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Resumo

CHAFFE, Anna Beatriz Pizarro. Pesquisa de Staphylococcus coagulase positiva
meticilina resistente e prospecc¢ao de plantas medicinais para seu controle. 2014.
93f. Tese de Doutorado — Programa de Pés-Graduagao em Veterinaria da Universidade
Federal de Pelotas.

Staphylococcus spp € uma bactéria gram positiva ubiquo na natureza, frequentemente
presente na pele e mucosas de animais, inclusive nos seres humanos. Esse género
esta envolvido numa série de enfermidades localizadas, como infeccbes de feridas
cutdneas ou mais profundas, mastite, otite externa e média; e em enfermidades
sistémicas, neste caso, fortemente relacionadas a procedimentos invasivos, tanto em
medicina humana como veterinaria. O objetivo deste trabalho foi avaliar a importancia
de Staphylococcus coagulase positivo meticilina resistente (MRSA) em caes higidos
domiciliados e ndo-domiciliados (mucosa nasal e anal), caes com enfermidades de pele
(dermatite) e otite (local enfermo), leite de quartos bovinos mastisticos, estudantes do
Curso de Medicina Veterinaria - UFPel (mucosa nasal) e trabalhadores em saude
animal (mucosa nasal), bem como prospecgao de plantas medicinais como alternativas
de controle. Foram coletadas amostras de caes higidos domiciliados com proprietario (n
= 83) e caes higidos ndo domiciliados (n = 83), estes ultimos recolhidos ao modulo canil
do Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura Municipal de Pelotas, RS. Caes com
enfermidades de pele ou otite (n > 50) foram angariados junto a clinicas particulares e
nos servigos de atendimento do Hospital Veterinario (HCV) da Faculdade de Veterinaria
- UFPel. Estudantes de veterinaria do curso de Medicina Veterinaria da UFPel (n = 83)
e trabalhadores em saude animal (n° nao inferior a 50) foram convidados a participar do
projeto. Amostras de leite de quartos bovinos mastisticos (n > 500) foram obtidas da
rotina de trabalho do Laboratério de Doencgas Infecciosas e de produtores da regiao sul
do Rio Grande do Sul. Foi avaliada a atividade “in vitro” de extratos hidralcodlicos de 5
plantas com indicativo etnografico, como carqueja (Baccharis trimera), capim-limao
(Andropogon ceriferus), jambolao (Syzygium cumini), aroeira (Schinus terebinthifolius
raddi), chinchilho (Tagetes minuta L.), frente a 9 cepas de Staphylococcus coagulase
positivo meticilina resistente (MRSA), nas quais foram testadas através de uma triagem,
com posterior calculo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) realizado pelo método
de diluicdo em micro placa (Schuch, 2007). Os procedimentos laboratoriais foram
executados no Laboratério de Doencgas Infecciosas da Faculdade de Veterinaria UFPel.
Os resultados indicaram que amostras isoladas de cées higidos domiciliados e nao
domiciliados apresentam S. coagulase positiva sendo que as amostras de caes nao
domiciliados apresentaram maior frequéncia de Staphylococcus spp. (80%), S.
coagulase positiva (44,3%) e S. meticilina resistente (MRSA) (10,3%), comparada as
amostras de caes domiciliados. Os caes na faixa de um a seis anos apresentaram-se
em maior numero, sendo 107 amostras isoladas em relacdo as outras faixas de idade
(n=192). Os caes de porte médio (n = 93) apresentaram maior percentual de S.
coagulase positiva e resisténcia a meticilina. Nao houve diferenga significativa em
relacdo ao sexo dos animais. Nas amostras isoladas de caes com otite (n = 53) /
dermatite (n = 9) observa-se uma maior frequéncia para Staphylococcus coagulase
positiva e resisténcia a meticilina nas amostras coletadas de caes com otite. Foram
também avaliadas as amostras S. coagulase positivas resistentes em relagédo a idade,



porte, sexo, pelagem e espécies encontradas. Em amostras de leite de bovinos com
mastite (n = 497) observou-se um percentual de 32,8% de amostras isoladas S.
coagulase positiva e 9,7% S. coagulase positivas meticilina resistentes (MRSA). Em 83
amostras nasais de alunos da graduagdo da Faculdade de Veterinaria a maior
representatividade de amostras S. coagulase positiva e S. coagulase positiva meticilina
resistente ocorreu em alunos que estavam acima do 7° semestre, em relagéo ao total
de amostras positivas para Staphylococcus spp (n=66) representando 20% de S.
coagulase positiva resisténcia a meticilina. Dos 60 trabalhadores, 9% (n=43) eram do
sexo feminino onde 7% (n=28) eram veterinarios e 20% (n=5) serventes com amostras
nasais coagulase positiva resistente a meticilina. Entre todas as amostras de
Staphylococcus coagulase positiva, ocorreu uma maior frequéncia de Staphylococcus
pseudointermedius, fazendo parte da normalidade da microflora cutdnea, em particular
as mucosas como nariz, boca e anus.

Palavras chaves: Staphylococcus spp, mastite, cdes, coagulase positiva, meticilina
resistente, plantas medicinais.



Abstract

CHAFFE, Anna Beatriz Pizarro. Pesquisa de Staphylococcus coagulase positiva
meticilina resistente e prospecc¢ao de plantas medicinais para seu controle. 2014.
93f. Tese de Doutorado — Programa de Pés-Graduagao em Veterinaria da Universidade
Federal de Pelotas.

Staphylococcus spp is a ubiquitous gram positive bacteria in nature, often present in the
skin and mucosa of animals, including humans. This genre is involved in a number of
localized diseases such as skin infections or deeper wounds, mastitis, otitis externa and
media; and systemic diseases, in this case closely related invasive procedures, both in
human and veterinary medicine. The objective of this study was to evaluate the
importance of methicillin resistant Staphylococcus coagulase positive (MRSA) in healthy
dogs domiciled and non- domiciled (nasal and anal mucosa, dogs with skin diseases
(dermatitis) and otitis (patient site), milk room cattle with mastitis, students from
Veterinary Medicine College - UFPel (nasal mucosa) and in animal health workers
(nasal mucosa), as well as exploration of medicinal plants as alternative control. Were
sampled healthy dogs domiciled with the owner (n=283) and healthy dogs not domiciled
(n=83), these last ones carried to the module Kennel Center for Zoonosis Control of the
City of Pelotas, RS. Dogs with skin diseases or otitis (n>50) were raised from the private
clinics and Clinic Veterinary Hospital (CVH), from Veterinary College services — UFPel.
Students from Veterinary Medicine - UFPel (n=83) and workers in animal health
(number not less than 50) were invited to participate of research. Milk samples from the
forth cattle with mastitis (n>500) were obtained from the routine work of the Infectious
Diseases Lab and producers from southern Rio Grande do Sul to "in vitro" activity water-
alcoholic extracts of 5 plants was evaluated ethnographic indicative as gorse (Baccharis
trimera),lemongrass(Andropogon  ceriferus),jambolan(Syzygium  cumini),  mastic
(Schinus terebinthifolius raddi), Chinchilho (Tagetes minuta L.) against to 9 strains of
Staphylococcus coagulase positive methicillin resistant (MRSA) which were tested
through screening, with subsequent calculation of the minimum inhibitory concentration
(MIC ) performed by microplate dilution method (Schuch, 2007). Laboratory procedures
were performed in the Infectious Diseases Lab, Veterinary College, UFPel. The results
indicated that the samples from isolates of healthy dogs and not domiciled resident and
resident dogs had a higher frequency of Staphylococcus spp (80 %), S. coagulase
positive (44.3 %) and methicillin - resistant S. (MRSA) (10.3%) compared samples of pet
dogs . Dogs in the range of 1 to 6 years showed up in greater numbers, being 107
samples isolated over other age groups (n=192).The medium-sized dogs (n = 93)
showed a higher percentage of coagulase-positive S. and resistance to methicillin.
There was no significant difference regarding to the sex of the animals. In isolates from
dogs with otitis (n=53)/dermatitis (n=9) observed a higher frequency for Staphylococcus
coagulase positive and methicillin resistance in the samples collected from dogs with
otitis. We also rated the samples S. resistant coagulase positive in relation to age, size,
sex, pelage and located species. In milk samples coming from cattle with mastitis
(n=497) was observed a percentage of 32.8 % of isolated S. coagulase positive samples
and 9.7 % S. Methicillin Resistant Coagulase Positive (MRSA). In 83 nasal samples
from undergraduate students, Veterinary College, the most representative samples of S.
coagulase positive and coagulase-positive methicillin resistant S. occurred in students



who were above the 7th semester in relation to total samples positive for
Staphylococcus spp (n = 66) representing 20 % of coagulase-positive S. methicillin
resistance. Among the 60 workers, 9 % (n=43) were female, where 7 % (n=28) were
veterinarians, 20 % (n=5) servants with methicillin resistant coagulase positive nasal
sample. Among all the samples of coagulase positive, were observed with most
frequence Staphylococcus pseudointermedius, belonging to the usual microflora of the
skin and mucous membranes, especially the nose, mouth and anus.

Key words: Staphylococcus spp, mastitis, dogs, coagulase - positive, methicillin
resistant, medicinal plants.
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1 INTRODUGAO

Em 1878, o estafilococo foi isolado e descrito, pela primeira vez, por Robert
Koch, de um ferimento purulento. Em 1880, o médico escocés Alexander Ogston
adotou o nome do género da palavra grega staphylo que significa cacho de uvas.
Pasteur o multiplicou em meio de cultivo liquido e Ogstron evidenciou sua
patogenicidade para cobaias e camundongos (SOUZA, 2000).

Em 1884, Rosenbach admitiu duas espécies que as chamou de “aureus’ e
“albus”, relacionando a presenga de pigmentos (SILVA, 2007).

Staphylococcus spp é uma bactéria Gram positiva ubiquo na natureza,
frequentemente presente na pele e mucosas de animais, inclusive nos seres humanos
(GREENE, 2006; LOEFFLER & LOYD, 2010). Segundo Euzéby (2013), ha citagdo de
47 espécies e 24 subespécies incluidas no género Staphylococcus.

Esse género de bactéria € envolvida numa série de enfermidades
localizadas como infeccbes de feridas cutdneas ou mais profundas, mastite, otite
externa e média, ou sistémicas, neste caso bastante relacionado a procedimentos
invasivos, tanto em medicina humana como veterinaria. Considerando exclusivamente
as enfermidades de pele, podemos inferir tanto no lado estético, quanto na presenca de
doencas especificas que podem ser um fator de risco e contaminacao para as pessoas
que convivem diretamente com estes animais e ainda compartilham o uso de fémites.
Desta forma a dermatologia em pequenos animais é uma area crescente na medicina
veterinaria, necessitando de abordagem detalhada desde a anamnese e exames
complementares para o diagnéstico adequado, e as pesquisas nesta area tém sido
motivadas visando o diagnostico precoce, a manutengdo da qualidade de vida e de
protocolos de tratamentos inovadores.Existem muitas espécies de Staphylococcus
descritas, genericamente, divididas pela presenga da enzima coagulase, importante
fator de patogenicidade (GREENE, 2006; LOEFFLER & LLOYD, 2010). A capacidade
em produzir coagulase classifica as espécies em dois grupos: os Staphylococcus
coagulase positivos (ECP), incluindo as espécies: S. aureus sub aureus; S. aureus sub

anaerobius; S. hyicus; S. lutrae; S. intermedius; S. pseudintermedius; S. schleiferi sub
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coagulanse S. delphinie e os Staphylococcus coagulase negativos (ECN), incluindo
todas as demais espécies. Estas bactérias estdo amplamente disseminadas, podendo
ser considerados epidemiologicamente cosmopolitas. Sdo membros residentes da
microbiota normal da pele e das mucosas de humanos mamiferos e aves. Estao ainda
frequentemente envolvidas em grandes variedades de infec¢des, tais como
pneumonias, dermatites, piodermites, furunculoses, abcessos, conjuntivites, otites e
septicemia (REMONATO, 2007).

A probabilidade dos animais serem portadores de Staphylococcus spp comegou
a ser explorada a partir de meados da década de 2000, tendo sido encontrado em
varias espécies domésticas. O maior numero de artigos encontrados tem os cées e
gatos como espécies alvo, considerando o carater de proximidade ao ser humano que
os animais “pet” possuem (DEURENBERG, 2008).0 potencial zoondtico dos
staphylococcus spp vem sendo amplamente estudado e existem relatos de transmisséo
entre caes e proprietarios (MENDES, 2011).

A convivéncia entre homem e animais de companhia, caes e gatos € cada vez
mais intensa, formando lagos afetivos importantes, o que tem determinado que estes
animais tornem-se verdadeiros membros das familias. Hoje independente do tamanho,
aptiddao dos caes, como guarda, caga, etc, e de terem ou ndo raga definida, eles sédo
considerados caes de companhia, pois ao compartilharem a rotina diaria com seus
proprietarios e desta forma o controle das enfermidades é extremamente importante
(SILVA, 2007). Na Inglaterra, Loeffler etal, (2010) demonstraram a presenca de
Staphylococcus meticilina resistente (SMRA) em veterinarios, caes e seus proprietarios.

Da mesma forma, Hanselman et al. (2009) no Canada foram capazes de
indentificar relacdo entre “pets” e seus proprietarios para a presenca de SMRA. Em
caes, ao contrario de seres humanos e outras espécies domésticas, S.
pseudintermedius € o mais comum Staphylococcus coagulase positiva encontrado,
tanto em animais higidos quanto em animais com enfermidades como dermatite e otite
externa, embora diversos casos de infeccado por SMRA serem descritos. Eles podem
ser diferenciados pela capacidade de hidrolisar maltose e trealose. (GRIFFETH et al.,
2008; HANSELMAN et al., 2009; FAIRES et al., 2010)
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Porém, a partir de um isolamento inicial em aborigenes da Australia que nunca
haviam utilizado antibiéticos sintéticos, cepas de staphylococcus meticilina resistente
tém sido identificadas na microbiota de pessoas sem fatores de risco para
desenvolvimento de resisténcia, indicando a circulacdo na comunidade de cepas
meticilina resistente (DEURENBERG & STOBBERING, 2008).

A resisténcia a meticilina é conferida ao Staphylococcus através da insergao de
um componente génico mével ao seu cromossomo, chamado mecA. Esse gene codifica
para uma proteina de ligagdo da penicilina modificada (PBP 2a). O mecanismo de agao
dos B-lactamicos é através da capacidade de ligar a PBP nativa, impedindo a correta
montagem do peptideoglicano da parede celular e, assim, rompendo a bactéria. A
modificagao introduzida pelo mec A impede essa ligagao, tendo como consequéncia a
sobrevivéncia do microrganismo. Esse gene pode ser transmitido horizontalmente entre
bactérias e, ainda, pode aportar genes para resisténcia a outros grupos quimicos, ja
tendo sido detectada resisténcia conferida a até sete principios ativos diferentes. A
deteccgao deste fragmento génico por PCR é o método mais preciso para a identificagao
de SMRA (DEURENBERG & STOBERING, 2009; YAMAMOTO et al., 2010) Métodos
de triagem para SMRA s&o utilizados baseados na sensibilidade do isolado a oxacilina,
um analogo da meticilina, seja por teste de diluicdo em caldo e calculo da Concentragao
Inibitéria Minima ou por teste de difusdo utilizando discos, sendo que segundo € mais
rapido e econdmico (BRANCO,2006).

A presenga de SMRA em alimentos também apresenta risco a saude publica ja
que favorece ao aparecimento de portadores e facilita a ocorréncia de infecgées. Um
numero importante de artigos tem sido publicado nos ultimos anos demonstrando a
presengca de SMRA em animais de produgdo e alimentos de origem animal (de
NEELING et al., 2007; VAN DUIJKEREN, 2008; DE BOER et al., 2009; MEEMKEN et
al., 2009). O leite bovino é um alimento de alto valor nutritivo, extremamente importante
na dieta, principalmente de criangas. Para tal, deve ser produzido de forma segura e
industrializada sobre rigidas condicbes de higiene. O uso abusivo de antibiéticos na
producao leiteira tem como grave consequéncia a geragcao de resisténcia em
microrganismos. Apesar de ser relatado que SMR n&o € um patdégeno comum no leite,
a sua presenca tem sido relatada recentemente (FAGUNDES, 2004). A pesquisa de
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SMRA na matéria-prima leite deve ser uma importante ferramenta na seguranca
alimentar dos consumidores, dados do Brasil ainda sdo escassos. Gandra et al. (2009)
detectarem cepas SMR em queijo e embutidos na regido de Pelotas- RS.

Nos ultimos anos, além do microorganismo ter demonstrado que o alto quadro
infeccioso tem origem hospitalar, um numero crescente de relatos de infecgdes de
origem ambiental tem sido relatados (REMONATTO et al, 2007) estes denominados
como CA-MRSA e a bactéria de origem hospitalar denominada como HA-MRSA.

Muitas outras caracteristicas conferem a staphylococcus spp maior ou menor
patogenicidade, entre elas, fatores estruturais, producdo de enzimas, toxinas e
mecanismos de resisténcia a antimicrobianos. Ja em 1942, dois anos apds a introdugao
da penicilina para uso médico, foram identificadas cepas capazes de produzir
penicilinase e resistir a doses terapéuticas do medicamento. Da mesma forma, em
1961, também dois anos apods a introducdo do medicamento, cepas resistentes a
meticilina, um antibidtico B-lactamico resistente a penicilinase, foram identificadas. Os
Staphylococcusmeticilina resistentes (SMRA) foram isolados em pacientes humanos
hospitalizados e desde a década de 70 sdo os mais importantes microrganismos em
infecgbes nosocomiais humanas.

A problematica referente aos profissionais da area de saude, colonizados por
microrganismos resistentes a multiplas drogas, esta em evidéncia no cenario mundial
(MENDES, 2011).

A maioria dessas infecgdes nao responde mais ao tratamento com os
antimicrobianos anteriormente utilizados. O Staphylococcus aureus resistente a
multiplas drogas vem se disseminando nos servigos de saude, com destaque aos
resistentes a meticilina que repercutem em maior dificuldade de tratamento. Embora o
SMRA seja agente tipicamente hospitalar, ha relatos de sua disseminagdo na
comunidade. (MOURA et al, 2011)

Os dois principais fatores envolvidos no desenvolvimento da resisténcia aos
antibiéticos em bactérias sdo a pressao seletiva e a presenca de genes de resisténcia
(NEVES, 2007). Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SRMA) transporte nasal
na admissao ao hospital continua sendo um dos principais fatores de risco para a

infeccdo subsequente. Em cées, ao contrario de seres humanos e outras espécies
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domésticas, Staphylococcus pseudintermedius € o mais comum Staphylococcus
coagulase positiva, encontrado tanto em animais higidos quanto em animais com
enfermidades como dermatite e otite externa, embora diversos casos de infeccao por
SMRA sejam descritos. Este género pode ser diferenciado pela capacidade de
hidrolisar maltose e trealose (GRIFFETHET et al., 2008; HALSELMAN et al.,2009;
FAIRES et al., 2010).

A terapia antimicrobiana para infecgbes por este microorganismo inicialmente
era simples. A primeira vez que um antimicrobiano foi utilizado clinicamente funcionou
muito bem até a década de 1960, quando comegaram as cepas de Staphylococcus
aureus, a partir da descoberta da penicilina, se tornaram cepas resistentes a este
antibiético. (REMONATTO, 2007)

A prospeccao de plantas medicinais que possam ser utilizadas preventiva ou
curativamente para controle de SMRA parece ser uma alternativa viavel e de baixo risco
para animais, dependendo da demonstracdo da eficacia em estudos experimentais.
Varios outros artigos reportam a atividade in vitro de extratos de plantas frente a SMRA
(COUTINHO et al., 2008; Da SILVA et al., 2006; Da SILVA et al., 2008).

A aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) tem sido estudada por varios
pequisadores pelo seu efeito cicatrizante e atividade antimicrobiana (LUCENA, 2006). O
Chinchilho (Tagetes minuta) planta nativa da América do Sul é utilizada para tratamento
de reumatismo,cdlicas,vermes intestinais,digestiva e possui agdo antimicrobiana.O
jamboldo  (Syzygium  cumini) cultivado em varios paises com agao
antiviral,anticarcinogénica e antibacteriana (OLIVEIRA,2007). A carqueja (Baccharis
trimera) na medicina popular é utilizada como diurética, tbénica, antinflamatéria
(DUARTE, 2006). O Capim limao (Cymbopogon citratus) conhecido nas regides Sul e

Sudeste do Brasil utilizado em praticas medicinais (VIDA,2006).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a presenga de Staphylococcus coagulase positiva meticilina resistente
em caes, amostras de leite de vacas com mastite, trabalhadores em saude animal,
alunos do curso de graduacédo da Faculdade de Medicina Veterinaria — UFPel; RS e

alternativas de controle com uso de plantas medicinais.

2.2 Objetivos especificos

e identificar a prevaléncia e relacionar a fatores de risco de Staphylococcus
coagulase positiva meticilina resistente em caes higidos domiciliados e
nao domiciliados, bem como cades com otite e dermatite oriundos do
Hospital Veterinario da Faculdade de Veterinaria-UFPel (HCV) e de
Clinicas particulares do Municipio de Pelotas, RS;

e avaliar a prevaléncia de Staphylococcus coagulase positiva meticilina
resistente na mucosa nasal de estudantes do curso de Medicina
Veterinaria-UFPel e trabalhadores em saude animal;

e pesquisar a presenca de Staphylococcus coagulase positiva meticilina
resistente em amostras de leite bovino fresco coletado de vacas com
mastite;

e caracterizar género e espécie Staphylococcus coagulase positiva
meticilina resistente de acordo com as provas bioquimicas;

e testar a eficacia “in vitro” de extratos de plantas com indicativo etnografico
“antisséptico/desinfetante” frente a isolados de caes Staphylococcus

coagulase positiva meticilina resistentes.
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PREVALENCIA DE STAPHYLOCOCCUS SPP COAGULASE POSITIVA RESISTENTES
A METICILINA EM AMOSTRAS DE CAES DA ZONA URBANA DO MUNICIPIO DE DE
PELOTAS; RS.

Prevalence of coagulase positive staphylococci resistant to methicillin in dog
samples of urban area of Pelotas; RS.
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“Médica Veterinaria — Laboratério Regional de Diagnosticos - LRD— Universidade Federal de Pelotas; RS

ABSTRACT

Rates of antibiotic resistance in companion animals rose over the years , as more patients are
treated with broad-spectrum antibiotics without being sure of their real need , since tests for
bacterial identification and antimicrobial susceptibility many often not performed ( Guardabassi et al
(2004 ), Guardabassi et al (2008 ) cited by ISHII et al , 2010). Staphylococci is a ubiquitous Gram
positive bacteria in nature, often present on the skin and mucous membranes of animals.
Staphylococcus aureus is highlighted by the following characteristics: they are Gram positive cocci,
coagulase positive, B - hemolytic, maltose and mannitol positive and trainers of pigmented colonies
(Quinn et al., 1998). The aim of this work was to evaluate the sensitivity and prevalence of
coagulase positive Staphylococcus isolated from anal and nasal mucosa of healthy dogs, non-
domicilied and domiciled evaluating the possible risk factors. It was collected samples domiciled
healthy dogs and dogs gathered on the streets to the module Kennel Municipal Center for Zoonosis
Control of the City of Pelotas (MC - CCZ - PMP). Laboratory tests were performed at the
Laboratory of Infectious Diseases, Faculty of Veterinary UFPel. All materials were sown on

mannitol salt agar and incubated at 45 ° C for 24 to 48 hours as needed. After incubation, a colony
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coconut gram positive and catalase positive been characterized using biochemical tests , such as
coagulase MRVP ( Voges - Proskauer ) fermentation of maltose and trehalose ( Schissler et al
2009) The sensitivity was evaluated by the oxacillin disk diffusion test (Quinn et al., 1998). The
results foundin the nasaland anal samples (n =97) collected fromhealthy dogs not domiciled coming
from the Municipal Kennel Pelotas; RS was observed that 78(80%) were identified as staphylococci
which 43(44.3%) samples were characterize das coagulase positive staphylococcus and of these10
(10.3%) samples as methicillin resistant coagulase. Of analand nasal (n =95) conducted in 60 pet
dogs (63.1%) samples collected were identified as Staphylococcus spp and of these 26(27.3%)
samples were characterized as Staphylococcus coagulase positive where 5 (5.2% ) samples were
methicillin resistant S.coagulase no significant difference between the results obtained where
p>0.05. In the study it can be observed that Staphylococcus species are common members of
nasal microbiota and anal sadios.Staphylococcus dogs isolados not domiciled dogs and pet dogs

were resistant to methicillin.

INDEX TERMS: Staphylococcus, healthy skin, bacterial resistance.
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RESUMO

As taxas de resisténcia aos antibiéticos em animais de companhia se elevaram-se ao longo dos
anos, pois cada vez mais os pacientes sao tratados com antibidticos de amplo espectro sem a
certeza da sua real necessidade, ja que exames para a identificagdao bacteriana e a sua

susceptibilidade antimicrobiana muitas vezes nao sao realizados. Staphylococcus spp € uma
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bactéria Gram positiva ubiquo na natureza, frequentemente presente na pele e mucosas de
animais. O objetivo do trabalho foi avaliar a prevaléncia de Staphylococcus coagulase positivos
meticilina resistentes na mucosa anal e nasal de caes higidos ndo domiciliados e domiciliados
avaliando os possiveis fatores de risco envolvidos. Foram coletadas amostras de caes higidos
domiciliados e céaes recolhidos em via publica ao moédulo do Canil Municipal do Centro de
Controle de Zoonoses da Prefeitura Municipal de Pelotas (MC-CCZ-PMP). As provas
laboratoriais foram executadas no Laboratério de Doencas Infecciosas da Faculdade de
Veterinaria da UFPel. Todos os materiais foram semeados em Agar manitol salgado e
incubados a 37°C por 24 ou 48 horas conforme necessidade. Apds a incubagao, uma coldnia foi
classificada por suas caracteristicas morfo-tintorais e bioquimicas. A sensibilidade a Oxacilina
foi avaliada pela prova de difusdo em disco (QUINN et al., 1998).Foram encontradas 78 (80%)
amostras identificadas como Staphylococcus spp, 43 (44,3%) amostras foram caracterizadas
como staphylococcus coagulase positivas e 10 (10,3%) amostras como staphylococcus
coagulase meticilina resistentes em caes higidos ndo domiciliados oriundos do Canil Municipal
de Pelotas; RS.Das coletas (n=95) realizadas em cées domiciliados, 60(63,1%) amostras foram
identificadas como Staphylococcus spp, 26 (27,3%) amostras foram caracterizadas como
Staphylococcus coagulase positivas, 5 (5,2%) amostras foram S. coagulase meticilina
resistentes ndo havendo diferenga significativa entre os resultados obtidos (p>0,05) entre os
grupos.No estudo pode-se observar que espécies de Staphylococcus sdo membros comuns da
microbiota nasal e anal de caes sadios.Staphylococcus isolados de cdes nao domiciliados e

caes domiciliados apresentaram resisténcia a meticilina.

TERMOS DE INDEXACAO: Staphylococcus spp, coagulase positiva, doencas de caes,

resisténcia bacteriana
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1 INTRODUGAO

Todas as cepas de staphylococcus spp capazes de produzir coagulase foram
colocadas, antes de 16 de Janeiro de 1985, em subespécies S. aureus subsp aureus.
Desde esta data, os avancgos taxondmicos permitiram identificar outras espécies ou
subespécies que produziam ou podiam produzir coagulase, tais como: S. aureus subsp
aureus/anaerobius; S. delphini; S. hyicus; S. intermedius; S. lutrae e S. schleiferi subsp
coagulans. O S. pseudintermedius foi incluido nesta lista em 11 de julho de 2005.
(SILVA, 2013)

S. pseudintermedius € um comensal da pele e mucosas € 0 mais importante
patogeno isolado em amostras clinicas dos caes. Sendo considerado um patogeno
comensal e oportunista nesta espécie (BANNOEHR; GUARDABASSI, 2012). A
espécie constitui parte da microbiota cutdnea e superficies mucosas de caes higidos.
(SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001; COX, 2006) De acordo com Saijonmaa-Koulumies
e Lloyd (2002), a frequéncia de isolamento dessas bactérias é de 45% a 100% na pele
e pelos de caes desprovidos de qualquer lesdo cutdanea. Os mesmos autores sugeriram
que a microbiota estafilocdcica residente dos caes parece ser adquirida da mae no
periodo neonatal, ja nos primeiros sete dias de vida, contudo, mecanismos de defesa
da pele (fisicos, quimicos e imunologicos) limitam a multiplicagdo dessas bactérias e
impedem o surgimento de infecgbes cutaneas. (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001)

Staphylococcus coagulase positiva esta primariamente associado com
infecgcdes da pele e ouvido, mas pode estar associado com todo tipo de infecgao
comunitaria e hospitalar com difusdo de amostras resistentes aos antimicrobianos que
deram origem ao termo S. pseudintermedius resistente a Meticilina (SPRM) as quais

tem complicado o tratamento consideravelmente (COUGHLAN, 2010).

E provavel a transmissdo de estafilococos resistentes a meticilina entre os
animais e o homem (SEGUIN et al. 1999; MANIAN 2003; VAN Duijkeren et al. 2004a;
BAPTISTE et al. 2005; WEESE et al. 2006). Durante um congresso veterinario, nos
EUA, foram isoladas cepas de MRSA do pessoal veterinario de diversos paises
(HANSEMAN et al. 2006).
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A presencga e potencial transmissao de cepas de S. aureus resistentes entre
animais domésticos e o homem tem sido relacionados ao uso indiscriminado de
antibidticos beta- lactamicos por clinicos veterinarios na terapéutica de animais de
companhia sem realizagdo prévia de um antibiograma, o que contribui para uma
alteracao proteica na PBP 2a (Penicillin binding protein), que possui resisténcia baixa a
penicilinas. O mecanismo se deve a expressdo do gene mecA, presente no
Staphylococcal Cassete no cromossomo (SCCmec), levando ao perfil de resisténcia as

penicilinas, cefalosporinas e carbapenens(FREITAS, 2013).

As taxas de resisténcia aos antibiéticos em animais de companhia se elevaram
ao longo dos anos, e esse aumento acompanhou a utilizagdo mais frequente de
antimicrobianos no tratamento de infeccbes nesses animais, pois cada vez mais os
pacientes sao tratados com antibidticos de amplo espectro sem a certeza da sua real
necessidade, ja que exames para a identificacdo bacteriana e a sua susceptibilidade
antimicrobiana muitas vezes n&o sao realizados. (GUARDABASSI et. al. 2004,
GUARDABASSI et. al. 2008, ISHII, 2010) Métodos de triagem para Staphylococcus
meticilina resisténte sdo utilizados baseados na sensibilidade do isolado a oxacilina, um
analogo da meticilina. O teste de difusdo utilizando discos é mais rapido e econémico.
(GRIFFETH et al., 2008;SCHISSLER et al., 2009)

Este estudo se justifica pela atualidade do problema de pesquisa e objetiva
conhecer a situagao epidemiolégica de caes de Staphylococcus meticilina resistentes
coagulase positiva no Municipio de Pelotas, RS avaliando a sua importancia em saude

animal.

2 MATERIAL E METODOS

O modelo utilizado para este estudo foi transversal com amostragem
intencional, obtidas de cées de vias publicas recolhidos ao mdédulo do Canil Municipal
da Prefeitura Municipal de Pelotas com dois fins castracdo de fémeas e risco de

agressao a populagao, e de caes domiciliados da zona urbana de Pelotas, RS. Os caes



28

domiciliados foram obtidos por disponibilidade de proprietarios e de caes levados a

atendimento veterinario, sem lesdes de pele ou mucosa.

A amostra foi calculada levando em consideragdo a populagdo canina do
Municipio de Pelotas, estimada em aproximadamente 70 mil caes, a partir da referéncia
atualizada pela populacdo humana (328.275 hab.) obtida pelo censo IBGE-2010, com
prevaléncia do problema estimada em 10%, erro aceitavel de 1% e intervalo de
confianga de 99%. Este calculo indicou que a amostra minima a coletar deveria ser de
83 animais de cada grupo-rua e domiciliados (calculo através do Programa Estatistico
Epinfo 6). Ao final, foram coletados 97 animais ndo domiciliados e 95 domiciliados.
Dados demograficos e epidemiolégicos foram recolhidos por meio de uma ficha
incluindo origem, idade aproximada, raga, tipo de pelame, tamanho e nos domiciliados,
proximidades com o homem, outras enfermidades, historia de tratamento prévio,
histérico de infecgdes em seres humanos compativel com Staphylococcus. Para
prevaléncia e fatores de risco, comparagdes univariadas foram calculadas pelos Testes

Frequéncia e Qui? pelo programa estatistico — Epi Info 6.

2.1 Procedimentos éticos

O Projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Pelotas, Faculdade de Veterinaria sob o protocdlo de n°
23110.000062/2013-01 e aprovado por este Comité N°0312000000.

2.2 Procedimentos da coleta de dados

Os dados foram coletados com o preenchimento de fichas contendo dados
epidemiologicos dos caes (anexo | e Il) incluindo idade, porte, género e uso de

medicacgao (antibidtico ou/e antinflamatério) nos 15 dias anteriores a pesquisa.
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2.3 Coleta de material

As amostras da regido anal e nasal foram coletadas com suabes umidos
segundo descrito por (Coughlan et al, 2010),sendo devidamente identificadas,
acondicionadas e transportadas ao Laboratério de Doencgas Infecciosas da Faculdade
de Veterinaria da UFPel.

A semeadura do material foi realizada no mesmo dia da coleta, em placas de
petri contendo meio de cultura Agar Manitol salgado seletivo (Mannitol Salt Agar Base -
HMEDIA®) para Staphylococcus spp. previamente preparado e testado
(BAPTISTE,2005).

2.4 Isolamento e identificagdo de Staphylococcus coagulase positivo meticilina

resistente

Apo6s a incubacdo, uma colénia de cada amostra indicando positividade na
fermentacdo de manitol foi caracterizada e identificada pelos métodos bioquimicos
segundo Quinn et al. (1994). Além disso, a resisténcia a meticilina foi aferida para a
todas as amostras isoladas através de antibiograma utilizando teste de difusdo com
discos de oxacilina a 1ug (Cefar, Sdo Paulo, Brasil) conforme recomendado por
Schissler et al., 2009.

3 RESULTADOS

Os resultados serdo expressos como animais positivos aqueles que os isolados
forem Staphylococcus coagulase positiva. Nas amostras obtidas de caes higidos nao
domiciliados oriundos do Canil Municipal de Pelotas, RS, em 78 (80%) amostras foram
identificadas coldnias compativeis com Staphylococcus spp, onde 43 (44,3%) amostras
foram caracterizadas como Staphylococcus coagulase positiva e, destas, 10 (10,3%)
amostras foram meticilina resistentes. Das coletas (n=95) realizadas em cées

domiciliados, 60 (63,1%) amostras foram identificadas como Staphylococcus spp e



30

destas 26 (27,3%) amostras foram caracterizadas como Staphylococcus coagulase

positivas onde 5 (5,2%) amostras foram S.coagulase meticilina resistentes (Tabela 1).

Tabela 1 - Prevaléncia de Staphylococcus spp.,Staphylococcus coagulase positiva e
Staphylococcus meticilina resistenfe em amostras isoladas de cées higidos nao
domiciliados e cdes domiciliados do Municipio de Pelotas;RS (2010-2013).

S. coagulase positiva meticilina
resistente

Staphylococcus spp S. coagulase positiva n
Cies ii domiciliados 78 (80%) A 43 (44,3%) A 10 (10,3%)A 97
Cies domiciliados 60 (63%) B 26 (27,3%) B 5(5,3%) A 95
Total 192

Letras diferentes nas colunas indicam diferengas significativas (p<0,05).

Nos caes oriundos do Canil Municipal (n=97) pode observar-se que houve um
maior percentual de isolamento de amostras do género Staphylococcus spp. € maior
percentual de amostras coagulase positivas isoladas em relagdo aos domiciliados
(p<0,05). Em relacao ao fator resisténcia a meticilina, o percentual de amostras isoladas
dos caes do Canil (10,3%) € maior que as amostras isoladas dos cades domiciliados
(5,35%), porém essa diferenga nao foi significativamente diferente.

Foram avaliadas durante as coletas amostras nasais em caes nas faixas de
idade de 0 a1, 1a6e7a 10 anos, o porte dos cdes como pequeno,médio e grande,
sexo (machos e fémeas) e o uso de medicagdo (anti-inflamatdrios, antibidticos ou

nenhuma) conforme a tabela 2.
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Tabela 2- Prevaléncia Staphylococcus spp, Staphylococcus coagulase positiva e
Staphylococcus meticilina resistente em amostras isoladas relacionadas a idade, sexo,
porte e administragdo medicamentosa em caes higidos domiciliados e nao domiciliados
do Municipio de Pelotas, RS (2010-2013).

Amostras isoladas de caes (%)

n=192
Staphylococcus spp. S.coagulase positiva S.coag. pos.meticilina resistente n
Idade (0 a 1) 12 (63%) 5(26%) 2 (10%) 19
Idade (1 4 6) 76 (71%) 37 (34%) 10 (9,2%) 107
Idade (7 4 10) 49 (74%) 27 (40%) 3 (4,5%) 66
Porte pequeno  45(71%) 23 (53%) 5(8,1%) 63
Porte médio 66(70%) 33(35%) 7(1,5%) 93
Porte Grande 26(72%) 13(36%) 3(8,3%) 36
Machos 67 (70%) 35 (36%) 7 (7,4%) 95
Fémeas 70(72%) 34(35%) 8 (8%) 97
Antiinflamatério  11(73%) 4(26%) 0(0%) 16
Antibiotico 58(65%) 27(30%) 8(9%) 89
Nenhum medican 68(78%) 38(43%) 7(8%) 87

Nado foram observadas diferencas significativas entre nenhuma das variaveis
analisadas. A faixa etaria mais velha apresentou menor percentual (4,55%) de
isolamento de Staphylococcus coagulase positiva meticilina resistente do que as
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demais (0-1 ano — 10%, 1-5 anos — 9,2%), ainda que essa diferenga n&o tenha sido
significativamente resistente (p>0,05). Em relagdo ao porte e ao género, os percentuais
observados de isolamento de SCPMR foram muito semelhantes. Animais submetidos a
tratamento com antibidticos nos 15 dias anteriores a coleta ndo apresentaram diferenca
significativa em relagdo aqueles que n&do haviam recebido tratamento com antibi6tico

(9% e 8%, respectivamente).

As amostras isoladas S. coagulase positiva de caes domiciliados e néo
domiciliados foram caracterizadas bioquimicamente de acordo com Schissler et al.,

2009, conforme os resultados da tabela 3.

Tabela 3 - Espécies de Staphylococcus coagulase positiva isoladas de amostras de
caes higidos nao domiciliados (n=97) oriundos do Canil Municipal de Pelotas; RS e de
caes higidos domiciliados (n=95), Pelotas; RS (2010-2013).

Espécie Domiciliados Nao domiciliados
n=95 n=97
S. pseudointermedius 16 (61,5%) 0
S. aureus sub. Aureus 04 (15%) 11 (25%)
S. aureus sub anaerobius 05 (19,2%) 6 (13%)
S. intermedius 01 (3%) 3 (6%)

A caracterizagdo dos isolados foi realizada de acordo com as provas
bioquimicas SCHISSLER et al., 2009 onde das 95 amostras isoladas de caes
domiciliados 16/61,5% foram pseudointermedius, 4/15% S. aureus sub. Aureus,
5/19,2% S. aureus sub anaerobius e 1/3% S.intermedius. Em relagdo aos céaes
domiciliados ndo houve nenhuma amostra Staphylococcus coagulase positiva S.
pseudointermedius isolada, 11/25% foram S. aureus sub. Aureus, 6/13% foram S.

aureus sub anaerobius e 3/6% isolados de S. intermedius.
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A frequéncia das diferentes espécies em relacdo as amostras de caes
domiciliados e ndo domiciliados S. coagulase positiva demonstra um maior percentual

em relacao a presencga de Staphylococcus pseudointermedius.

4 DISCUSSAO

O S.pseudointermedius € um residente normal da pele canina saudavel
(ROSSER Jr, 2006), mas também €& sabidamente o principal agente envolvido em
infeccdes nesta espécie hospedeira (COX et al 2006). E considerado um patdgeno
comensal e oportunista na espécie canina (BANNOEHR, 2012). A espécie constitui
parte da microbiota cutdnea e superficies mucosas de caes higidos (SCOTT; MILLER;
GRIFFIN, 2001; COX, 2006). De acordo com Saijonmaa-Koulumies e Lloyd (2002), a
frequéncia de isolamento dessas bactérias é de 45% a 100% na pele e pelos de caes
desprovidos de qualquer lesdo cutanea. O predominio deste patdgeno sobre cepas de
S. aureus provavelmente se deva ao carater competitivo que existe naturalmente entre
as bactérias.

As regides anatdbmicas oral, nasal e anal parecem servir como reservatorios
ocorrendo com grande frequéncia, parecendo assim ser uma bactéria nbmade ou
transitoria. E relevante destacar a importancia da via de transmissdo e eliminagéo
através da mucosa nasal, o que provavelmente favoreca a manutencao e resisténcia
desses patdégenos nas vias respiratérias além do microclima do focinho e alta

competitividade com outros microrganismos nas fezes (SCHISSLER et. al. 2009).

Comparando os resultados das amostras dos cdes ndo domiciliados com os
caes domiciliados, o percentual de isolamento de Staphylococcus spp coagulase
positiva foi maior nos caes alojados no canil. Porém, ambos demonstraram a presenca
de bactérias resistentes sem diferencga significativa na prevaléncia entre os grupos,
embora em maior prevaléncia nos caes do canil. Esperava-se que os caes domiciliados
tivessem maior pressao de selecao exercida pelo uso indiscriminado de antibidticos de

mesmo grupo (penicilinas) ou o contato mais préximo com o ser humano.

Os abrigos sédo, de modo geral, um meio estressante para caes devido ao seu

confinamento, isolamento social, novos ambientes, aglomeragdo, competicdo por
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alimentos e ma nutricdo, tornando os animais que vivem nesses ambientes mais
susceptiveis a diversas infec¢gdes (TUBER, 1999; HENNESSY, 2002; COPPOLA,
2006). Portanto, a relagdo entre caes de abrigo e 0 homem, sempre devera ser objeto
de preocupagao e cuidados principalmente em ambientes de abrigo onde o contato
estreito entre os animais e o homem pode possibilitar a contaminagéo horizontal.

Nos cédes ndo domiciliados o fato talvez esteja relacionado a grande
plasticidade das bactérias em diversos ambientes relacionados aos fatores ambientais
e climaticos, associados ao comportamento gregario das matilhas. Em ambos os
grupos de caes, pode haver relagdo ao possivel contato com residuos humanos,
alimentos que podem conter tanto antibiéticos quanto bactérias resistentes. Também,
ressalta-se que as amostras de caes de rua sao os recolhidos pelo CCZ e manipulados
por veterinarios, muitos tratados com antibiético por serem recolhidos enfermos.

A frequéncia dessa transmissdo ainda ndo € conhecida. Os cées sao
reservatorios dessas bactérias multidrogas resistentes e podem transmitir através de
plasmidios os genes de resisténcia. E provavel que o aumento da proximidade com
esses animais facilite a transmissdo, causando um grave problema de saude publica
(CRUZ, 2009). Staphylococcus meticilina resistente (MRSA), se torna uma causa
importante na comunidade hospitalar e infec¢gdes associadas em humanos, tornando-se
cada vez mais reconhecido como um patdégeno em animais de companhia
(FREITAS,2013).

A resisténcia a meticilina, que é utilizada para avaliar a multirresisténcia aos
betalactamicos, foi pesquisada neste estudo pelo método de difusdo em disco e
detectada em 7,8% (15/192) do total das amostras resultado semelhante ao percentual
encontrado no estudo de Jones et al. (2007), Nienhoff et al. (2011), Youn et al. (2011)
e Proietti et al. (2012), nos quais a frequéncia de Staphylococcus resistentes a
meticilina (MRSP) variou de 7,4% a 41,4% das amostras avaliadas. Como o aumento
da prevaléncia de MRSP em cdes com pioderma superficial € um acontecimento
relativamente recente (JONES et al. 2007, LOEFFLER et al. 2007, LUCIA et al. 2011),
torna-se importante a avaliacao local e periddica dos perfis de suscetibilidade.

Em um estudo realizado para investigar se a resisténcia aos antibidticos por

cepas de S. aureus e S. intermedius variavam conforme algumas variantes como: local
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de isolamento, sexo ou idade, demonstrou que as cepas de S. intermedius
apresentaram maior frequéncia de resisténcia em caes adultos e machos em
comparagao com os jovens ou fémeas (HOEKSTRA & PAULTON, 2002) o que néo foi

encontrado neste estudo.

5 CONCLUSAO

Com base nos resultados do presente estudo, pode-se observar que espécies
de Staphylococcus meticilina resistentes sdo membros comuns da microbiota normal de
caes o que leva a necessidade de estudos mais detalhados sobre a transitoriedade

desta bactéria no meio ambiente hospitalar e comunitario.

6 REVISAO BIBLIOGRAFICA

BAUER, A. W. Authentic susceptibility testing by a standarzed single disk method
Americam Journal Clinical Pathology, Philadelphia, v. 45, n. 4, p. 493-496, 1966.

BAPTISTE, K.E., Methicillin-resistant staphylococci in companion animals.Emerg Infect
Dis 11, 1942-1944, (2005).

BIBERSTEIN, E.L.; JANG, S.S.; HIRSH. D.C.; Species distribution of coagulase positive
Staphylococci in animals.Journal of Clinical Microbiology 19, 610-615.1984

COUGHLAN, K.E., Olsen, K.E, Boxrud.D., BENDER, J.B, Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus in resident animals of a long-term care facility. Zoonoses Public
Health. 2010 May; 57(3):220-6.

CUNY,C., KUEMMERTLE, J., STANEK, C., WILLEY, B., STROMMENGER, B. and
WIILTE, W. (2006). Emergence of MRSA infections in horses in a veterinary hospital:
strain characterisation and comparison with MRSA from humans. Euro Surveill 11, 44-
47.

CRUZ, A.R; PAES, AC, SIQUEIRA, AK. Perfil de sensibilidade de bactérias patogénicas
isoladas de cées frente aantimicrobianos. Vet. e Zootec. 2012 dez.; 19(4): 601-610.

FREITAS, A. B.; STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTENTES EM ANIMAIS DE
COMPANHIA; Revista Eletrénica Novo Enfoque, ano 2013, v. 16, n. 16, p. 95 — 101,
2013.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Coughlan%20K%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=20042067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Olsen%20KE%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=20042067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boxrud%20D%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=20042067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bender%20JB%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=20042067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=staphylococcus+nasal+cohghlan
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=staphylococcus+nasal+cohghlan
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=staphylococcus+nasal+cohghlan

36

GRIFFETH, G.C. Screening for skin carriage of methicillin-resistant coagulase-positive
staphylococci and Staphylococcus schleiferi in dogs with healthy and inflamed skin.
Vet. Dermatol., v. 19, p. 142-149. 2008.

HANSELMAN, B.A.; KRUTH, S.A; ROUSSEAU, J.; WEESE, J. S.; Coagulase positive
Staphylococcal colonization of humans and their household pets. Canadian Veterinary
Journal, v. 50, p.954-958, 2009.

HOEKSTRA PAULTON, Em susceptibilidade antimicrobiana in vitro de estafilococos
isolados de piodermite canina no Rio de Janeiro, Brasil -2002, Braz J Microbiol 2002
Jul-Set, 40 (3):. 490-494.

LOEFLLER, A., BOAG, AK. SUNG, J., LINDSAY, JA., GUARDABASSI, L.,
DALSGAARD, A., SMITH, H., STEVENS, K.B. (2005) Prevalence of Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus among staff and pets in a small animal referral hospital in the
UK. J. Antimicrob Chemother 56, 692-697.

QUINN, P.J. Clinical veterinary microbiology. London: Mosby, 1994. 648p.

TUBER, D. S.; MILLER, D. D.; CARIS, K. A.; HALTER, R.; LINDEN, F.; HENNESSY, M.
B. Dogs in animal shelters: problems, suggestions, and needed expertise.Psychological
Science, Oxford, v. 10, n. 5, p. 379-386, 1999.

REMONATTO,G.,CARDOSO,C.M.,,MARQUES,C.G.,SILVA,A.E.B.,GELATTI,.L.C.,LEITE
C.F.M. MRSA: um patdégeno emergente ; Irmandade Santa Casa de Misericérdia de
Porto Alegre; 2007.

ROSSER JR., PETERSEN, A.D., WALKER, R.D., BOWMAN, M.M., SCHOTT, H.C.,
Antimicrobial Resistance in Staphylococcus pseudintermedius in the Norwegian Dog
Population, = Microbial Drug  Resistance. = March 2006, 15(1):  55-59.
doi:10.1089/mdr.2009.0865.

SEGUIN, J.C., Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Outbreak in a Veterinary
Teaching Hospital: Potential Human -to-Animal Transmission. J Clin Microbiol 37, 1459-
1463,1999.

SCOTT,D. W.; MILLER,HW.; GRIFFIN, C. E. Muller & Kirk — Small animal
dermatology. 6th. Philadelphia: Saunders, 2001. 1528 p.

SCHISSLER, J.R.; Evaluation of clinical standards Institute interpretative criteria for
methicilin-resistant Staphylococcus pseudointermedius isolated from dogs. J. Vet.
Diagn. Invest., v. 21, p. 684-688. 2009.

TALLY, F. P.; BARG, N. L. Estafilococos: abscessos e outras doencas. In:
SCHAECHTER, M.; ENGLEBERG, C. N.; EISENSTEIN, B. |.; MEDOFF, G.
Microbiologia: mecanismos das doengas infecciosas. 3. ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 2002. p. 120-127.


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3DHOEKSTRA%2BPAULTON,%2B2002%2Bpseudintermedius%26biw%3D1024%26bih%3D483&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://dx.doi.org/10.1590%252FS1517-838220090003000011&usg=ALkJrhj_w3hOgqUCmIyndEoIU3a4MZOHvA

37

WEESE, J.S., DICK, H., WILLEY, B.M, McGeer, A., KREISWIRTH, B.N., INNIS, B. and
LOW, D.E. (2006), Suspected transmission of methicillin-resistant Staphylococcus

aureus between domestic pets and humans in veterinary clinics and in the household.
Vet Microbiol 115, 148-155.



3.2 Artigo 2

STAPHYLOCOCCUS COAGULASE POSITIVA METICILINA RESISTENTE EM CAES
COM OTITE/DERMATITE EM PELOTAS; RS.

CHAFFE.A.B.P.; CONRAD .B. ;LESSA. L; SCHUCH. L.F.D.; LADEIRA.S.;SCHRAMM R.

Artigo submetido a revista Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science



39

STAPHYLOCOCCUS COAGULASE POSITIVA METICILINA RESISTENTE EM CAES
COM OTITE/DERMATITE EM PELOTAS; RS.

(Methicillin resistant staphylococcus coagulase positive in dogs with otitis /

dermatitis in Pelotas; RS.)

CHAFFE..AB.P."; CONRAD .B. 3LESSA. L.; SCHUCH.. L.F.D.>;LADEIRA. S °;; . SCHRAMMR. ®

' Bidloga — Secretaria Municipal da Saude-Departamento de Vigilancia em Saude - P6s Graduanda Faculdade de Veterinaria —

Universidade Federal de Pelotas; RS
2Graduanda Faculdade de Medicina Veterinaria-Universidade Federal de Pelotas; RS

3 Prof. Dr. Doengas Infecciosas - Faculdade de Medicina Veterinaria-Programa de P6s Graduagéo-Universidade Federal de Pelotas;
RS

® Médica Veterinaria— Laboratério Regional de Diagnosticcos — Universidade Federal de Pelotas; RS

ABSTRACT

Samples from 62 dogs with 24 coming from private clinics and 38 dogs UFPEL-care Veterinary
Hospital were obtained. All dogs were diagnosed with dermatitis and otitis externa. Animals with
pain, pruritus, erythema, scaling, pustules and lesions in the skin paste were diagnosed with
pyoderma and those with pain, pruritus, erythema, desquamation, and auricular otitis externa.
The collection of clinical specimens was performed by veterinary surgeons who performed the
diagnoses of animals. In isolates from dogs with dermatitis (n = 9) revealed that 55% of the
samples were Staphylococcus spp, 33% S. coagulase positive and no strain was resistant to
methicillin. In isolates from dogs with otitis (n = 53) 77% were Staphylococcus spp, coagulase-
positive S. 41% and 17% were resistant to methicillin. In the range of 1 to 6 years of 33 samples
72% were Staphylococcus spp, 45% were S. coagulase positive and 18% showed resistance to

methicillin. Regarding medium dogs 27 samples 66% were Staphylococcus spp, coagulase-
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positive S. 33% and 7% were resistant to methicillin voted in larger samples collected. Dogs with
short hair were the majority, with 38 samples collected where 76% of these were
Staphylococcus spp, 44% were S. coagulase positive and 15% were resistant to methicillin.
Females were most collections in which 42 samples of females 69% were Staphylococcus spp,
35% were S. coagulase positive and 19% seem quite resistant to methicillin. The species
foundin the highest percentage were S.intermedius and S.pseudointermedius.Where 44% of
dogs withotitis S.pseudo intermedius and 33% were S.intermedius. Regarding the use of
medication most dogs made use of anti-inflammatory Where totaling 36 samples, 75% were
Staphylococcus spp, coagulase S. 44% positive and 11% were resistant to methicillin.There was
no significant difference (p> 0.05) between isolated Staphylococcus spp, S. coagulase-positive
and coagulase-positive S. reistentes methicillin in relation to the age, size, coat, sex, medication
use variables.The susceptibility of the isolates in dogs with otitis front ofresistance tooxacillin
demonstrates concern about the o veruse of antimicrobial sand justifies periodic bacteriological
analyzes in order to minimize bacterial resistance, possible therapeutic failures and al
somotivates the prudent antimicrobial treat ment.

INDEX TERMS: Staphylococcusspp, ear infections, dermatitis, bacterial resisténcia.
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RESUMO

Foram obtidas amostras de 62 cées sendo 24 oriundos de clinicas particulares e 38 caes de
atendimentos do Hospital Veterinario - UFPEL. Todos os caes apresentavam diagnédstico de
dermatite e otite externa. Os animais com dor, prurido, eritrema, descamacao, pustulas e lesdes

em colar na pele foram diagnosticados com piodermite e aqueles com dor, prurido, eritema,
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descamacdo e secrecdo auricular com otite externa. A coleta dos espécimes clinicos foi
realizada pelos médicos veterinarios que realizaram os diagnésticos dos animais. Nas amostras
isoladas de cdes com dermatite (n=9) observou-se que 55% das amostras eram de
Staphylococcus spp, 33% S. coagulase positiva € nenhuma amostra apresentou resisténcia a
metiilina. Nas amostras isoladas de caes com otite (n=53) 77% foram Staphylococcus spp,
41% S. coagulase positiva e 17% apresentaram resisténcia a meticilina. Na faixa de 1 a 6 anos
de 33 amostras 72% foram Staphylococcus spp, 45% foram S. coagulase positiva e 18 %
apresentaram resisténcia a meticilina. Em relacao aos cédes de porte médio de 27 amostras
66% foram Staphylococcus spp, 33% S. coagulase positiva e 7% foram resistentes a meticilina
considerados em maior amostragem coletada. Os caes de pelagem curta foram a maioria,
sendo 38 amostras coletadas onde 76% destas foram Staphylococcus spp, 44% foram S.
coagulase positiva e 15% resistentes a meticilina. As fémeas foram a maioria das coletas onde
em 42 amostras de fémeas 69% foram Staphylococcus spp, 35% foram S. coagulase positiva e
19% resitentes a meticilina. Em relagcdo ao uso de medicagdo a maioria dos caes fazia uso de
anti-inflamatério onde no total de 36 amostras, 75% foram Staphylococcus spp, 44% S.
coagulase positiva e 11% eram resistentes a meticilina. As espécies encontradas em maior
percentual foram o S. pseudointermedius e S. intermedius. Onde 44% de cées com otite foram
S.pseudointermedius e 33% S. intermedius. Nao houve diferenga significativa (p>0,05) entre os
isolados Staphylococcus spp, S. coagulase positiva e S. coagulase positiva reistentes a
meticilina em relagdo as variaveis idade, porte, pelagem, sexo, uso de medicacdo. A
suscetibilidade dos isolados em caes com otite frente a resisténcia a meticilina demonstra a
preocupacdo em relacdo ao uso abusivo de antimicrobianos e justifica as analises
bacteriologicas periédicas a fim de minimizar a resisténcia bacteriana, possiveis falhas

terapéuticas e também motiva a antimicrobianoterapia prudente.

TERMOS DE INDEXACAO: Staphylococcus spp, otite, dermatite, resistencia bacteriana
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1 INTRODUGAO

Membros do género Staphylococcus sp. sdao amplamente disseminados e
podem ser considerados epidemilogicamente ubiquos.Varias espécies de
Staphylococcus fazem parte da microbiota da pele e mucosas (cavidade oral, das vias
aéreas superiores, genitourinaria e intestinal) de humanos e animais. Entretanto podem
causar uma variedade de infecgbes oportunistas (LILENBAUM et al.; 2000; RICH;
ROBERTS, 2004; SASAKI,et al; 2007; HALNSELMAN et al.2009; MOODDLEY et al.
2009).

Desde a introdu¢cdo de antimicrobianos na pratica da medicina moderna os
Staphylococcus evoluiram em resposta a esta pressao. O uso indiscrimidado de anti-
microbianos, frequentemente determinado por clinico de pequenos animais sem a
prévia realizacao de cultura bacteriana ou testes de suscetibilidade aos antimicrobianos
(TSA), também tem contribuido para o aparecimento de cepas multiresistentes. Nas
ultimas décadas houve um aumento significativo da presenca de Staphylococcus
meticilina resistente (MRSA) em animais domésticos. Apesar de alguns autores
considerarem o potencial zooantropozoondtico da infeccdo muito limitado, houve
constatacao nos Estados Unidos do aumento da presenca de cepas resistentes a
meticilina entre os anos de 2001 e 2005 em animais de companhia.

Atualmente, sabe-se que o principal agente etiolégico envolvido no pioderma
canino € o S. pseudintermedius, descrito por Devriese et al. em 2005. Até entao, tal
patogeno era referido como S. intermedius (DeBOER, 1990; MASON, 1991; HILL;
MORIELLO, 1994; PELLERIN et al., 1998), relatado pela primeira vez em 1976 por
Hajek. Antes disso, esse Staphylococcus foi erroneamente identificado como S. aureus,
o qual era apontado como principal causador de lesdes cutdaneas em caes, fato
contestado por |Ihrke (2005), que afirmou ser raro o isolamento de S. aureus a partir de
piodermas nessa espécie. Cada vez mais, estudos demonstram que estas espécies
devem também receber atengédo (MORRIS et al., 2006;SOARES, et al.;2008).
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Mesmo aquelas espécies isoladas de animais sadios sdo potencialmente
patogénicas (COX, 2006). Segundo estatisticas da ANVISA, infecgdes por MRSA em
humanos tém uma mortalidade 2,5 vezes maior que as infecgdes por S.aureus
sensiveis a meticilina. Géneros de staphylococcus coagulase positivos de animais
apresentam consideravel capacidade de transferir determinantes de resisténcia para
cepas humanas e, por isso, as infecgdes por S. aureus multirresistentes em animais de
companhia devem ser interpretadas como um problema de saude publica (FREITAS et
al,2013).

A otite externa € uma doenga muito comum, sendo estimado que 5 a 20% dos
cades sejam acometidos por esta enfermidade em algum momento de sua
vida(ROUGIER, 2005). Os microrganismos mais comuns na etiologia da otite bacteriana
incluem membros do género Staphylococcus principalmente o Staphylococcus
pseudointermedius, e bastonetes gram negativos como Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia colli (SCOTT et al.,2001). As
otites caninas constituem um dos principais motivos de consultas a médicos
veterinarios. Além de ser uma afecgao bastante comum nesta espécie, ela produz
efeitos de grande desconforto tanto para o paciente quanto para o proprietario, tais
como vocalizagdo, nervosismo, agitagdo, dor, prurido, secre¢cdo e odor. Tal
situacdo impele o proprietario a busca de uma cura rapida para seu animal de
estimacgao (TULESKI, 2007).

O objetivo do presente trabalho foi isolar Staphylococcus de cées com otite ou

dermatite e identificar a presencga de cepas coagulase positiva, meticilina-resistentes.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

As amostras de Staphylococcus foram coletadas de 62 cdes sendo 24
oriundos de clinicas particulares e 38 caes de atendimentos do Hospital Veterinario

(HCV) — UFPel onde foram coletados os dados epidemiolégicos de cada animal
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através de uma ficha (anexo Ill).Todos os cées apresentavam diagndéstico de dermatite
ou otite externa. Os animais com dor, prurido, eritrema, descamacéo, pustulas e lesées
em colar na pele foram diagnosticados com piodermite e aqueles com dor, prurido,
eritema, descamacéao e secregao auricular com otite externa. Os diagndsticos clinicos
destas enfermidades foram realizados pelos médicos veterinarios das clinicas que
atenderam os animais. As analises de prevaléncia e fatores de risco foram realizados
através do EPI INFO, 6.0.

2.2. Amostras bacterianas
Coletas dos espécimes clinicos

As amostras dos animais com diagnéstico clinico de piodermite foram obtidas
do material presente sob as crostas com auxilio de suabes estéreis. No caso de animais
com otite externa, o espécime clinico (secrec¢ao auricular) foi coletado com o auxilio de
suabe estéril apos anti-sepsia no entorno do local da coleta com alcool 70%. A coleta
dos espécimes clinicos foi realizada pelos médicos veterinarios que realizaram os
diagndsticos dos animais. As amostras foram enviadas para o laboratério de Doengas
Infecciosas da Faculdade de Veterinaria na rotina dos diagndsticos sendo registradas

em fichas contendo os dados epidemiologicos de cada animal.

2.3 Isolamento e identificagao de amostras bacterianas

Os espécimes clinicos foram semeados em meio agar manitol salgado
(Mannitol Salt Agar Base - HMEDIA®) e incubados a 37°C por 48 h. A identificacao
bacteriana foi realizada com base nas caracteristicas coloniais, morfo tintoriais
(coloragdo de Gram) e bioquimicas, tais como: produgdo da catalase, produgédo de
coagulase livre, producdo de acetoina (Teste de Voges-Proskauer), fermentacéo de
maltode e D-manitol ( MAC FADDIN,1997; BANNERMAN, 2003).
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2.4 Determinacgdo de resisténcia aos agentes antimicrobianos pelo método de difuséo
em disco

Todas as amostras bacterianas de Staphylococcus spp foram analisadas
quanto a resisténcia aos agentes antimicrobianos pelo método de difusdo de disco
seguindo o padrédo estabelecido pelo CLSI (2011) em Agar Miiller-Hinton (MicroMED®)
onde as colbnias foram semeadas em placas contendo o meio e discos de
antimicrobiano (oxacilina 1ug) onde foram depositados com o auxilio de uma pinga. As
placas foram incubadas a 35°C por 24 horas em aerobiose. Apds o periodo de
incubacéo, foi feita a leitura através dos diametros dos halos de inibigdo de crescimento
onde foram medidos para interpretacdo dos resultados. As amostras consideradas

resistentes eram as que possuiam um halo menor ou igual a 14 mm.

3 RESULTADOS

Tabela 1 - Prevaléncia de Staphylococcus spp., S. coagulase positiva e S. meticilina
resistente de amostras isoladas de caes com dermatite ou otite externa de Clinicas
particulares e atendimentos de rotina do Hospital Veterinario da Faculdade de
Veterinaria (HCV) -UFPel, Pelotas., RS.

Amostras de cies isoladas (%)

Staphylococcus spp S. coagulase positiva S. coag.positiva meticilina
resistente
Cées dermatite 5(55%) 3(33%) 0 9
Caes Otite 41(77%) 22(41%) 9(17%) 53

Nas amostras isoladas de caes com dermatite (n=9) observou-se que 55%

(n=5) das amostras eram de Staphylococcus spp, 33% (n=3), S. coagulase positiva e
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nenhuma amostra apresentou resisténcia a meticilina. Nas amostras isoladas de caes
com otite (n=53), 41% (n=77) eram Staphylococcus spp, 41% (n=22) eram
Staphylococcus coagulase positiva e 17% (n=9) apresentaram resisténcia a meticilina.

Tabela 2- Prevaléncia de amostras Staphylococcus spp, S. coagulase positivas e
S. meticilina resistente isoladas de caes com Otite e dermatite em clinicas e Hospital

Veterinario-HCV-UFPel por idade,porte,pelagem,sexo e uso de medicagdao (2011-

2013).

Amostras isoladas de caes com Otite e Dermatite (%)

Staphylococcus spp.  S.coagulase positiva S.coag. pos.meticilina resistente n
Idade (0a 1) 5(62) 2(25) 0 (00) 8
Idade (14 6) 24 (72) 15 (45) 6 (18) 33
Idade (72 10) 17(80) 8 (38) 3(14) 21
Porte pequeno 17 (85) 10 (50) 2(10) 20
Porte médio 18 (66) 9 (33) 2( 27
Porte Grande 11 (73) 6 (40) 5(33) 15
Pelagem curta 29 (76) 17 (44) 6 (15) 38
Pelagem média 14 (77) 6 (33) 3 (16) 18
Pelagem longa 3(50) 2 (33) 0(0) 6
Machos 17 (85) 10 (50) 1(5) 20
Fémeas 29(69) 15 (35) 8(19) 42
Antiinflamatério 27(75) 16 (44) 4(11) 36
Antibidtico 14(77) 6 (33) 4(22) 18
Nenhum medicamento 5(62) 3(38) 1(12) 8

Nao houve diferenga significativa entre as variaveis estudadas (p>0,05).
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Na tabela 2 demonstra-se a prevaléncia de Staphylococcus spp,
Staphylococcus coagulase positiva e SMRA isolados distribuidos nas diferentes
caracteristicas dos animais. Em nenhum deles encontrou-se evidéncias estatisticas de
constituirem-se em fatores de risco. Fémeas com otite foram mais prevaléntes do que
machos (19% versus 5%), assim como animais de grande porte (33%) em relagédo a
animais de médio (7%) e pequeno porte (10%). S. pseudintermedius foi a espécie mais
prevalénte entre os coagulase positiva (11 isolamentos) assim como a que apresentou

maior numero de amostras resistentes a meticilina (4 isolados).

Tabela 3. Percentual de amostras S. coagulase positiva por espécies isoladas de caes

com otite e dermatite em Clinicas e Hospital Veterinario HCV — UFPEL.

Percentuais de amostras isoladas Staphylococcus coagulase positiva ( n=62 )

Espécie Totais / % MRSA/ %
S. pseudointermedius 11(17) 4(6,4)
S.aureus sub. Aureus 2(3) 2(3,2)
S. intermedius 4 (6,4) 3(4,8)
S. sheleiferi sub coagulase 1(1,6) 0

N&o houve isolados de amostras S. coagulase meticilina resistentes (MRSA)
em caes com dermatite oriundos de atendimentos em Clinicas particulares e Hospital
Veterinario (HCV)-UFPel.

4 DISCUSSAO

No presente estudo em amostras coletadas de cades com otite e dermatite

observou-se maior frequéncia de Staphylococcus spp em caes com otite em relagcéo ao
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total de amostras coletadas (n=62). O Staphylococcus pseudintermedius foi o patégeno

isolado em maior frequéncia, presente em 17% das amostras coletadas otite/dermatite.

A resisténcia a meticilina, que é utilizada para avaliar a multirresisténcia aos
beta-lactamicos, foi pesquisada neste estudo pelo método de disco-difusao e detectada
em 6,4% (4/62) dos isolados de S. pseudointermedius meticilina resistentes (MRSP),
resultado inferior aos de Jones et al (2007), Nienhoff et al (2011), Youn et al (2011) e
Proietti et al (2012), nos quais a frequéncia de S. pseudintermedius resistentes a
meticilina (MRSP) variou de 7,4% a 41,4% das amostras avaliadas. Como o aumento
da prevaléncia de MRSP em caes que € um acontecimento relativamente recente
(Jones et al. 2007, Loeffler et al. 2007, Lucia et al. 2011), torna-se importante a

avaliagao local e periodica dos perfis de suscetibilidade.

A RM (Meticilina resistente) se detecta com frequéncia crescente em medicina
veterinaria e tera um impacto substancial sobre a forma de tratamento das doencgas
cutdneas causadas por espécies estafilococicas no futuro. Descreveu-se RM em
Staphylococcus aureus meticilina resistente (adquirido em hospital ou em comunidades
HA-MRSA/hospitais & CA-MRSA/comunidades), Staphylococcus pseudintermedius
meticilina resistente (MRSP), e Staphylococcus schleiferi meticilina resistente (MRSS).
No nosso estudo, também foram encontradas amostras resistentes nas espécies S.

pseudintermedius, S. aureus e S.intermedius.

5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que os isolados de Staphylococcus spp em cées com ofite

apresentaram elevado percentual em relagcédo aos isolados de caes com dermatite.

A suscetibilidade dos isolados de caes com otite relacionados a resisténcia a meticilina
apresentaram um maior percentual em comparagao aos isolados de cades com

dermatite.
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A identificacdo de Staphylococcus meticilina resistente na populacado canina estudada
justifica analises bacteriolégicas de caes com dermatite e otite externa, a fim de
minimizar resisténcia bacteriana, possiveis falhas terapéuticas e também motiva a

antimicrobianoterapia prudente.
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RESUMO

Entre as doencas que afetam o rebanho leiteiro a mastite ocupa um lugar de destaque, reduzindo a produgdo,
alterando a qualidade do leite e apresentando riscos para a satde publica. O uso indiscriminado de antibidticos no
tratamento da mastite pode levar a problemas como a resisténcia de microrganismos e a presenga de residuos no leite
que pode afetar os consumidores e gerar problemas econdmicos no setor de laticinios. Os objetivos do estudo foram
avaliar a presenca de Staphylococcus coagulase positiva resistente a meticilina (MRSA) em amostras de leite bovino
fresco, coletado de vacas com mastite e estimar a prevaléncia de MRSA . Em 497 vacas em lactagdo com mastite
subclinica foi avaliada a presenca de MRSA através de diagnostico laboratorial de rotina intencional de doengas
infecciosas. As amostras foram caracterizadas por métodos bioquimicos tradicionais, VP ( Voges - Proskauer ) ,
catalase, coagulase, fermentagdo de trealose e maltose. Das amostras coletadas (n = 497 ) 52,3% foram
caracterizados como Staphylococcus spp , 32,8 % eram S. coagulase positiva e 9,7% eram resistentes a meticilina.

A resisténcia a meticilina observada nesta pesquisa, destaca a importancia da avaliagdo do perfil microbiologico e
do perfil de sensibilidade aos antibidticos em todas as cepas isoladas, antes do tratamento do animal, visando o uso
criterioso desses medicamentos no tratamento de animais com mastite.

Palavras-chave: . Antibiotico , gado , resisténcia a meticilina (MRSA).
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SUMARY

Among the diseases affecting dairy herd mastitis occupies a prominent place, reducing output by changing the
quality of milk and posing risks to public health. The indiscriminate use of antibiotics in the treatment of mastitis can
lead to problems such as resistance of microorganisms and residues in milk that may affect consumers and
generating economic problems in the dairy sector. The study objectives were to evaluate the presence of coagulase
positive methicillin-resistant (MRSA) in samples of fresh bovine milk collected from cows with mastitis and to
estimate the prevalence of MRSA. In 497 dairy cows with subclinical mastitis has been assessed by the presence of
MRSA in routine laboratory diagnosis of infectious diseases intentional. The samples were characterized by
traditional biochemical methods, VP (Voges - Proskauer), catalase, coagulase, fermentation of trehalose and maltose.
Of the collected samples (n=497) 52.3% were characterized as Staphylococcus spp, 32.8% were S. coagulase positive
and 9.7% were resistant to methicillin. The methicillin resistance observed in this study high lights the importance
assessing the microbiological profile and antibiotic susceptibility profile assessing the microbiological
profile and antibiotic susceptibility profile for all strains isolated before treatment of the animal, targeting the
judicious use of these drugs in treating animals with mastitis.

Keywords: Antibiotic, cattle, methicillin resistance (MRSA).
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Introducio

O leite ¢ considerado um dos alimentos mais completos da natureza por seu notavel
valor nutricional; com uma composi¢do rica em proteinas, vitaminas, gordura, carboidratos, sais
minerais € agua, que sao essenciais aos seres humanos (KHAN, 2006). Em 2010, o Brasil foi
classificado como o quarto maior produtor de leite do mundo, com 30.715.500 toneladas de leite
produzidos (FAO, 2012b). A produgdo de leite estd aumentando progressivamente € com isso
vem surgindo uma maior preocupacdo por parte dos consumidores, com a seguranca de
alimentos, o que amplia cada vez mais as exigéncias de produtos com qualidade. Alguns fatores
como a alimentagdo, manejo e¢ a saude dos animais podem afetar a qualidade do leite

(MARTINS, 2010).
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A mastite ¢ a doenga mais prevalente nos rebanhos leiteiros, e resulta em perdas
financeiras significantes associadas a redu¢do da producdo, despesas com suporte veterinario,
gastos com tratamentos intra-mamarios e descarte do leite. Em vacas com mastite a qualidade do
leite estd comprometida com as alteracdes na composicao fisico-quimica e organoléptica, as
elevadas contagens de células somaticas e contagens bacterianas e com a presenga de residuos de
antimicrobianos (KHAN; KHAN, 2006).

Martins et al. (2010) observaram que S. aureus foi um dos patdégenos, mais isolados tanto
em mastites clinicas, como em mastites subclinicas. Esses microrganismos podem causar mastite
clinica com sinais locais ou sistémicos que variam de moderados a sérios, como a gangrena dos
quartos mamarios. Estes podem estar relacionados também com mastites subclinicas que
normalmente tornam-se mastites cronicas (JAIN, 1979; TAPONEN; PYORALA, 2008). As
infeccdes intramamarias causadas por S. aureus apresentam implicacdes importantes na saude
publica, tendo em vista que suas toxinas podem ser excretadas no leite € permanecerem estaveis
nos produtos oferecidos ao consumidor (FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004).

O trabalho teve o objetivo de detectar a ocorréncia de S. aureus meticilina resistente em
amostras de leite oriundos de vacas com mastite, foi realizada uma amostragem intencional
totalizando 497 amostras de leite enviadas a rotina de diagnostico de mastite do Laboratério de
Doengas Infecciosas da Faculdade de Veterinaria-UFPel; RS. Dados como origem, tipo de
criacdo, historico de tratamento foram coletados e registrados (Anexo IV). Os diagndsticos da
mastite clinica e subclinica foram realizados pelo teste da caneca telada e pelo California Mastitis
Test (CMT), respectivamente. As amostras de leite de cada quarto mamario positivo, foram
coletadas em frascos estéreis, com os devidos cuidados de higiene e antissepsia. As amostras
foram acondicionadas em caixa isotérmica, transportadas sob refrigeracdo de aproximadamente
4°C, e encaminhadas ao Laboratorio Doengas Infecciosas, onde foram semeadas em meio agar
manitol salgado (Mannitol Salt Agar Base - HMEDIA®) e incubadas a 37°C por 48 h.

A identificacdo bacteriana foi realizada com base nas caracteristicas coloniais,
morfotintoriais (coloragdo de Gram) e bioquimicas, tais como: producdo da catalase, producao de
coagulase livre, produgdo de acetoina VP (Teste de Voges-Proskauer), fermentacdo de maltose e
D-manitol (MAC Faddin, 1997; Bannerman, 2003). Todas as amostras bacterianas caracterizadas
como Staphylococcus coagulase positiva foram analisadas quanto a resisténcia a meticilina pelo

método de difusdo de disco. As colonias foram semeadas seguindo o padrdo estabelecido pelo
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CLSI (2011) em placas contendo o meio agar Miiller Hinton Agar (Micro MED®) e discos de
antimicrobiano (oxacilina 1pug) onde foram depositados com o auxilio de uma pinga. As placas
foram incubadas a 35°C por 24 horas em aerobiose. Apos o periodo de incubagdo, foi feita a
leitura através dos didmetros dos halos de inibi¢do de crescimento onde foram medidos para
interpretacdo dos resultados. As amostras consideradas resistentes eram as que possuiam um halo
menor que 14 mm e sem a presenca de halo. As avaliagdes foram registradas e avaliadas
conforme tabela 1.

Tabela 1- Porcentagem de amostras Staphylococcus spp, Staphylococcus coagulase positivo e S.

coagulase positiva meticilina resistente em leite de vacas com mastite (n=497) (2011-2013).

Staphylococcus spp S. coagulase positiva S.coagulase (MRSA) n
(n=260) (n=163) (n=48)
52,3% 32,8% 9,7%
Total 497

Das 497 amostras de vacas com mastite 52,3% (260/497) foram caracterizadas como
Staphylococcus spp, 32,8% (163/497) S. coagulase positiva € 9,7% (48/497) S. coagulase positiva
resistentes 4 meticilina.

Os antibioticos beta-lactdmicos estdo entre os mais usados internacionalmente em medicina
humana e veterindria (BRINAS et al., 2002). A resisténcia a esses antibioticos pode ser uma
consequéncia do uso indiscriminado desses medicamentos, que sdo frequentemente utilizados no
tratamento de mastites (COELHO et al., 2009).

A infeccdo do homem pelo consumo de produtos como o leite contaminado com linhagens
“MRSA” de origem animal ¢ possivel e, uma vez ocorrida a transferéncia interespécie, estes

microrganismos podem tornar-se disseminados no meio animal (SANTOS et a/, 2005).
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Conclusao

Os resultados encontrados na presente pesquisa evidenciaram a presenca de Staphylococcus
meticilina resistente em amostras de leite de vacas com mastite. O isolamento de Staphylococcus
coagulase positiva resistentes a meticilina pode se tornar um problema a satde publica.

A resisténcia a meticilina observada nesta pesquisa destaca a importancia da avaliacdo do perfil
microbiologico e do perfil de sensibilidade aos antibioticos em todas as cepas isoladas, antes do
tratamento do animal, visando o uso criterioso desses medicamentos no tratamento de animais

com mastite.
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RESUMO

A deteccdo e controle de portadores de Staphylococcus spp assumem significativa importancia quando se trata de
profissionais da area da saude, devido a esta bactéria ser um importante patégeno, pois pode provocar infecgdes
hospitalares. Sao microrganismos ubiquos, encontrados na microbiota da pele e mucosas dos seres humanos, sendo
sem duvida os patégenos humanos mais importantes que com frequéncia colonizam a parte externa das narinas e sdo
encontrados em cerca de 30% dos individuos normais, também podem ser encontrados transitoriamente na pele e na
orofaringe. Assim teve-se como objetivo avaliar a colonizagdo de Staphylococcus spp na cavidade nasal de alunos
da graduagdo da Faculdade de Medicina Veterinaria e trabalhadores da area da satide animal, bem como o analisar o



60

perfil de resisténcia desse microrganismo frente a meticilina. Para tal pesquisa foram coletadas, com auxilio de
swabs, amostras de secrecdo nasal de 50 trabalhadores e 83 alunos da graduacdo da Faculdade deVeterinaria. As
amostras nasais coletadas foram levadas para o laboratério de Doencgas Infecciosas da Faculdade de Veterindria —
UFPel e semeadas em placas de petri contendo Agar manitol incubadas por 24h a 37°C. Posteriormente foi
realizada a identificagdo de coldnias tipicas e realizagdo de testes bioquimicos de coloragdo de Gram, catalase,
coagulase, VP (Teste de Voges-Proskauer), fermentacdo de maltose e D-manitol. As cepas identificadas como sendo
de Staphylococcus coagulase positiva foram submetidas a realizagdo de antibiograma realizado pelo método de
difusdo em disco de oxacilina (1pg) seguindo as normas padronizadas pelo National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS), onde identificou-se que alunos acima do 7° semestre (n=35) em relag@o ao total de
amostras positivas para Staphylococcus spp (n=25) representaram 20% de S. coagulase positiva ¢ 11,4% de S.
coagulase positiva meticilina resistente. Nos trabalhadores da area da saude animal foi avaliado também o uso de
antimicrobiano (n=5) onde 20% dos isolados foram resistentes a meticilina, uso de prote¢do (n=30) como
luvas/tapapds/botas sendo 10% dos isolados resistentes a meticilina,contato com cées ( intensidade do contato
diario) (n=40) em que 10% foi resistente a meticilina. Em relagdo ao sexo o maior percentual de amostras resistentes
a meticilina foi do sexo feminino representando 71% do total de amostras coletadas. Os resultados confirmaram a
ocorréncia de Staphylococcus coagulase positiva resistentes a meticilina, classificando tais portadores como
veiculadores desse microrganismo, podendo acarretar em impacto na saude do profissional, de pacientes e da
comunidade onde reside.

Palavras chave: Infecc¢do hospitalar; Profissionais da satde; Staphylococcus resistente a meticilina.

ABSTRACT

The detection and management of patients with Staphylococcus spp assume significant importance when it comes to
health professionals due to this bacterium is an important pathogen , which may cause nosocomial infections . Are
ubiquitous microorganisms found in the microflora of the skin and mucous membranes of humans and certainly the
most important human pathogens which colonize frequently the outside of the nose and are found in about 30 % of
normal individuals can also be found in transiently skin and oropharynx . The research aimed to evaluate the
colonization of Staphylococcus spp in the nasal cavity of graduate students and workers in the field of animal health
as well as to analyze the profile of this microorganism resistance against antibacterial. For this research were
collected with the aid of swabs , nasal secretion samples from 50 workers and 83 graduate students of the Faculty of
Veterinary Science. The material was sown on petri dishes containing mannitol agar and incubated for 24 h at 37 © C.
. They were taken to the laboratory for Infectious Diseases, Faculty of Veterinary - UFPel , which were grown and
inoculated with subsequent identification of typical colonies and that biochemical Gram stain , catalase and
coagulase . VP ( Voges - Proskauer test ) , fermentation of maltose and D - manitol.As strains identified as
Staphylococcus coagulase positive were also used for susceptibility testing performed by the diffusion method
oxacillin ( Img ) disc by following the norms established by the National Committee for Clinical Laboratory
Standards ( NCCLS ), where it was identified that students above the 7th semester (n=35) in relation to total samples
positive for Staphylococcus spp (n=25) accounted for 20 % of S. coagulase positive and 11.4 % of §. coagulase
positive methicilin resistente. Workers in the area of animal health it was also reported the use of antimicrobials (n =
5) where 20% of the isolates were resistant to methicillin, using protection (n=30) such as gloves / tapapds / boots
with 10% of isolates resistant to methicillin, contact with dogs (intensity daily contact) (n=40) of which 10% were
resistant to methicillin. Regarding gender the highest percentage of methicillin resistant strains were female
representing 71% of total samples collected. The results confirmed the occurrence of coagulase positive
Staphylococcus resistant to methicillin, classifying s uch patients as backers of this microorganism, and can result in
impact on health professional, patients and the community where he resides.

Keywords : Hospital infection; Health professionals; Aureus resistant to methicillin.
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1 INTRODUCAO

O género Staphylococcus € responsavel por um grande numero de infecgdes bacterianas no
homem, sendo dividido em dois grandes grupos com base na producdo da enzima coagulase. O
primeiro grupo, conhecido como Staphylococcus coagulase positiva € representado,
principalmente, pelo  Staphylococcus aureus. O segundo grupo, chamado Staphylococcus
coagulase negativa (SCN) ¢ compreendido por varias espécies, dentre elas: S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. saprophyticus, S. lugdunensis, S. cohnii, S. schleiferi, S. simulans, S. hominis, S.
warneri, S. capitis, S. caprae e S. xylosus (TRABULSI et al., 2002; MARTINS, CUNHA, 2007,
PEREIRA, 2009). S.aureus sdo cocos Gram positivos com presenca ubiqua entre os seres
humanos e fazem parte da microbiota normal da pele e mucosa de grande parte dos mamiferos
(VAN BELKUM et al., 2009; SANTOS, 2009), e sdo considerados como a espécie mais
importante do género Staphylococcus.

Além de importantes patdgenos humanos, podem também, ser encontrados em diversos
processos infecciosos de forma persistente ou transitéria sem causar qualquer sintoma (RATTI,
SOUSA, 2009). Desde que consigam ultrapassar a barreira natural, podem infectar sindromes
clinicas. Estas infec¢des basicamente ocorrem através de dois mecanismos que irdo originar
processos piogénicos e/ou doencas mediadas por toxinas (TRABULSI et al., 2002; SANTOS,
2009).

S.aureus sdo encontrados em varias partes do corpo, podendo colonizar fossas nasais,
maos, pele, orofaringe, trato digestivo e trato geniturinario. Entretanto, as fossas nasais € as maos
sao consideradas como os principais reservatorios desta bactéria causando grande preocupag pode
ocorrer por contato direto, de pessoa para pessoa, ou pode ser infeccdo cruzada por meio do
contato indireto (via aérea), estando essa transferéncia na dependéncia da presenca de uma fonte
constituida por doentes e/ou portadores sadios (OLIVEIRA et al., 2010), também chamados de
portadores assintomaticos 0s quais constituem nos principais agentes transmissores de S.aureus
na nasofaringe. Em relagdo a colonizagdo nasal por S.aureus, 20% dos individuos sdo portadores
persistentes, aproximadamente 60% podem ser portadores intermitentes e 20% quase nunca sao

colonizados (SANTOS, 2009).
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A colonizagdo nasal de Staphylococcus ¢ considerada como a principal responsavel pela
colonizacdo da superficie cutinea, tornando-se motivo de preocupacdo ao se analisar a
prevaléncia desses micro-organismos na populagdo e entre trabalhadores ligados & area da saude
(SANTOS, 2009). As infec¢des podem ser causadas por micro-organismos do préprio individuo
(infeccdes enddgenas) ou por amostras adquiridas de outras pessoas doentes e/ou portadores
sadios (infecgdes exdgenas) (RATTI, SOUSA, 2009). Estas infec¢des ocorrem quando ha uma
desigualdade entre as defesas do hospedeiro e o potencial de viruléncia dos micro-organismos, ou
seja, quando estes micro-organismos tornam-se capazes de sobrepujar as defesas mecanicas,
humorais e/ou celulares do organismo, invadindo, colonizando e estabelecendo a afec¢do do
hospedeiro (CHASTRE; Fagon, 2002; KUSAHARA et al., 2007; VAN BELKUM et al., 2009).
Estima-se que cerca de 11% a 43% dos pacientes colonizados adquirem infeccdo (LOWY, 1998
apud GELATTI et al., 2009%). J4 a transmissao de pessoa para pessoa pode ocorrer por contato
direto, sendo muito comum no ambiente hospitalar, onde os trabalhadores da area de satde
podem contaminar suas maos ao prestar assisténcia a pacientes portadores persistentes ou
manusear objetos colonizados e subseqiientemente transmitir o organismo para outros pacientes.
(CAVALCANTI et al., 20006).

Os estafilococos também sdo conhecidos pela elevada capacidade de desenvolver
resisténcia a varios antimicrobianos, principalmente no ambiente hospitalar, onde esses
medicamentos sdo amplamente utilizados. O desenvolvimento da resisténcia nas cepas de
S.aureus foi rapido, visto que a resisténcia a penicilina foi detectada logo no ano seguinte a
introducdo deste antibidtico no mercado (SAKOULAS; MOELLERING, 2008). Em relagdo a
meticilina, uma penicilina semi-sintética introduzida no mercado na década de 60, para o
tratamento das cepas resistentes a penicilina, observou-se 0 mesmo comportamento. Atualmente,
o uso da meticilina foi substituido pelo seu analogo, a meticilina, que possui 0 mesmo mecanismo
de acdao (SOUZA, 2009), porém persistiu-se o0 modo de referir-se ao micro-organismo.

Considerando a relevancia do género Staphylococcus spp em infecgdes hospitalares,
clinicas e na comunidade em geral este estudo teve como objetivo determinar a prevaléncia e o

perfil de resisténcia desta bactéria em profissionais da area da saude animal.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1. Amostras Bacterianas

As amostras nasais dos alunos da graduagdo da Faculdade de Veterinaria (n=83) e
trabalhadores da area da satde (n=60) foram coletadas com suabes umidos segundo descrito por
(COUGHLAN et al., 2010). As amostras foram transportadas ao Laboratorio de Doencgas
Infecciosas, sendo a semeadura do material realizada no mesmo dia da coleta.

Este trabalho possui um desenho transversal com duas fontes de amostragem. Uma das
fontes foram os estudantes de veterinaria, em clusters, determinados pelo tempo que os
estudantes ingressaram no curso, sendo de 1-3 semestres, 4-6 semestres € 7-9 semestres. A
escolha da amostra foi feita por disposi¢do a participacdo dentro dos grupos. Foi realizada a
coleta (amostras nasais) de 60 trabalhadores em satde animal (veterindrios, funcionarios e
auxiliares) que se dispuseram a participar do projeto.

Dados epidemiologicos e demograficos foram coletados pela aplicagdo de um
questionario. Os dados foram analisados através do pacote estatistico epi info 6. Todas as pessoas

amostradas assinaram um termo de participagao livre e esclarecido.

2.2 Isolamento e identificagdo de amostras bacterianas

As amostras nasais coletadas foram semeadas em meio Agar manitol salgado (Mannitol
Salt Agar Base - HMEDIA®) e incubados a 37°C por 48 h. A identificacdo bacteriana foi
realizada com base nas caracteristicas coloniais, morfotintoriais (coloragdo de Gram) e
bioquimicas, tais como: producdo da catalase, producdo de coagulase livre, produgdo de acetoina
(Teste de Voges-Proskauer), fermentacdo de maltode e D-manitol ( MAC FADDIN, 2003;
BANNERMAN, 2003).

2.3 Determinagao de resisténcia aos agentes antimicrobianos

Todas as amostras bacterianas de Staphylococcus coagulase positiva foram analisadas
quanto a susceptibilidade & meticilina seguindo o padrdo estabelecido pelo CLSI (2011),

utilizando o método de difusdo de disco. As amostras foram semeadas em placas contendo o
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meio agar Miieller Hinton (MicroMED®) e discos de antimicrobiano (oxacilina 1pug) onde foram
depositados com o auxilio de uma pinga. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas em
aerobiose.

Ap6s o periodo de incubagdo, foi feita a leitura através dos diametros dos halos de
inibi¢do de crescimento onde foram medidos para interpretacdo dos resultados. As amostras

consideradas resistentes eram as que possuiam um halo menor ou igual a 14 mm.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na realizacdo deste estudo, um dos objetivos foi identificar a prevaléncia de S. coagulase
positiva resistente na cavidade nasal de alunos e profissionais de satide animal considerando que
possuem um maior contato com animais € conseqilentemente 0s que apresentam maior
probabilidade de disseminacdao desse microrganismo patogénico. Conforme as caracterizagoes
realizadas nas amostras nasais, podemos observar na tabela 1 a distribuicdo da freqiiéncia de
Staphylococcus spp, S. coagulase positiva e S. coagulase positiva resistentes a meticilina

(MRSA).

Tabela 1 - Percentual da distribui¢do da freqiiéncia em Cluster 1 (1-3 semestres), Cluster 2 (4-6
semestres) e Cluster 3 (mais de 7 semestres)para Staphylococcus spp, S. coagulase positivas e S.

coagulase resistentes a meticilina em alunos da Faculdade de Veterinaria-UFPel;RS.

Staphylococcus spp(%) S. coagulase S. coagulase resistentes n

positiva(%) a oxacilina (MRSA)(%)

Cluster 1 16/88,9% 1/5,6% 1/5,6% 18
Cluster 2 25/83,3% 1/3,3% 0/0% 30
Cluster 3 25/71,4% 1/20% 4/11,4% 35

Total 66 9 5 83
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A maior representatividade de amostras S. coagulase positiva e S.coagulase positiva
meticilina resistente ocorreu em alunos apartir do 7° semestre em relagdo ao total de amostras
positivas para Staphylococcus spp (n=66) representando 20% de S. coagulase positiva e 11,4% de

S. coagulase positiva meticilina resistentes.

Das 66 amostras caracterizadas como Staphylococcus spp do total de alunos (n=83)
observou-se que dos 14 alunos que fizeram uso de antimicrobiano 14% (n=2) foram S. coagulase
positiva meticilina resistente. Os alunos que expressaram nao ter tido nenhum contato com caes,
caes doentes, sadios e caes de clinicas ndo apresentaram nenhuma amostra S.coagulase positiva

resistente a meticilina.

Dentre as 60 amostras nasais de trabalhadores colhidas a freqiiéncia e percentual de
positividade para Staphylococcus spp foi de 78,3% (n=47) para S. coagulase positiva foi de
31,7% (n=19) e S. coagulase positiva resistentes a meticilina foi de 6,7% (n=4) conforme

observa-se na tabela 2.

Tabela 2 - Percentual de amostras Staphylococcus spp, S. coagulase positiva e S. coagulase
positiva resistentes a meticilina em trabalhadores da 4rea da saide animal em Clinicas

Veterinarias e Hospital Veterinario da Faculdade de Veterindria-UFPel (HCV) no Municipio
Pelotas; RS (2012-2013).

Clinicas /HCV N
(%)
Staphylococcus spp 78.3 47
19
S. coagulase positiva 31,7
S.coagulase resistente a 6,7 4

meticilina (MRSA)

Total 60
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Nos 60 trabalhadores da area da satde animal foi também avaliado o percentual do uso de
antimicrobiano, prote¢do, tipo de protecao, a intensidade do contato com caes, profissao e o sexo

conforme a descri¢ao na tabela 3.
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Tabela 3- Percentual de amostras Staphylococcus spp, S. coagulase positiva e S. coagulase positiva

resistentes a meticilina em trabalhadores da area da saide animal de acordo com o sexo, profissao, uso de
antimicrobiano, protecdo, tipo de protegdo, a intensidade do contato com cdes em Clinicas Veterinarias

¢ Hospital Veterinario da Faculdade de Veterinaria-UFPel (HCV) no Municipio de Pelotas; RS (2013).

Amostras isoladas de trabalhadores/saiide animal (%)

Staphylococcus  S. coagulase positiva S. coag.meticilina resistente n
Sexo masculino 14(82) 4(23) 0(0) 17
Sexo feminino 33(76) 15(34) 4(9) 43
Profissiao
Tratador 13(86) 5(33) 1(6) 15
Estagiario 7(87) 5(62) 0(0) 8
Veterinario 20(71) 5(18) 2(7) 28
Bidlogo 1(33) 0(0) 0(0) 3
Servente 5(100) 3(60) 1(20) 5
Antimicrobiano 5(100) 3(60) 1(20) 5
Intensidade/contato
Nenhum 2(66) 1(33) 0(0) 3
Diario 34(85) 13(32) 4(10) 40
1-3 vezes/semana 10(71) 5(35) 0(0) 14
Menos/semanal 1(33) 0(0) 0 (0) 3
Protecio
Com protecao 24(80 11(36) 3(10) 30
Sem protegao 14(9: 6(40) 1(6) 15
As vezes 5(71 1(14) 0(0) 7
Obrigatoria 3(5C 1(16) 0(0) 6
Tapapé/luvas/mascara 5(7: 2(28) 2(28) 7
Luvas de contengdo 6(8 1(16) 1(14) 7
Luvas e botas 2(1 1(50) 1(50) 2

Luvas latex 21(7 10(34) 0(0) 29




68

O maior nimero de amostras coletadas foram do sexo feminino (n=43) representando
um percentual de 76% do total de amostras onde 34% (n=15) foram coagulase positiva e 9% (4)
foram amostras resistentes a meticilina em comparagdo ao sexo masculino (n=17) onde 23%
(n=4) foram coagulase positiva e nenhuma apresentou resisténcia a oxacilina. Somente 5
trabalhadores faziam uso de antimicrobiano onde 60% (n=3) foram S. coagulase positiva e 20%
(n=1) foi resistente a meticilina. Entre as coletas realizadas o maior numero de acordo com as
profissdes foram os médicos Veterinarios (n=28) com um percentual de 18% (n=5) de isolados
S.coagulase positiva e 7% (n=2) de S. coagulase resistentes a meticilina. Os tratadores (n=15)
apresentaram 33% (n=5) de S. coagulase positiva e 6% (n=1) S. coagulase positiva resistente a
meticilina. Os serventes (n=5) apresentaram um percentual de 60% (n=3) de S.coagulase positiva

e 20% (n=1) de S. coagulase positiva resistentes a meticilina.

A intensidade do contato didrio entre todos os participantes (n=40) demonstrou um
resultado de 10% (n=4) de S. coagulase positiva resistente a meticilina em relagdo as demais que

ndo evidenciaram nenhuma resisténcia.

A maioria dos trabalhadores (n=60) onde 50% faziam uso de protecdo, 29 deles usavam
luvas de latex representando 48% das amostras coletadas. Foi observado que em 36% (n=11) dos
participantes que faziam uso de prote¢do as amostras foram S.coagulase positiva e destas
10%(n=3) foram S. Coagulase positiva resistentes a meticilina e aqueles que ndo fizeram uso de
protecdo 40% (n=6) foram S. coagulase positiva, 6% (n=1) foi resistente a meticilina. Daqueles
participantes que usavam protecdo as vezes € com obrigatoriedade as amostras coletadas nao

apresentaram resisténcia a meticilina.

Uma hipotese para esse fato ¢ que, quando os trabalhadores tém ciéncia da condi¢do de
portador de seus pacientes, isso os leva a tomarem mais cuidado ao manusea-los, ou seja, a

percepcao de risco de contaminagao leva o trabalhador a se proteger.

Quanto ao perfil de resisténcia a meticilina observa-se que os trabalhadores, em que a
profissdo estd relacionada com um contato freqiiente e didrio com animais sadios ou em
tratamento possuem uma exposi¢do maior a estes microorganismos resistentes o que torna viavel

a transitoriedade a nivel comunitario. A descolonizacdo de mucosas e pele deve ser considerada,
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essa medida visa limitar a disseminagao desse agente nos servicos de saude, e, assim, reduzir o

grande impacto clinico produzido por ele nas infecgdes hospitalares e comunitarias.

Compartiho com Cruz (2008) a necessidade do trabalhador e profissional conhecer sua
situagdo de portador como um direito do trabalhador, para que reflita e reveja suas praticas frente

ao risco ocupacional, bem como tenha a possibilidade de realizar sua descolonizagao.

Acredita-se que a percepcao desses profissionais acerca do risco de colonizacdo por
microrganismos ¢ de suma importancia para compreenderem a necessidade de adotarem atitudes

seguras no trabalho, visando a qualidade de vida no trabalho.

A resisténcia a meticilina (65,0%) estd entre os dados de estudos britanicos que
encontraram 74,0% de resisténcia, norte-americanos com percentual de 55,0%, no entanto o
perfil de resisténcia obtido se mostrou abaixo do relatado por PENNA et al (2001) , sugerindo
que a avaliagdo do resistograma e monitoramento de bactérias resistentes apresente variagdes

conforme a regido estudada.

E importante que o uso racional e controlado de antimicrobiano, aliado a monitorizagio
rotineira da susceptibilidade aos Staphylococcus spp isolados de pacientes ou profissionais da
saude, seja estratégias adotadas pelas instituicdes. Esta orientagdo também se faz necessaria para
protecdo ocupacional do trabalhador e evitar a disseminagdo e consequentemente para prevenir

um problema mundial de saude publica.

Trabalhadores da area da saude sdo como reservatorios persistentes de MRSA nas
institui¢des e os cuidados com a saude sdo raros, todavia importantes. Somado a isto devemos
nos preocupar com a importancia do uso dos materiais de protecdo (jalécos, luvas, botas, etc...) e
lembrar também que a correta desinfec¢do do ambiente tem papel importante na cadeia de

transmissdo do agente.

Portanto somente agdes sistematizadas e controladas poderdo suportar o desafio da

disseminagdo das bactérias multidrogas resistentes.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados observados constatou-se na presente pesquisa a frequéncia
de 20% S. coagulase positiva resistente a meticilina em alunos e de 6,7% em profissionais da
saude. A partir do conhecimento da condi¢do de portador desses microorganismos, ¢ fundamental
que os profissionais da saude estejam atentos aos problemas de infeccdes nosocomiais, devido
impacto socio-economico e humano que as infec¢des causam frequentemente, aumentando a taxa

de mortalidade e gastos hospitalares.
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Abstract

The use of natural, effective and low risk in livestock products has achieved great
importance in recent years.The study of these agents is important in the health field as
they seek world less toxic and more effective substances against bacterial resistance
and able to fight new pathogens. This research aims to test the effectiveness of "in vitro"
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of hydroalcoholic extracts Baccharis trimera (gorse), Tagetes minuta (Chinchilho),
Cymbopogon citratus (Lemongrass), Syzygium cumini (Black Plum), Schinus
terebinthifolius Raddi (Aroeira) with ethnographic indicative "antiseptic/disinfectant
"against samples of methicillin resistant Staphylococcus coagulase positive isolates from
dogs. The results demonstrate the antimicrobial activity of the extracts evaluated using
the technique of broth dilution in microplate determination of Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) ranging from 1 to 63.28% compared to isolates of methicillin-
resistant S.coagulase (SMRA). Extract hydroalcoholic leaf of Schinus terebinthifolius
Raddi (Aroeira) obtained significant antimicrobial activity in vitro against isolates where
the MIC ranged from 3.95% to 31% presenting as an effective therapeutic alternative for
infections by Staphylococcus spp being low cost and low the population.

Keywords: antibacterial activity, medicinal plants, Spaphylococcus Methicillin Resistant.

Resumo

A utilizagdo de produtos naturais, eficazes e de baixo risco na produgdo animal tem
obtido elevada importancia nos ultimos anos.O estudo desses agentes é importante no
campo da saude visto que buscam mundialmente substancias menos toxicas e mais
eficazes contra a resisténcia bacteriana e capazes de combater novos patégenos. Esta
pesquisa busca testar a eficacia “in vitro” de extratos hidroalcoolicos de
Baccharistrimera (carqueja), Tagetes minuta (Chinchilho), Cymbopogon citratus (Capim-
limdo), Syzygium cumini (Jamboldo), Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira) com
indicativo etnografico “antisséptico/ desinfetante” frente a amostras de Staphylococcus
coagulase positivo meticilina resistente isolados de caes. Os resultados demonstram a
atividade antimicrobiana dos extratos avaliados através da técnica de diluicdo em caldo
em microplaca com determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) variando de
1 a 63,28% frente aos isolados de S.coagulase meticilina resistente(SMRA).O extrato
hidroalcoolico da folha de Schinus terebinthifolius raddi(Aroeira) obteve significante
atividade antimicrobiana in vitro sobre os isolados onde a CIM variou de 3,95% a 31%
apresentando-se como uma eficaz alternativa terapéutica para infeccbes por
Staphylococcus spp sendo de baixo custo e acessivel a populagao.

Palavras chave: atividade antibacteriana, plantas medicinais, Spaphylococcus Meticilina
Resistente.
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Introducgao

Desde o principio das civilizagdes, as plantas medicinais tém sido utilizadas,
mas o interesse por fitoterapicos aumentou significativamente a partir da década de 90,
e atualmente encontra-se em expansdo em todo mundo, constituindo em um mercado
promissor (SOLDATELLI et al., 2010). A utilizagdo de medicamentos a base de plantas
medicinais tem apresentado elevado uso na Medicina Veterinaria com as mais diversas
finalidades, criando uma demanda constante de estudos. A aceleragao da resisténcia
dos microrganismos aos antibidticos esta atingindo indices jamais vistos, causando
ameacas a saude dos seres vivos. As bactérias podem adquirir resisténcia aos
antibiéticos por meio de mutagdo de seu genoma ou incorporando genes provenientes
de outros micro-organismos por diferentes sistemas de transferéncia genética (BRASIL
et al., 2009). Atualmente, tém sido realizados varios estudos buscando novos farmacos
com agao antibidtica, fungicida, anti-inflamatdria, anti-hipertensiva e anticancerigena,
sendo muito destes farmacos encontradas em plantas (SNYDER et al.,2004). Extratos e
6leos essenciais de plantas mostraram-se eficientes no controle do crescimento de uma
ampla variedade de microrganismos (DUARTE, 2006).

Dentre inumeras espécies de plantas com propriedades medicinais,
especialmente atividade antimicrobiana, a literatura cita Schinus terebinthifolius —
popularmente conhecida como aroeira, Chinchilho Tagetes minuta L. (BRANCO et al.,
2006; MEDEIROS et al.,2007; AGRA et al.,2007), jambolao (Syzygium cumini (L.)
Skeels) (PIOCORREA,1984;PEPATO et al,2001, LORENZI & MATOS, 2002;
MAZZANTI et al., 2003),carqueja (Baccharis trimera (Less.) Baker) e capim-liméo
(Cymbopogon citratus) (DC) Stapf.

O estudo dessas plantas € importante no campo da saude visto que se busca
mundialmente substancias menos toxicas e mais eficazes contra a resisténcia
bacteriana e capazes de combater novos patdgenos (BARBOSA-FILHO et al., 2007;
OSTROSKY et al., 2008). Com uma estrutura quimica que difere daquela dos
antibidticos derivados de microrganismos, os antibidticos vegetais podem regular o
metabolismo intermediario de patdégenos, ativando ou bloqueando reagdes e sintese

enzimatica ou mesmo alterando a estrutura de membranas (MICHELIN et al., 2005).
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A terapia antimicrobiana contra Staphylococcus spp tem se tornado um grande
problema no tocante a infec¢des hospitalares, devido a frequente resisténcia adquirida
por esse patdégeno, desde a descoberta das penicilinas e, em seguida, aos outros beta-
lactdmicos. A aquisicdo desses genes de resisténcia é facilitada pelo uso abusivo de
drogas antimicrobianas, e disseminados via plasmidio de resisténcia presentes em
cepas como decrito por STRATTON, 2000.

A aroeira tem sido estudada por varios pesquisadores, tendo demonstrado
propriedades medicinais nas cascas, folhas e nos frutos, com agao anti-inflamataria,
analgésica, cicatrizante, adstringente, diurética, balsémica, depurativa e febrifuga
(LUCENA, 2006).

Lipinski (2008) em estudo sobre o efeito cicatrizante da aroeira em feridas na
pele de bovinos demonstrou a atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico e
alcodlico da casca da aroeira sobre a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923.

O chinchilho (Tagetes minuta) cujo, os principais sinbnimos desta espécie sao:
T. glandulifera Schrank, T. bonariensis Pers., T. glandulosa Link,T. porophyllum Vell. E
conhecida como, picdo do reino, cravo de defunto, vara de rojao, estrondo, rabo de
rojao, cravo de urubu, cravo bravo (LORENZI & MATOS, 2008). Planta nativa da
América do Sul, inclusive do Brasil, mas atualmente é encontrada naturalizada ou sob
cultivo em diversos paises do mundo. Sua parte aérea € empregada na medicina
caseira, sendo considerada aromatica, excitante e diurética. E utilizada para tratamento
de reumatismos, célica intestinal, dispepsias, para expelir vermes intestinais e estimular
o fluxo menstrual, como tdnica, aromatizante, digestiva e aperitiva, além de possuir
acgao antimicrobiana (GOLENIOWSKI et al., 2006).

A atividade antibacteriana dos extratos hidralcodlicos e decocto do T. minuta L.
ja foi demonstrada, possuindo potente agao contra microrganismos causadores de
mastite e de dermatofitose em humanos e animais demonstrando a ag&o antibacteriana
e antifungica da planta (SCHUCH et al, 2008).

ALMEIDA et al (2011) em estudo avaliou a execugdo do pos-séptico de
ordenha em teto de gado, obtidos a partir de extrato hidroalcodlico de T. minuta, como
.antisséptico / desinfetante onde a prevaléncia semanal do CMT variou no grupo 1

entre 29,5% e 17,1%, e no grupo 2 de 29,7% a 19,6%, néo diferindo significativamente



77

em nenhuma das semanas. A incidéncia de cultura positiva para
Staphylococcus/Streptococcus foi de 3,93 e 6,96/1000 quartos/dia para os grupos 1 e 2
respectivamente, com p=0,057.

Syzygium cumini (L.) Skeels — popularmente conhecido como jambolao,
jameléo, jaldo, cereja, azeitona e azeitona-roxa, arvore € de grande porte, pertence a
familia Myrtaceae, apesar de ser originaria da Indonésia, China e Antilhas, é também
cultivada em varios paises, pois cresce muito bem em diferentes tipos de solo,
largamente distribuido por todo o territério brasileiro (PIO CORREA, 1984; PEPATO et
al., 2001, LORENZI &MATOS, 2002; MAZZANTI et al., 2003).

A literatura relata suas agbes antiviral e anticarcinogénica (ONG e KHOO,
2000), anti-inflamatéria (BRAGA et al., 2007; LIMA et al., 2007), antibacteriana
(OLIVEIRA et al., 2007) e antialérgica (BRITO et al., 2007) de extratos das folhas do
jamboldo, provavelmente, devido a presenca de taninos hidrolizaveis e flavondides
(BRITO et al., 2007; LIMA et al., 2007) como a miricetina e seus glicosideos
(KUSKOSKI et al., 2000; TIMBOLA et al., 2002). As folhas da planta sdo ricas em
taninos, saponinas, glicosideos, peptideos e terpendides (LOGUERCIO et al., 2005).

A carqueja é muito utilizada na medicina popular como diurética, tonica,
digestiva protetora e estimulante do figado, antianémica, antirreumatica, depurativa,
para o controle da obesidade, diabetes, hepatite e gastroenterites. Ha inumeros
trabalhos que foram desenvolvidos com o intuito de comprovar os efeitos bioldgicos atribuidos
a B. trimera, dentre estes efeitos podemos destacar: atividade antiviral de extratos aquosos e
etandlicos contra o herpes tipo | (HSV-1), virus de estomatite vesicular (VSV) e polivirus
do tipo 1V; efeito antimicrobiano; atividade antioxidante e antiiflamatoria; efeito
terapéutico antiartritico; efeitos antioxidantes e anti - inflamatérios(DUARTE,2006).

O C. citratus (Capim lim&o) € bem conhecido nas regides Sul e Sudeste do
Brasil, sendo utilizado em ornamentacées e em praticas medicinais (VIDA, 2006).
Possui origem asiatica distribuindo-se em regides tropicais e subtropicais. No Brasil,
recebe inumeras denominagdes, como capim-cidrd, capim-santo, cana-cidreira, capim-
cheiroso (CARNEIRO, 2003; GUPTA e JAIN, 1978). A atividade biologica de C. citratus
€ atribuida ao seu principal componente, o citral (LEAL et al., 2003 ; GUERRA et al.,
2000).



78

As espécies do género Staphylococcus estdo relacionadas a infecgdes que
acometem tanto humanos quanto animais. O crescimento da resisténcia microbiana, em
geral, ocorre pelo uso inapropriado de antimicrobianos, esse aumento leva a busca por
tratamentos alternativos.

A resisténcia de patdogenos humanos e animais as drogas € um dos casos mais
bem documentados de evolugdo bioldégica e um sério problema tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento. O consumo de mais de uma tonelada diaria
de antibidticos em alguns paises da Europa tem resultado na resisténcia de populagdes
bacterianas, causando assim um sério problema de saude publica (DUARTE, 2006).

O objetivo deste estudo é avaliar a agao antibacteriana dos extratos
hidroalcodlicos das folhas frescas e secas de Aroeira, Chinchilho, Jamboldo, Capim
limdo, Carqueja sobre Staphylococcus coagulase positiva resistentes a meticilina,

isolados de caes.

Parte experimental

Na realizacdo deste trabalho foram utilizadas 5 plantas Baccharistrimera
(carqueja), Tagetes minuta (Chinchilho), Cymbopogon citratus (Capim-limao), Syzygium
cumini (Jambolao), Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira) com o indicativo etnografico
frente a nove amostras de Staphylococcus coagulase positivo meticilina resistente
coletadas de caes higidos oriundos do Canil Municipal do Centro de Controle de
Zoonoses de Pelotas;RS sendo uma cepa de referéncia utilizada para os controles.
Foram preparadas exsicatas de cada planta, segundo Ming (1995). A identificacédo e a
conservagao foram realizadas no herbario do Instituto de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel). As plantas em estudo foram submetidas ao
processo de extracdo hidroalcoolica, segundo a Farmacopéia Brasileira (1959) com
adaptagao necessaria para realizacdo do experimento.
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Material vegetal

Foram coletadas amostras das partes aéreas das plantas na Estacao
Experimental Cascata - Embrapa Clima temperado, Pelotas; RS localizada nas
coordenadas geograficas 31° 37'S e 52° 31'W.

As amostras foram coletadas entre fevereiro e julho de 2011, sempre no
periodo da manh&, de acordo com a distribuicdo natural e disponibilidade das espécies.
As plantas foram secas em temperatura ambiente, para que as mesmas obtivessem um
teor de agua inferior ou préximo a 10%, sendo mantidas sobre tela, em local protegido

da luz solar direta e de insetos.

Obtencao dos extratos vegetais

Os extratos hidroalcodlicos (EHAs) das plantas foram preparados utilizando-se
parte da planta(folhas) seca para dez partes de alcool de cereais (1:10) a 70° GL. As
plantas permaneceram por 15 dias em frascos com agitagcdo manual diaria, conforme a
Farmacopéia Brasileira (2010), em seguida o extrato foi filtrado e seu o volume inicial
reposto com o alcool. Apos, o solvente foi extraido utilizando-se evaporador rotativo em
aproximadamente 55°C sob 600 mm/hg de pressdo negativa e o volume inicial
restituido com agua destilada estéril (PRESTES, 2008).

Isolados bacterianos
Foram utilizadas cepas de Staphylococcus coagulase positiva meticilina

resistentes (n=9) isoladas de céaes, além de cepa de referéncia de Staphylococcus
aureus (ATCC 12600).
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Atividade Antimicrobiana bactericida

A atividade antimicrobiana, dos EHAs foi avaliada através da técnica de
diluicdo em caldo em microplaca com determinagao da concentragao inibitéria minima
(CIM) realizada pelo método de diluicdo em microplaca (SCHUCH, 2007). Os in6culos
foram preparados com uma suspensdo bacteriana equivalente a 10 ° UFC / mL. Os
EHAs foram diluidos em base logaritmica dois em agua destilada estéril (ADE). Apos
diluicdo dos extratos vegetais e adi¢ao dos in6culos os microrganismos foram mantidos
sob temperatura de 37°C por 48 horas. Os testes foram realizados em triplicatas e a
CIM foi estabelecida através da média geométrica da reciproca da diluicdo dos extratos
vegetais que inativou o microrganismo, sendo demonstrado por meio de cultura de uma
aliquota do conteudo de cada de todos os orificios da microplaca, apds completado o
periodo de incubagdo (OYARZABAL et al, 2011).

RESULTADOS

Os graficos abaixo apresentam os resultados de concentragao inibitoria minima
(CIM) dos Extratos Hidroalcodlicos (EHA) Baccharis trimera(carqueja), Tagetes minuta
(Chinchilho),Syzygium cumini (Jamboldo) e Schinus terebinthifolius Raddi(Aroeira),
utilizando o método de microdiluicdo em caldo. A CIM variou para todos os extratos de
1 a 63,28% frente aos isolados de Staphylococcus coagulase meticilina resistente
(SMRA) provenientes das amostras de caes coletadas.

O extrato hidroalcéolico de Cymbopogon citratus (Capim limao) nao foi efetivo
em nenhuma concentragao. Dentre as cinco espécies de plantas ensaiadas, o extrato
de Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira) demonstrou melhor efeito antimicrobiano
frente a Staphylococcus coagulase positiva meticilina resistente (SMRA), com os
valores de CIM variando de 3,95 as 31%, demonstrando um padrao frente as 9 cepas
testadas.

Resultados da efetividade antibacteriana das Concentragdes Inibitérias Minimas
(CIM) dos extratos hidroalcodlicos (EHA) de Baccharis trimera (carqueja) - Fig.1,

Tagetes minuta (Chinchilho)- Fig.2, Syzygium cumini (Jamboldo)- Fig.3 e Schinus
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terebinthifolius Raddi (Aroeira)- Fig.4 determinada pelo método de microdiluigdo em

caldo frente aos Staphylococcus meticilina resistentes.
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Figura 1- Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
do extrato hidroalcodlico (EHA) de Baccharis trimera (Carqueja)
em isolados clinicos meticilina resistente.
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Figura 2 - Concentragao Inibitéria Minima (CIM) do extrato hidroalcodlico
(EHA) de Tagetes minuta (Chinchilho) em isolados clinicos meticilina resistente.
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Figura 3 - Concentragao Inibitéria Minima (CIM) do extrato hidroalcodlico
(EHA) de Syzygium cumini (Jambol&do) em isolados clinicos meticilina resistente.
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Figura 4- Concentracao Inibitéria minima (CIM) do extrato hidroalcdolico
(EHA) de Schinus terebinthifoilius Raddi (Aroeira) em isolados clinicos
meticilina resistente.
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DISCUSSAO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tem se tornado um sério problema
de saude publica, por este motivo €& preciso sempre a busca de novas fontes
terapéuticas os quais sejam mais eficientes para o tratamento de infecgbées, como as
bacterianas.

O uso de plantas medicinais é pratica comum na medicina popular, por isso os
produtos naturais se tornaram uma alternativa extremamente viavel, uma vez que
sempre foram importantes para o descobrimento de novas drogas, sendo fornecedoras
de principio ativo e por ser também uma alternativa mais econdmica no controle de
doencas.

De acordo com a literatura, o extrato de Aroeira possui efeito frente a bactérias
gram-negativas e gram-positivas. Em um estudo realizado por Guerra et. al (2000), o
extrato fluido (etanol a 80%) de folhas de Schinus terebinthifolius Raddi apresentou
atividade antimicrobiana em diferentes concentragcdes frente as bactérias
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e a levadura
Candida albicans mediante avaliagao pelo método de difusdo em agar por perfuragao.

SOARES et. al (2006) em um estudo sobre a atividade antimicrobiana de
diversas tinturas, inclusive a de Aroeira, demonstrando susceptibilidade variada das
bactérias testadas, sendo Staphylococcus aureus o0 microrganismo mais sensivel.
Utilizando o método da difusdo em agar por perfuragao, verificou que dentre as tinturas,
o Juca, a Aroeira e a Propolis apresentaram uma significativa atividade antibacteriana
sobre S. mutans, S. sobrinus, S. mitis, S. sanguis e L.casei.

Considerando a riqueza de constituintes presentes em plantas, a atividade
antimicrobiana positiva do extrato de Aroeira frente a amostras de S. aureus, pode ser
devido a presenca de compostos como: taninos (compostos polifendlicos) além de
compostos presentes em menor quantidade, como os alcaloides, esterdides,
chalconces e urundeuvinas (MATOS, 1994; OLIVEIRA, 1993). Uma vez que estes

compostos tém comprovada acao antimicrobiana, e que compostos fendlicos possuem
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uma acéao inespecifica sobre a célula bacteriana, rompendo sua parede celular, inibindo
os sistemas enzimaticos para a formacéo da mesma.

Estes compostos além da atividade antibacteriana s&o considerados
responsaveis pela agdo antifungica, antiinflamatdria, o que confere largo uso desta
planta no tratamento de doencgas infecciosas e inflamatérias (ALMAGBOUL et
CHAABRA, 1990; HANDA, 1992; MATQOS, 1994).

CONCLUSAO

O extrato hidroalcéolico da folha de Schinus terebinthifolius raddi (Aroeira),
produziu significante atividade antimicrobiana in vitro sobre as linhagens de
Staphylococcus coagulase positivo resistentes a meticilina (MRSA) de origem canina.
Conclui-se que a aroeira, carqueja, jambolao e chincchilho apresentam-se como uma
eficaz alternativa terapéutica para infec¢des provocadas por Staphylococcus meticilina
resistente, sendo de baixo custo e de facil acesso a populagdo, uma vez que ja esta

difundido seu uso na medicina popular.
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4 CONCLUSAO GERAL

O Staphylococcus spp, bactéria de reconhecida importancia médica, tornou-se
uma “bactéria-problema” no ambito da saude publica mundial. O amplo espectro de
resisténcia que os isolados tém apresentado ao lado das altas taxas de prevaléncia dos
mesmos, colocada as cepas resistentes, em especial as cepas S. meticilina resistente
(MRSA), como um verdadeiro desafio a saude publica. De acordo com o estudo conclui-
se a presenga de cepas S. meticilina resistente (MRSA) na cavidade nasal e anal de
caes sadios, caes com otite/dermatite, em leite de vacas com mastite na cavidade nasal
de graduandos da Faculdade de Medicina Veterinaria e profissionais da area da saude.

Essas cepas tém expressiva importancia clinica e epidemioldgica, ndo s6 em
funcdo das altas taxas de incidéncia de suas infecgbes, mas principalmente pela
dificuldade encontrada no tratamento das mesmas, o que, por sua vez, implica nas
taxas de letalidade, que sdo bem maiores quando comparadas as infeccbes causadas
por cepas sensiveis a meticilina.

Mais recentemente tem sido observada uma importante mudang¢a no padréo
epidemiologico das infecgdes por MRSA: elas ndo sdo mais problemas exclusivos do
ambiente hospitalar. Ocorréncias de infecgcdes por MRSA na comunidade sao cada vez
mais frequentes.

O que se percebe é que a necessidade da adog¢ao de medidas de controle mais
eficazes e viaveis no caso das cepas MRSA ¢ imprescindivel. A conscientizagdo dos
profissionais de saude no tocante a prevencido das infecgcbes hospitalares deve ser
mais criteriosa, ratificando a necessidade da adog¢ao de todos as medidas propostas,
desde as mais simples, como a lavagem das maos, até as mais complexas, como 0 uso

racional de antimicrobianos. Vale lembrar que tal conscientizacdo deve ser estendida
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também ao ambiente comunitario, em decorréncia da mudanga no padrao
epidemiologico das cepas MRSA.

Diante do exposto, os extratos vegetais oriundos de T. minuta (Chinchilho),
Schinus terebinthifoilius Raddi (Aroeira), Syzygium cumini (Jamboldo) e Baccharis
trimera (Carqueja) mostraram eficiéncia sobre as bactérias S. coagulase positiva
meticilina resistente (SMRA). Deste modo, visando o controle da resisténcia microbiana,
sugere-se uso das plantas como tratamento alternativo das doencas infecciosas e

substituicdo aos antibidticos convencionais.
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ANEXO | e ANEXO Ill - Modelo de ficha da coleta de dados de caes ndao domiciliados
oriundos do Canil Municipal e Caes de Clinicas particulares/HCV do Municipio de
Pelotas; RS.

FICHA DO ANIMAL

N° apreensio: n’.doc.: data:
Local da apreensio:

Historico:

[Agressoes confirmadas

Identificacao (nome/ n°): Boxe n°:
Tatuagem

dade: Sexo: Raca: Porte:
Pelagem: Cor: Cauda:
Obs.:
Comportamento:

Periodo de observacao:
1° atestado / /

2° atestado / /

IBoletim de sanidade:

|Desparasitacao Interna / / Desparasitacio Externa / /

'Vacina da Raiva / / Outros: / /

Tratamentos/internacio:
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ANEXO Il - Modelo de ficha da coleta de dados de caes domiciliados- Residéncias —
Bairros do Municipio de Pelotas; RS.

8.

o.

Data da Coleta:

Endereco da coleta:

Nome:

Origem do cao:

Idade:

Sexo:

Racga:

Tipo de pelame:

Tamanho:
Proximidade com homem: ( ) Sim
Permanéncia: Interior da residéncia

10. Enfermidades:

( ) Nao

( ) Patio ( )

11. Historia de tratamento prévio:

12. Historia de infecgdes em seres humanos compativel com estafilococose:




ANEXO IV- Modelo da ficha da coleta de dados de amostras Vacas com mastite

96

Vacas com mastite

Data: / /

N° Amostra:

Local da coleta:

Vacal teto:

Tratamento: ( ) Sim

Raca:

()AD ()PD()AE () PE()

Mastite: ( ) Sim ( ) N&o

( ) Nao
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ANEXO V- Ficha da coleta de dados dos Alunos da graduagdo da Faculdade de
Veterinaria e trabalhadores em saude animal.

 FEDE
‘m%’

A5 ppas

0,

SWVERS,
Frgraa®

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE VETERINARIA
DEPARTAMENTO DE VETERINARIA PREVENTIVA
LABORATORIO DE DOENCAS INFECCIOSAS
PROJETO DE PESQUISA:

PESQUISA DE STAPHYLOCOCCUS COAGULASE POSITIVA METICILNA RESISTENTE EM ANIMAIS E
TRABALHADORES EM SAUDE ANIMAL E PROSPECCAO DE PLANTAS MEDICINAIS PARA SEU CONTROLE.

Responsavel: MSc. Anna Beatriz Pizarro Chaffe — (Fone: 32847731)
Orientador: Dr Luiz Filipe DaméSchuch (fone: 32757561)

Questionario de Investigacdo Epidemiologica e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

1. Data: ; 2. Local da coleta:

3. Identificacdo: - (primeiro nome e numero da coleta)

4. Sexo:Masc ( ) Fem ( ) 5. Idade:

4. Profissdo: 5. Estudante / semestre:

6. Contato:Caes sadios () Cées doentes em tratamento () nenhum contato ()
7. Intensidade: Diaria( ) 1-3 por semana () menos que semanal ()

8. Local de contato: HCV ( ) clinicas ( ) Casa( )outro:

9. Faz uso de material de prote¢do:( ) Sim, qual? ( ) Nao
() sempre () quando ¢ obrigatério ( ) as vezes
10. Fez uso de antimicrobiano nos tltimos 30 dias:( ) Sim, Qual? ( )Nao

11. Possui algum histérico de infecgdo bacteriana nos ultimos 60 dias?

Onde? , Qual etiologia? () ndo realizado.

Eu, declaro que concordo em participar como colaborador do projeto acima

identificado, permitindo que seja coletado suabe nasal e respondendo este questionario, e afirmo que fui informado (a) de maneira
clara e detalhada sobre os objetivos e metodologia da pesquisa proposta e esclareci minhas dividas, estando ciente que a qualquer
momento, poderei solicitar novas informac¢des e modificar minha decisdo sobre esta colaboragdo, se assim o desejar. O sigilo
pessoal sera garantido, sendo os dados publicados pelos autores de forma genérica e coletiva, sem identifica¢do individual dos
colaboradores.



ANEXO VI - Ficha caracterizagdes —Laboratério Doencgas Infecciosas

S. aureus sub. aureus

S. aureus sub.
anaerobius

S. delphini

S. hyicus

S. intermedius
S. lutrae

S. pseudointermedius

I K E R E R
I I I I A I

el ]l o] efuemorosesc ov.

S. sheleiferi sub.
coagulase

] K] I I D ) ] ]
Al ] clesacrose
I I I I D B I B T
I KR E T
i I K K R
B B I I I I I B

1 b1 bl d ] esisT roriviana
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