C = = - -
19S -V + + + - 44S - © + + + -
20S-C - - - - 458 - © + + - -
21S - ¢ + + + - 46S - C = = - -
22S - © 1 1 - - 47S - ¢ + + I -
23S -C + + + - 48S - C + S - -
24S - © + + + - 49S - C + + - -
255 - © - - - - 50S - © + + + -
51S-© - - - -

Quadro 8: Sumarizacdo dos resultados relacionados a classe das tetraciclinas.

Abreviacdes: Doxiciclina (DOX) e Tetraciclina (TET).

”

considerar “+

considerar “+” como amplificado e

3. Fluoroquinolonas

como resistente e

“aon

o n

como sensivel. Para genes associados,

Para antimicrobianos,

como nao amplificado. Quadro autoral.

Para a andlise genotipica da classe das fluoroquinolonas, foram testados os genes gyrA e glrA, ambos

relacionados com mutag¢Ges na enzima girase. Os isolados positivos para glrA somaram 11 e os

isolados positivos para o gene gyrA somaram 14, sendo que destes, apenas 6 amostras possuiam os

dois genes.

Fenotipicamente, 8 dos 14 isolados positivos para gyrA eram sensiveis a todas as fluoroquinolonas

testadas e 6 eram resistentes. Quanto ao gene glrA, 8 dos 11 isolados testados eram sensiveis a

todas as fluoroquinolonas testadas e 3 eram resistentes. Das 6 amostras que possuiam os dois genes,
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apenas 2 eram resistentes a classe das fluoroquinolonas. As 4 amostras restantes sao sensiveis a

todos os antimicrobianos dessa classe que foram testados.

Em geral, 27,5% (14) dos isolados possuem resisténcia a pelo menos um antimicrobiano da classe
das Fluoroquinolonas, mas ndo apresentam nenhum dos genes testados em sua analise genotipica.
Ja outros 23,5% (12) isolados possuem um dos genes de resisténcia, mas ndo o expressam in vitro

nas analises fenotipicas (Quadro 9).

CLASSE DAS FLUOROQUINOLONAS

ANTIMICROBIANOS GENES ISOLADOS —— ANTIMICROBIANOS GENES

ISOLADOS

27S-C
285-C | - - - - - - -
29s-c | - - - - - : :

31S-© = - - = - B _
32S-© = - - NA - R B
335-6 + + + + +
34S -6 + + + + + - -
35S-C + + + + +

36S-C = = = = = - -
37S-C - - - = - _ _
388-6 + + + + + - -
39S-C = = = = = - -
40S - © + + + - + - -
41S-C = = = = = - -
425 -C = = = = = - -
43s-C o
44S - © +
45S - © +
46S - C S = S S S - -
47S - ¢ + + + +
48S-C = = = i = - -
49S-C S = S S S - -
50S - © - - - - - - -
51S-© - - - - - - -

Tabela 9: Sumarizacdo dos resultados obtidos em relacdo a classe das Fluoroquinolonas.
Abreviacdes: Enrofloxacino (ENO), Levofloxacino (LEV), Marbofloxacino (MRB), Norfloxacino (NOR)

o n

e Pradofloxacino (PRD). Para antimicrobianos, considerar “+” como resistente, como sensivel e

o n

“NA” como nao avaliado. Para genes associados, considerar “+” como amplificado e como nao

amplificado. Quadro autoral.
4. Macrolideos, Lincosamidas e Estreptograminas (MLS)

Ambos os antimicrobianos testados para a avaliacdo genotipica do grupo MLS apresentaram o
mesmo perfil em todas as amostras. Dos 51 isolados, 31 mostraram-se concordantes em sua analise

fenotipica, sendo destes 26 sensiveis e 5 resistentes. Dos isolados resistentes sem discrepancia,
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todos foram positivos para a presenca apenas do gene erm(B). Outros 16 isolados apresentaram
resisténcia fenotipica, mas foram negativos para a presenga dos trés genes testados. Além disso, 4
dos 51 isolados apresentaram discrepancia nos perfis de resisténcia, apresentando o gene de

resisténcia, mas sendo sensiveis no teste disco-difusdo (Quadro 10).

GRUPO MLS (MACROLIDEQOS, LINCOSAMIDAS E ESTREPTOGRAMINAS)
ISOLADOS ANTIMICROBIANO GENES ISOLADOS ANTIMICROBIANO GENES
CLI ERI _|erm(A) |erm(B) |erm(C) CLI ERI _|erm(A) [erm(B) |erm(C)
1S-© = S = S = 26S -C S = S = S
25-C + + = S = 27S-C S - - - -
3s-C + + = S = 28S-C - - - - -
4S-C = S = S = 29S-C + + = + =
55-C + + = S = 30S-© - - - - -
6S-C = S = S = 31S-© S = S = S
s o R s o | - | - | - | - | -
8S-C = S = S = 33S-© S = S = S
9S-C + + = S = 34S-© + + S + S
10s-C + + = S = 355-C + + S = S
11s-C + + = S = 36S-C - - - - -
12s-C = S = S = 37S-C S = S = S
13S-N + + = S = 38S-© + + S + S
14s-C = = = = = 39S-C = = = = =
155 -C - = = = - 40S -© + e - + =
16S - © - = = = = 41S-C = = = = =
17s-C = = = = = 42S-C
185 -© - 2 = - - 43S-C
19S -V i ar - - - 44S - © + + - - =
20S-C = = = = = 458 -© + + = = =
215-¢ | + e T aes oo |
225-© + + = = = 47S - ¢ + + = + =
23s-C = S = = = 48S-C S = = = =
24S-© + + = S = 49S-C + + S = =
255 -© - - - - - 50S - © + + - - -
51S-© - - - - -

Quadro 10: Sumarizacdao dos resultados obtidos em relacdo ao grupo dos Macrolideos,
Lincosamidas e Estreptograminas (MLS). AbreviacGes: Eritromicina (ERI) e Clindamicina

an

(CLI). Para antimicrobianos, considerar “+” como resistente e “-” como sensivel. Para genes

o n

associados, considerar “+” como amplificado e “-” como ndo amplificado. Quadro autoral.

5. Mupirocina e acido fusidico

Nenhuma das 51 amostras apresentaram resisténcia genotipica para os antimicrobianos mupirocina

e acido fusidico. Os isolados ndo foram testados fenotipicamente para estes dois antimicrobianos.
6. Aminoglicosideos

Para a classe dos Aminoglicosideos foi testado apenas um gene. 33 dos 51 isolados apresentaram
perfis de resisténcia genotipico e fenotipico concordantes. Destes, 16 sdo resistentes a classe e 17

sao sensiveis. Outros 11 isolados possuiam resisténcia fenotipica, mas nao sao positivos para a
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presenca do gene aac(6’)-aph(2”). Os 7 isolados restantes tém seus perfis de resisténcia

discrepantes, pois possuem o gene de resisténcia, mas sao fenotipicamente sensiveis (Quadro 11).

CLASSE DOS AMINOGLICOSIDEOS
ANTIMICROBIANOS GENE ANTIMICROBIANOS GENE
S0 701015 CAN GEN NEO | aac6'-aph2" EI0N, 0015 CAN GEN NEO | aac6'-aph2"
1S-© - - - - 26S-C - - NA -
2S-C + - - - 27S-C - - - -

3S-C 28S-C

Quadro 11: Sumarizagdo dos resultados obtidos em relacgdo a classe dos
aminoglicosideos. Abreviacdes: Canamicina (CAN), Gentamicina (GEN) e
Neomicina (NEO). Para antimicrobianos, considerar “+” como resistente, “-” como
sensivel e “NA” para ndo avaliado. Para genes associados, considerar “+” como

aon

amplificado e “-” como nao amplificado. Quadro autoral.

DISCUSSAO

Segundo o anudrio COMAC 2022, no ano de 2021, o Brasil atingiu mais de 85 milhdes de pets, sendo
58,1 milhdes apenas cdes. Além disso, 35% dos lares brasileiros possuem animais de companhia e
apenas de 6-9% dos tutores moram sozinhos, evidenciando que muitos brasileiros tém contado
direto e frequente com animais de estimacdo, principalmente cdes e gatos (50). Este contato mais
frequente e a humanizacdo dos animais de companhia por seus cuidadores foi um dos motivos pelos
quais foi criada a iniciativa One Health (figura 4), que visa integrar a saude dos animais, seus tutores

e do meio ambiente partilhado entre eles (5,7). A resisténcia antimicrobiana e o compartilhamento
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de cepas resistentes e de seus genes de resisténcia sdo produtos deste cendrio e precisam ser

objetos de estudos que visam mapea-las e evita-las.

0:0 = W

HEALTH

N

Figura 4: Representacdo grafica do

conceito de One Health. Figura autoral

1. Beta-lactamicos — Staphylococcus pseudintermedius resistentes a meticilina (SPRM)

Os antimicrobianos da classe dos beta-lactdmicos sdo frequentemente usados no tratamento de
infeccdes por Staphylococcus pseudintermedius por serem, na maior parte das vezes, efetivos e
visarem um alvo ndo presente nas células dos organismos eucariotos. Antimicrobianos como as
cefalosporinas de primeira geracdao, amoxicilina com clavulanato, clindamicina e sulfonamidas sdo
medicamentos de escolha para o tratamento antimicrobiano sistémico contra a piodermite e outras

infeccdes causadas por S. pseudintermedius (20).

A resisténcia a classe dos Beta-lactdmicos limita as opcOes terapéuticas disponiveis, além de
direcionar o tratamento para o uso de outros antimicrobianos que nao os mais indicados. Essa
resisténcia é mediada por dois importantes genes: blaZ e mecA. O gene blaZ codifica uma enzima
penicilinase PC1 capaz de clivar o anel beta-lactamico, garantindo resisténcia as penicilinas (21). Dos
51 isolados, 21 amplificaram o gene blaZ. Destes, 20 se mostraram resistentes a pelo menos 1
antimicrobiano da classe dos beta-lactamicos (figura 5), sugerindo uma forte concordancia entre
fendtipo e gendtipo dos perfis de resisténcia. Porém, 1 dos isolados que possui o gene blaZ ndo
apresentou resisténcia in vitro. Esse cenario apresenta uma potencial discrepancia, onde as
condicOes no teste de disco-difusdao ndo foram suficientes para estimular a expressao do gene, mas

as condicdes in vivo podem ser diferentes.
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Além disso, 18 isolados dos que ndo possuem o gene blaZ se apresentaram resistentes nos testes
disco-difusao, sugerindo outro mecanismo de resisténcia aos beta-lactdmicos nao testado neste

estudo.

51 ISOLADOS
R: 40 R: 40 R: 08
PENG s:11 s:11 @ S:43
R: 07
b
S:11 S:43 S: 44

(o]
=
=)
‘0
2
w
w

2 00 + 10 +

5 21+ 51 1

5 " .

(C) GnecRD (SCCmec) (mecD
04 + TIPO 01+
06 - \") 09 -

Figura 5: Representacdo esquemdtica do numero de isolados
resistentes (R) e sensiveis (S) aos beta-lactamicos, assim como os
isolados que amplificaram (+) e ndo amplificaram (-) os genes de

resisténcia relacionados. Figura autoral.

A presenca do gene mecA, que codifica a proteina de liga¢do a penicilina (PBP2a) com baixa afinidade
com o anel Beta-lactamico, permite que a sintese da parede celular aconte¢ca normalmente mesmo
na presenca do antimicrobiano, assim conferindo resisténcia a toda a classe dos beta-lactamicos.

(13, 22).

Seis dos 51 isolados foram classificados como resistentes a oxacilina segundo seu perfil de resisténcia
antimicrobiana realizado pelo teste de disco infusao de triagem. A resisténcia a oxacilina (figura 6)

pode ser utilizada como preditora da presenca do gene mecA por ter a capacidade de induzir a

Figura 6: Teste de sensibilidade aos antimicrobianos realizado
com um isolado do género Staphylococcus, oriundo de um
isolado cutaneo de cachorro. Nota-se a presencga da resisténcia

a oxacilina. Figura autoral.
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expressao deste mesmo gene, sendo importante para a analise proposta pelo presente estudo (8,

23).

De todos os isolados, 10 foram positivos para a presenga do gene mecA na analise genotipica, porém
apenas 6 destes apresentaram seu genétipo concordante com seu fenétipo e uma das amostras
resistentes a oxacilina ndo apresentou o gene mecA. Por conta desta discrepancia, a avaliagdo do
contexto genético de regulacao do gene mec A, com seus reguladores mecl e mecR1, sao de grande
importancia. O regulador mecR1 codifica uma proteina transmembrana e transdutora de sinal que
tem fungao auto proteolitica ao entrar em contato com o antimicrobiano. Sua porgao intracelular,
ao ser separada, remove o repressor mecl, ligado ao promotor, e permite que o gene mecA seja

transcrito (23) (Figura 7).

Os isolados 11S-C, 135-N e 355-C possuem o gene mecA, mas ndo tém seus reguladores, levando a
hipdétese de que este gene estd constantemente sendo transcrito, gerando um perfil de resisténcia
concordante. O isolado 6S-C teve os genes blaZ, mecA e mecR1 amplificados. Sua resisténcia
fenotipica foi concordante apenas com a presenga do gene blaZ, podendo estar relacionado com a

presenca apenas do repressor mecR1, que ndo permite a transcrigdo do gene mecA.

adede LR L L]

Oxacilina 2 5—’
K Ul X
% %
addaddl] (,\'
|sceosees

Figura 7: representacdao esquematica do

PBP2a
\ Ime;’/ mecanismo de resisténcia aos beta-
clivaao

/ lactamicos. Adaptado de Alexander et al.
mec

s (24).

mecl mecR1 P mecA

Os isolados 55-C e 9S-C possuem o gene blaZ, mecA e seu repressor mecl. Apesar de apresentarem
apenas o repressor, o gene mecA esta sendo transcrito e os isolados sao fenotipicamente resistentes
a classe dos beta-lactamicos. Isso pode ser devido ao mecanismo de regulacdo cruzado entre os

genes mecA e blaZ, onde os indutor blaR1 pode clivar o repressor do gene mecA (figura 8) (24).
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Os isolados 24S-© e 48S-C tém o gene mecA e seu repressor mecl. O isolado 48 possui seu perfil
fenotipico concordante, sendo sensivel a todos os beta-lactdmicos, Porém, apesar de sé possuir o

repressor, o isolado 24 é fenotipicamente resistente a todos os beta-lactamicos testados.

Além disso, dois dos isolados (12S-C e 15S5-C) tém apenas o gene mecA, sem Seu repressor, e
apresentam resisténcia fenotipica a todos os antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos
testados. Se faz necessaria uma analise mais completa dos isolados que possuem essas discrepancias

para que hipdteses sejam levantadas e estudadas.

O gene mecA esta localizado no Cassete Cromossdmico Estafilocdcico Mec (SCCmec), que pode ser
compartilhado entre diferentes espécies de estafilococos (figura 9) (10) por mecanismos ainda ndo
muito bem elucidados (25). Neste mesmo cassete, outros genes de resisténcia antimicrobiana e aos
metais pesados também podem se fazer presentes, fator que limita ainda mais as opgdes

terapéuticas disponiveis (26).

Methicillin-susceptible Methicillin-resistant i
S. aureus (MSSA) S. aureus (MRSA) MSS,

g -

orfX mecA orfX or’X
e —
SCCMM
Integration of ﬁ %]

SCCmec

staphylococcal cassette chromosome mec Excision of
(SCCmec) SCCmec SCCmec

mecA mecA

Figura 9: representacdo esquematica da excisdo e

integracdo do SCCmec em S. aureus. Uehara. (22)
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O SCCmec é um elemento genético mével Unico com localizacdo sitio especifica no cromossomo
estafilocdcico composto por trés componentes importantes: 1. o complexo do gene mec, formado
pelo gene mecA e seus reguladores mecR1 (proteina de transdutora de sinal) e mecl (proteina
repressora), 2. o complexo ccr, composto por genes ccr, os quais sdao genes de recombinase
responsaveis pela mobilidade do SCCmec, 3. e pelas regides de juncao, as quais sdo diferentes dos
outros dois complexos e podem abrigar outros genes que conferem resisténcia adicional a

antibidticos na forma de cdépias integradas de plasmideos ou transposons (Figura 10) (13, 27).
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Figura 10: representacdo esquematica do cassete cromossOmico

estafilocdcico mec (SCCmec). Figura autoral.

Até o momento, os SCCmec foram classificados em 14 tipos (figura 11), sendo estes definidos por
meio das variacGes que existem dentro do complexo ccr (ccrA, ccrB e ccrC) e das regidoes de juncao
(J1, J2 e J3) (Quadro 11). Sua identificacdo se mostra importante para o estudo da epidemiologia
molecular, controle e prevencao de infecces, além da investigacdo da evolucdo de cepas resistentes

a meticilina (22).
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Os tipos de SCCmec também podem auxiliar na previsdao do fendtipo apresentado no perfil de
resisténcia antimicrobiana. Wegener e colaboradores descreveram que os SCCmec tipo Il e lll foram
associados a resisténcia de alto nivel para oxacilina, ampicilina e amoxicilina/acido clavulanico,
enquanto o SCCmec tipo IV foi associado a resisténcia de baixo nivel para oxacilina e ampicilina e o

SCCmec tipo V a resisténcia de baixo nivel para amoxicilina/acido clavulanico (28).

QUADRO 11: TIPOS DE SCCmec
Tipos de SCCmec Complexo ccr | Comlexo mec Referéncias
Tipo | (SCCmecl) 1 (A1B1) B
Tipo Il (SCCmecll) 2 (AB2B) A ITO et al, 2001
Tipo 11l (SCCmeclll) 3 (A3B3) A
Tipo IV (SCCmeclV) 2 (A2B2) B MA et al, 2002
Tipo V (SCCmecV) 5(C1) c2 ITO et al, 2004
Tipo VI (SCCmecVI) 4 (A4B4) B OLIVEIRA et al, 2006
Tipo VII (SCCmecVII) 5(C1) C1 BERGLUND et al, 2008
Tipo VIII (SCCmecVIIl) 4 (A4B4) A ZHANG et al, 2009
Tipo IX (SCCmeclX) 1 (A1B1) c2
Ll et al, 2011
Tipo X (SCCmecX) 7 (A1B6) c1
Tipo XI (SCCmecXI) 8 (A1B3) E GARCIA-ALVAREZ et al, 2011 ~ .
Tipo XII (SCCmec Xll) 9 (C2) Cc2 WU et al, 2015 Quadro 11: Relagao dos tlpos de SCCmeC
Tipo Xl (SCCmec XIIl) 9 (C2) A BAIG et al, 2018 e SuaS respechvas Varlagaes nos
Tipo XIV (SCCmec XIV) 5(C1) A URUSHIBARA et al, 2020
Tipo XV (SCCmec XV) 7 (A1B6) A WANG et al, 2022 comp lexos mec e ccr. Quadro autoral.

As amostras confirmadas para a presenca do gene mecA também foram submetidas a tipagem do
cassete cromossOmico SCCmec. Destas, apenas um isolado foi determinado como tipo V. As outras
9 amostras ndo apresentaram resultados definitivos, sendo portanto necessaria uma analise por

sequenciamento.
2. Staphylococcus pseudintermedius multidrogas resistente

Apesar dos beta-lactdmicos serem antimicrobianos de escolha comum entre médicos e veterinarios
por terem seu alvo na parece celular de bactérias, estrutura ndo existente nas células eucariotas,
outras classes de antimicrobianos com alvos variados também sdo de extrema importancia para o
tratamento de diversas infec¢Ges. Porém, essa variabilidade de alvos diminui drasticamente em se

tratando de cepas multidroga resistentes.

As tetraciclinas sdo antimicrobianos que funcionam por meio da interrupcdo da sintese proteica ao
se ligarem na subunidade 30S do ribossomo bacteriano. Dois dos genes que conferem resisténcia
aos antimicrobianos desta classe foram testados no presente estudo. O gene tet(K) codifica uma

bomba de efluxo capaz de fornecer resisténcia a toda a classe das tetraciclinas, ja o gene tet(M)
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codifica uma proteina de ligacdo ribossdomica capaz de desalojar a tetraciclina do ribossomo (figura

12) (29).
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Figura 12: Mecanismo de resisténcia

a tetraciclina. Figura autoral.

Dos 51 isolados testados, um foi positivo para o gene tet(K) e apresentou um fendtipo concordante,
sendo resistente tanto a tetraciclina, quanto a doxiciclina. Dos isolados positivos para o gene tet(M),
6 apresentaram perfil de resisténcia discordante: ndo houve resisténcia no teste disco-difusdo, mas

in vivo pode ser que, se usada a tetraciclina, o tratamento nao seja efetivo.

A classe das fluoroquinolonas tem como mecanismo de a¢do antimicrobiana a ligagdo na girase ou
na topoisomerase |V, enzimas essenciais para a transcricdo e duplicacdo da dupla fita de DNA (figura
13). Microrganismos resistentes a essa classe possuem mutagdes em suas enzimas que ndo
permitem a ligacdo entre elas e os antimicrobianos. Neste estudo, 12 isolados positivos para um dos
genes gyrA e glrA nao apresentaram resisténcia fenotipica indicada no teste disco-difusdao. Essa
discrepancia pode levar a administracdo inadequada de fluoroquinolonas, fazendo com que a
conduta incorreta dificulte o tratamento e selecione bactérias resistentes presentes na microbiota

dos animais doentes.
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Figura 13: Esquema ilustrativo da a¢dao das

fluoroquinolonas. Figura autoral.
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Os genes erm(A), erm(B) e erm(C) quando expressos induzem a resisténcia contra o grupo dos
macrolideos, lincosamidas e estreptograminas B, antimicrobianos que bloqueiam a saida do

peptideo do ribossomo (figura 14).

MACROLIDEOS

A

Figura 14: Imagem esquematica do mecanismo dos

macrolideos. Imagem autoral.

Neste estudo, foram testados os trés genes em 51 amostras, demonstrando 10 amostras resistentes
genotipicamente (figura 15). A prevaléncia do gene erm(B) ja é descrita na literatura (30). Neste
caso, foram observadas 4 discrepancias, onde um dos genes estava presente, mas ndo foi encontrada

a resisténcia fenotipica.
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Figura 15: Representacdo esquemadtica do numero de isolados

resistentes (R) e sensiveis (S) as tetraciclinas, fluoroquinolonas,

grupo MLS e aminogliosideos, assim como os isolados que

amplificaram (+) e ndo amplificaram (-) os genes de resisténcia

relacionados. Figura autoral.
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Na classe dos aminoglicosideos, antimicrobianos responsaveis por causar erros de traducao, foram
encontradas 7 discrepancias, onde os isolados possuiam o gene aac(6’)-aph(2”), mas sdo
fenotipicamente sensiveis a todos os antimicrobianos da classe testados. Os antimicrobianos
mupirocina e acido fusidico ndo eram testados na clinica veterindria no ano de 2022, fazendo com
gue a analise dos mesmo fosse feita apenas de forma genotipica a fim de preparar os préximos
estudos para o mapeamento da resisténcia a esses dois antimicrobianos e comparar a disseminagado

da resisténcia antes destes serem utilizados na pratica clinica e apds a implementacdo de seu uso.

Por fim, 28 dos 51 isolados deste estudo foram classificados como multidroga resistentes, ou seja,
sdo resistentes a 3 ou mais classes de antimicrobianos. Entre estes estdao aqueles classificados

fenotipicamente como resistentes a meticilina.
CONCLUSAO

A iniciativa One Health, ou Satde Unica, visa estudar a interacdo entre o meio ambiente, os animais
e os seres humanos. A resisténcia antimicrobiana é um exemplo importante das consequéncias do
descontrole das a¢des tomadas neste ambiente partilhado, visto que pode ser transmitida através
de animais de companhia e seus tutores, animais destinados ao consumo e até mesmo ser resultado
de pressoes seletivas ambientais, as quais podem provocar mudancas na expressao dos genes de
resisténcia e gerar incompatibilidades no perfil fenotipico de resisténcia in vitro e da forma
apresentada pela bactéria in vivo. Essas discrepancias dificultam o tratamento e auxiliam na seleg¢do
positiva de clones resistentes, gerando um ciclo vicioso que sé aumenta os problemas de resisténcia
aos antimicrobianos. A anadlise das diferencas entre fendtipo e genédtipo é importante para o controle
e prevencao de infeccbes, pois permite inferir a eficacia do tratamento de escolha. Além disso,
realizar o mapeamento dos genes de resisténcia e das bactérias multidroga resistentes é importante
para a implementacdo de programas que auxiliem o combate a resisténcia e procurem otimizar o

tratamento antimicrobiano.
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