Staphylococcus (S.) pseudintermedius € a causa mais
frequente de piodermite canina e também pode estar
associado com infeccoes do trato urinario e otite externa em
caes. Isolados de S. pseudintermedius resistentes a
meticilina (MRSP), por intermédio do gene mecA, podem
exibir resisténcia a diversas classes de agentes
antimicrobianos usadas em medicina veterinaria (Kadlec &
Schwarz, 2012), limitando as opcoes de tratamento. Além
disso, a transmissao de cepas MRSP entre animais e
humanos tem sido relatada e configura um potencial risco
zoonatico.

O estudo teve como objetivo Investigar a presenca de
Isolados de Staphylococcus resistentes a meticilina entre
amostras clinicas de piodermite provenientes de animais de
companhia. Alem disso, teve como objetivos a identificacao
molecular das espécies de Staphylococcus e a tipificacao
dos isolados resistentes a meticilina.
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Introducao

Materiais e Métodos

Um total de 92 Iisolados de Staphylococcus coagulase
positiva foram identificados em amostras clinicas de
piodermite de caes e gatos atendidos no HCV-UFRGS
durante o periodo de 2011 a 2012.

Fonte: merckmanuals.com

Esses isolados foram submetidos a:

O Teste de suscetibllidade a 17 agentes antimicrobianos
(CLSI, 2013).

® Deteccao do gene de resistencia a meticilina mecA
(Bannoehr et al., 2007).

® Identificacao molecular da espécie por PCR-RFLP
(Bannoehr et al., 2009).

® Amplificacao, sequenciamento e analise da proteina A
(spA typing) de Staphylococcus (Moodley et al., 2009).

Entre 92 isolados de Staphylococcus testados, 20 (21,7%)
Isolados  provenientes de caes com piodermite

apresentaram resisténcia fenotipica a oxacilina (halo < 17
mm). Os 20 isolados amplificaram um fragmento de 310 pb
na PCR, correspondente ao gene de resisténcia a meticilina
mecA (Figura 1A).
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Figura 1. A. Eletroforese em gel de agarose 1% demonstrando a amplificacao por
PCR do gene mecA. Coluna 1. Marcador de peso molecular 1 kb. Coluna 2 e 3:
amostras positivas para o gene mecA. Coluna 4: controle negativo. B. Eletroforese
em gel de agarose 1% demonstrando a PCR-RFLP para identificacao molecular
das espécies de Staphylococcus. Coluna 1: Marcador de peso molecular 100 pb.
Coluna 2 e 4. amplificacao do gene pta. Colunas 3 e 5: digestao do produto de
PCR com a enzima Mbol.

Os Isolados de Staphylococcus resistentes a meticilina
foram submetidos a identificacdo da espécie por PCR-
RFLP. Para isso, um fragmento do gene pta, o qual codifica
para a enzima fosfoacetiltransferase, fol amplificado e
submetido a clivagem com a enzima Mbol. Todos os
Isolados apresentaram fragmentos de 213 pb e 107 pb,
confirmando pertencer a especie de S. pseudintermedius
(Figura 1B).

O gene spa, 0 qual codifica para a proteina A das espeécies
de Staphylococcus, fol amplificado em 18 isolados MRSP. O
produto da amplificacao foi purificado e o0 sequenciamento
estd sendo conduzido. Dentre trés isolados sequenciados
até o momento, foram observadas diferentes repeticoes na
regiao de polimorfismo do gene spa (Figura 2).

A spatyping
AAAAGACAATAATTCAGGTGAAAACAAAGCTGAAGACAAAGGCAACAAAGAAAACAAAGCTCAA

GATAAAGGCAGCAAAGAAGACARAGCTGAAGACAAAGGCAACAAAGAAAACAAAGCTGAAGATA
AAAGAAGGCAAAGCTGCAGACARAGG

INECACAAAGCGAAAGATGCAATGCATGTCGTTCAACCTGGTGAAACAGTAGAAAAAATTGCT

B Isolado 819: — 102 —r03 =102 —r04 —r05
|Isolado 786: rO6—r06 —r06 — r04 — r05

|solado 511: —r02—=r06 —rO07—r06 —r04 —r05

Figura 2. A. Sequéncia do gene spa de um isolado MSRP obtido de cao com
piodermite com as repeticoes em cores. B. Representacao das diferentes
repeticoes encontradas na regiao de polimorfismo do gene spa de trés isolados
MRSP obtidos de caes com piodermite.

Conclusao

MRSP estd envolvido em casos de piodermite em caes
atendidos no HCV-UFRGS, representando um desafio para a
saude animal e uma preocupacao para a saude publica. A
tipificacao do gene spa Indica gque o0s Isolados nao
apresentam clonalidade.
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