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RESUMO

No ultimo periodo do curso de medicina veterinaria € realizado o estagio supervisionado, no
qual o aluno deve escolher uma instituicdo ou empresa conveniada para realizar estagio com o
objetivo de ingressar na vivéncia profissional da area pretendida. O estagio relatado nesse
trabalho foi realizado no Laboratorio de Zoonoses Bacterianas (LZB) da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sdo Paulo (USP), no periodo de 04 de
fevereiro de 2019 ao dia 30 de abril de 2019, sob orientacdo da Professora Elaine Maria Seles
Dorneles e supervisionado pelo Professor Marcos Bryan Heinemann. Este relatorio descreve a
estrutura fisica do local, bem como as atividades realizadas no periodo de estagio. Apresenta
também os resultados do projeto piloto de interesse do professor supervisor, intitulado
“ESTUDO DA PREVALENCIA DE Staphylococcus spp. EM EQUINOS E PERFIL DE
RESISTENCIA ANTIMICROBIANA” realizado durante o periodo de estagio. A pesquisa foi
realizada no LZB utilizando material coletado de vestibulo nasal de equinos internados no
Hospital Veterinario da USP, e permitiu identificar resisténcia a antimicrobianos comumente
na medicina equina. As experiencias vivenciadas no estadgio permitiram a aplicacdo e
aprimoramento dos conhecimentos adquiridos ao longo do curso de graduacdo, bem como
possibilitou adquirir novos conhecimentos, sobretudo nas areas de microbiologia veterinaria,
biologia molecular e diagnostico laboratorial.

Palavras-chave: doencas zoondticas, resisténcia antimicrobiana, veterinaria preventiva



ABSTRACT

In the last period of the veterinary medicine undergraduate course is carried out the supervised
internship, in which the student must choose an institution or company to performe an
internship with the objective of joining the professional experience of the intended area. The
internship reported in this study was conducted at the Laboratorio de Zoonoses Bacterianas
(LZB), Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Universidade de Sao Paulo
(USP), from February 4th, 2019 to April 30th, 2019, being Professor Elaine Maria Seles
Dorneles the advisor and Professor Marcos Bryan Heinemann the supervisor of the internship.
This report describes the physical structure of the laboratory, as well as the activities carried
out during the internship period. It also shows the results of a pilot project of interest of the
supervisor professor, entitled "STUDY OF THE PREVALENCE OF Staphylococcus spp. IN
EQUINE AND PROFILE OF ANTIMICROBIAL RESISTANCE" performed during the
period of training. The research was conducted at the LZB using material collected from the
nasal vestibule of interned horses hospitalized in the university's Veterinary Hospital and
allowed to identify resistance to antimicrobials commonly used in equine medicine.
Experiences experienced in the internship allowed the application and improvement of the
knowledge assimilated during the undergraduate course, as well as it made possible the
acquisition of new knowledge, especially in the fields of veterinary microbiology, molecular
biology and laboratory diagnostics.

Key words: zoonotic diseases, antimicrobial resistance, preventive veterinary
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1. INTRODUCAO

O ultimo periodo do curso de Medicina Veterinaria na Universidade Federal de Lavras
(UFLA) é composto por uma disciplina denomina Estagio Supervisionado (PRG 107), na qual
o0 aluno deve escolher uma instituicdo ou empresa conveniada com a Universidade para realizar
0 estagio. Este estagio tem por objetivo promover a aplicacdo dos conhecimentos adquiridos ao
longo do curso, bem como a aquisicdo de novas experiéncias e expertises. A disciplina €
composta por 408 horas praticas e 68 horas tedricas que séo destinadas a confec¢do do trabalho
de concluséo do curso juntamente com o orientador.

O local de escolha para realizacéo do estagio supervisionado foi o Laboratorio de Zoonoses
Bacterianas (LZB) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade
de Sdo Paulo (USP). O presente relatorio descreve as atividades desenvolvidas durante o
periodo de estagio, que ocorreu entre os dias 04 de fevereiro de 2019 e 30 de abril de 2019. O
estagio foi supervisionado pelo professor Dr. Marcos Bryan Heinemann, docente da instituicdo
e orientado pela professora Elaine Maria Seles Dorneles, docente da Universidade Federal de
Lavras.

A palavra zoonose vem do grego, na qual “zoon” significa animal e “nosos” doengas, ou
seja, significa de acordo com a etimologia da palavra “doencas animais”. O nome se consagrou
e foi definido, em umas das reunides dos Peritos em Zoonoses da Organizacdo Mundial da
Saude em 1967, como: as doencas e infec¢des naturalmente transmissiveis entre os hospedeiros
vertebrados e 0 homem. (World Health Organization, 1967)

As zoonoses constituem um sério risco a saude publica, e por isso, no Brasil, desde 1970
acOes de controle e prevencdo de zoonoses vem sendo oficialmente estruturadas. Entre estas
acOes destacam-se a criagdo de Centros de Controle de Zoonoses (CCZ), Unidades de
Vigilancia de Zoonoses (UVZ) e a elaboracdo de Manuais Técnicos com as normatizacGes de
vigilancia prevencao e controle das zoonoses. (Ministério da Saude, 2016).

Os agentes etioldgicos zoondticos podem ser diversos, como por exemplos protozoarios,
fungos, virus e bactérias. As zoonoses bacterianas tém como exemplo a brucelose, tuberculose,
leptospirose, estafilococose, entre outras que sdo de grande relevancia dentro da satde animal
e humana, e que justificam o local de escolha.

Este relatorio também apresenta o projeto denominado “ESTUDO DA PREVALENCIA
DE Staphylococcus spp. EM EQUINOS E PERFIL DE RESISTEMCIA
ANTIMICROBIANA”, realizado pela estagiéria durante o periodo de estagio.

2. DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO
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A USP é uma universidade publica mantida pelo governo do estado de S&o Paulo criada
oficialmente em 1934. Atualmente, a universidade oferta 183 cursos de graduacdo e mais de
269 programas de pds-graduacao, sendo responsavel por mais de 20% da producdo cientifica
brasileira. Dentre os cursos de graduacéo ofertados estad o de Medicina Veterinaria que passou
a integrar a universidade no ano de 1935, e que hoje é acreditada pelo Conselho Federal de
Medicina Veterinaria. A FMVZ esta localizada na Cidade Universitaria em Sao Paulo (Figura

1), mas também possui atividades no Campus Fernando Costa em Pirassununga-SP.

Figura 1: Praga principal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

G ety = , , .’
A g - y FACULDADE DE MEDICI
| .‘im’ & ek oo, P

Fonte: Portal FMVVZ- USP

A infraestrutura de sede no Campus Universitério € dividida em 5 departamentos, entre
0s quais esta o Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Satde Animal (VPS).
Instalado em 1969, este tem por objetivo “desenvolver atividades de formacdo, pesquisa e
extensdo, visando a solucdo de problemas nacionais relativos a Satde Animal, Satde Publica
Veterinaria e Higiene dos Alimentos”. O LZB, cujo os docentes responsaveis sao os professores
Dr. Marcos Bryan Heinemann e Dr. José Soares Ferreira Neto, constitui um dos laboratérios
do VPS e atua nas linhas de pesquisas relacionadas a leptospirose, brucelose, tuberculose e
estafilococose. O laboratério também atende a comunidade externa com a realizacdo de
diagndsticos laboratoriais.

O LZB, onde foi realizado o estagio, é dividido em quatro salas sendo estas:
almoxarifado (Figura 2), sala de lavagem (Figura 3), sala analitica e sala de cultivo. Possui
ainda, duas salas anexas sendo uma a sala de eletroforese e a outra a sala de biologia molecular.
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O laboratdrio possui duas técnicas responsaveis, e é aberto a pesquisadores da area, bem como
a alunos de mestrado, doutorado, bolsistas de iniciagdo cientifica e estagiarios.

Figura 2: Visdo do almoxarifado do LZB. Local onde é armazenado o material de reposicédo
utilizado na rotina do laboratério.

Fonte: Do autor (2019)

Figura 3: Visdo da sala de lavagem: local de lavagem e esterilizacdo de vidrarias e meios de
cultura, bem como o preparo destes. Pode-se ver também freezers e geladeiras utilizados no
armazenamento de amostras e reagentes.

Fonte: Do autor (2019)

A sala analitica (Figura 4), é o local no qual sdo recebidas e registradas as amostras para
dignostico, sendo também o local de processamento de algumas delas. Esta sala possui uma
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grande bancada que ¢é utilizada para realizacdo de alguns exames que dispensam um ambiente
estéril. H4 também, quatro microscopios de campo escuro que séo utilizados para visualizagcdo
de bactérias do Género Leptospira spp., um microscopio oOptico, algumas estufas para

crescimento microbiolégico e uma capela de exaustéo.

Figura 4: Visdo geral da sala analitica do Laboratério de Zoonoses Bacterianas (LZB).

Fonte: Do autor (2019)

Logo apos a sala analitica, localiza-se a sala de cultivo (Figura 5), na qual é armazenado
em estufas, a colecdo de amostras de diferentes sorovares de Leptospira spp. do LZB. Nesta
sala, também ha duas capelas de fluxo laminar, uma para manipulacéo de material contaminado
como tecidos ou outros tipos de amostras que serdo analisados por exame bacterioldgico, € a

outra destinada apenas para a distribuicdo de meios de cultura.

A sala de Eletroforese (Figura 6) € utilizada para preparo de gel de agarose, para o
préprio processo de eletroforese e para a foto-documentacédo do gel. Para isso a sala € equipada

com um micro-ondas, cubas de eletroforese de varios tamanhos e um fotodocumentador.
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Figura 5: Sala de cultivo do Laboratério de Zoonoses Bacterianas (LZB).

Fonte: Do autor (2019)

Figura 6: Visdo geral da sala de Eletroforese.

Fonte: Do autor (2019)

O laboratério de Biologia Molecular (Figura 7) é dividido em duas partes, uma parte
principal e uma sala de preparo de mix da Reacdo em cadeia da polimerase (PCR). O laboratério
possui uma geladeira para armazenamento de reagentes, dois freezers para manutencdo de

amostras e de alguns reagentes, dois aparelhos termocicladores e centrifugas.
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Figura 7: Laboratério de Biologia Molecular, local destinado a extracdo de DNA, e PCR, do
Laboratorio de Zoonoses Bacterianas (LZB).

Fonte: Do autor (2019)

Durante o periodo do estagio foi feita a visita no Clinica de Equinos do Hospital
Veterinario (HOVET) da USP para a coleta de material utilizado no projeto piloto descrito neste
relatério. O HOVET foi criado em 1981, e é considerado o maior da América Latina em relagdo
ao numero de casos atendidos. Atualmente conta com profissionais qualificados para o
atendimento de cdes e gatos, aves e grandes animais. A area destinada ao atendimento
especifico de grandes animais conta com a Clinica de Bovinos e Pequenos Ruminantes, Clinica
Médica de Equinos e Cirurgia de Grandes animais, entre 0s quais 0 numero de equinos

atendidos se expressa de maneira relevante.

3. DESCRICAO DAS ATIVIDADES

Previamente ao inicio das atividades foi estabelecido um plano de trabalho elaborado
pelo professor supervisor do estdgio. Dentre as atividades descritas no plano de trabalho
constavam: a) acompanhamento da rotina de técnicas de limpeza, desinfec¢éo e manutencao do
ambiente do laboratério e infectdrio, bem como do material utilizado; b) rotina de cultivo de
Leptospira, preparo de meios de cultivo, preparo de indculo, observacao dos tubos de cultivo,
microscopia de campo escuro; ¢) execucao da técnica de PCR para identificacdo de Leptospira

em amostras clinicas e de cultivo; d) realizacdo de prova sorolégica para a deteccdo de
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anticorpos anti-Leptospira; e) rotina de descontaminacdo e cultivo de tuberculose bovina; f)
identificacdo de Mycobacterium por coloracdo de Ziehl- Neelsen; g) rotina de provas

soroldgicas para deteccao de anticorpos anti-Brucella.

3.1 Recepc¢ao das amostras

Todas as amostras que sdo recebidas pelo LZB sdo conferidas e registradas em um
caderno especifico para o exame solicitado. Sdo anexados os dados do solicitante, a data de

entrada do material no laboratdrio e posteriormente ao seu processamento, o resultado.

O conjunto de amostras recebe uma codificacdo prépria, a qual refere-se a ordem e ano
de chegada no laboratério acrescidos da letra M inicialmente. Como exemplo, a primeira
amostra de 2019 recebeu o cédigo M1/2019.

As requisicdes e solicitagdes de exames sdo arquivadas em pastas fisicas identificadas
para cada andlise, obtendo-se dessa forma maior controle das entradas e saidas do laboratério.

3.2 Rotina de Leptospira

O género Leptospira é um dos géneros da familia Leptospiraceae da ordem
Spirochaetales, e que segundo Adler (2011) se divide em mais de 230 sorovares de acordo com

caracterizagdes soroldgicas e moleculares.

As bactérias pertencentes a este género apresentam formato espiral, sdo flexiveis,
medem 0,1 a 0,2 um de diametro por 6 a 20 um de comprimento, e quando observadas por
microscopio de campo escuro (Figura 8), apresentam em sua extremidade em formato de ponto
de interrogacdo (GOMES, 2019).
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Figura 8: Visualizacdo de Leptospira spp. sob microscopia de campo escuro.

Fonte: Do autor (2019)

Em relagdo ao metabolismo, sdo anaerobias e exigentes nutricionalmente, necessitando
de fontes de acidos graxos de cadeia longa como fonte de carbono. Tem seu crescimento 6timo
em temperatura de 28 a 30°C e em pH neutro (7,2-7,6) (LEVETT, 2001).

A lepstospirose é classificada como antropozoonose direta, endémica de distribuicdo
mundial e que afeta diversas espécies de animais domésticos e silvestres, ocorrendo também no
homem (McBride et al., 2005). Os sinais clinicos podem ser diversos como febre, dor de cabeca,

dores no corpo e em casos mais graves ictericia, insuficiéncia renal e hemorragias.

O diagndstico pode ser feito por meio de cultura e o isolamento, porém a Leptospira
requer um longo periodo de cultivo. Outras opcdes seriam a deteccdo do agente utilizando a
técnica de PCR, e a deteccdo de anticorpos anti-Leptospira por meio da soroaglutinacdo
microscopica (SAM), recomendada pela Organizacdo Mundial de Saide Animal (OIE), 2018.

3.2.1 Cultura e isolamento

No LZB as amostras clinicas de urina, para as quais foram solicitadas isolamento, sdo
diluidas em solucdo salina de Sérensen (pH 7,4) ou filtradas em membrana 0,22 um e semeadas
em duplicata no meio de cultura liquido EMJH (Ellighausen, McCullough, Johnson e Harris),
e meio semissolido de Fletcher. As amostras semeadas sdo incubadas em estufa bacterioldgica
a 28° C por um periodo minimo de 6 semanas, sendo somente apds esse periodo consideradas
negativas. Os cultivos sdo examinados semanalmente quanto a turvacdo do meio, observados
em caixa preta com presenca de luz, e quanto a presenca de formas bacterianas compativeis

com Leptospira, observadas sob microscopia de campo escuro.
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O meio de EMJH ao ser preparado, parte é enriquecido com soro de coelho 10% e outra
parte com enriquecimento comercial contendo albumina, polissorbato 80 e fatores de
crescimento para Leptospira (Leptospira Enrichment EMJH, DIFCO), ambos 0s meios
desprovidos de mistura antibidtica.

No caso de pesquisa em tecidos bioldgicos como rim, figado ou bago, com o auxilio de
pinca e tesoura estéreis estes, sdo colocados em sacos com o fecho também estéril em seguida
sdo macerados com os dedos, adicionando-se solucdo salina em volume capaz de cobrir 0
macerado homogeneizado. Quando possivel, a presenca de células bacterianas com morfologia
compativel a Leptospira é observada em microscépio de campo escuro e a cultura semeada

(500 pL) nos meios de EMJH e Fletcher e em seguida incubada a 28°C.

3.2.2 Identificacdo molecular: Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A deteccdo da Leptospira por meio de PCR se baseia na amplificagdo de varias copias
de uma regido especifica do DNA. No LZB, a pesquisa direta de Leptospira spp. por meio deste
teste € realizada a partir do material clinico recebido, sendo este em sua maioria amostras de
urina.

Para a extragdo do DNA utiliza-se o PureLink™ Genomic DNA Minikit da
Invitrogen™, o qual se inicia com a lise celular sequido de purificagdo das amostras e elui¢do
do DNA. A amplificacio do DNA para Leptospira spp. é realizada empregando-se a GoTaq™
Green Master Mix (Promega, Brasil), e os iniciadores descritos por Mérien et al. (1992) [Lepl
(5’-GGCGGCGCGTCTTAAACATG-3’) e Lep2 (5-TTCCCCCCATTGAGCAAGATT-3")]
que amplificam uma regido de 330 pb do gene 16S rRNA (rrs), identificando o género
Lepstospira. As amostras sdo submetidas a uma desnaturagéo inicial de cinco minutos a 94°C,
40 ciclos de desnaturacédo a 94°C por 30 segundos, anelamento 60°C por 30 segundos e exten¢édo
a 72°C por 30 segundos, seguida por uma extensao final 72°C por cinco minutos.

Utiliza-se também os primers previamente descritos por Ahmed et al. (2006) LipL32
F 5'ATCTCCGTTGCACTCTTTGC3 'e R '"ACCATCATCATCATCGTCCAZ', que apresenta
um produto amplificado de 474 pb. A LipL32 é a principal proteina de membrana externa
encontrada na superficie de Leptospira patogénicas e tem sido altamente conservada entre essas
espeécies (Stoddard et al. 2009). O protocolo de amplificagéo se da por um ciclo de desnaturagéo
a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturacéo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por
30 segundos, extensdo a 72°C por 1 min e extenséo final a 72°C por 7 minutos.

Os produtos amplificados em ambas as reagdes de PCR sdo analisados por

eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v), com tampéo de corrida TBE 0,5 X (0,045 M de Tris-
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borato, 1 mM de EDTA, pH 8,0). O gel é corado com SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen®)
e fotografado sob luz ultravioleta com o auxilio de um transiluminador.

Figura 9: Gel de agarose 1,5% (p/v), corado com SYBR Safe DNA gel stain
(Invitrogen®) evidenciando marcador de peso molecular 100pb (1 e 17), DNA de Leptospira
usado como controle positivo (2), TE (pH8,0) usado como controle negativo (3) e amostras
testadas (4-16) para o gene Lep (330 pb).

1 2 ) 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

e 330 pb

Fonte: Do autor (2019)

3.2.3 Identificacdo soroldgica

O teste sorologico para identificacdo de anticorpos anti-Leptospira é um
procedimento laboratorial que pode confirmar o diagnostico clinico, e que é largamente
utilizado para determinar a prevaléncia do rebanho e realizar estudos epidemioldgicos. Os
anticorpos contra leptospirose sdo produzidos com alguns dias de infeccdo e podem persistem
por semanas ou meses e, em alguns casos por anos.

O Microscopic Agglutination Test (MAT), traduzido como Soroaglutinacdo
Microscopica (SAM) utiliza antigenos vivos, que interagem com 0s anticorpos presente no soro
do animal formando o complexo antigeno-anticorpo. Selecionar antigenos representativos de
todos os sorogrupos conhecidos na regido em que 0s animais sdo encontrados é de extrema
importancia para o diagnostico.

Para realizacdo desse teste, 0 LZB segue as normas padréo da Organizacdo Mundial
de Saude Animal (World Organization for Animal Health- OIE, 2014). Os sorovares
selecionadas séo cultivados em meio EMJH a 29 + 1 ° C e sdo utilizadas como antigeno, cultura
de pelo menos 4 a 8 dias. A densidade aproximada ¢ de 2 x 108 bactérias / mL. Os antigenos
utilizados na rotina do laboratorio estdo descritos no quadro a seguir (Tabela 1), estes podem

variar de acordo com a espécie animal da amostrada testada.
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Tabela 1. Antigenos do género Leptospira empregados no teste de Soroaglutinacdo

Microscopica (SAM), listados por sorogrupo com seus respectivos sorovares.

Sorogrupo Sorovar
Australis
Australis i
Bratislava
Autumnalis
Autumnalis
Butembo
Sejroe Guaricura
Ballum Castellonis
Bataviae Bataviae
Canicola Canicola
Celledoni Whitcombi
Cynopteri Cynopteri
Grippotyphosa Grippotyphosa
Hebdomadis Hebdomadis
Icterohaemorrhagiae Copenhageni
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae
Javanica Javanica
Panama Panama
Ppomona
Pomona
Pyrogenes Pyrogenes
Hardjobovis
Sejroe Hardjoprajitno
Shermani Shermani
Tarassovi Tarassovi
Pomona Pomona
Djasiman Sentot

As amostras de soro sanguineo sdo diluidas na propor¢do 1:50 em solucdo salina de
Sorensen (pH 7,4) e 50 pL desta diluicdo sdo depositados em microplacas 96 pocos. Em seguida
50 pL do antigeno € adicionado em cada poco, atingindo-se a diluicdo 1:100. As microplacas
sdo incubadas a 28° C por no minimo duas horas para posterior leitura e interpretacdo. Como

controle para validacdo do teste, cada antigeno € analisado microscopicamente quanto a sua

viabilidade, pureza e auto aglutinacao.
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A leitura é realizada em microscépio de campo escuro para observacao de aglutinagdes,
sendo consideradas reagentes, apenas aquelas amostras que apresentarem no minimo 50 % de
aglutinacdo por campo (Figura 10). Essa primeira fase é denominada como triagem, as amostras
reagentes na triagem sao novamente testadas para definir o titulo final de aglutinacao.

Figura 10: Observacao sob microscopia de campo escuro de formacdo de complexo
antigeno anticorpo em mais de 50% do campo.

Fonte: Do autor (2019)

Para determinacédo do titulo de anticorpos, 0s soros sanguineos sdo diluidos de forma
seriada na razdo dois em solucdo salina de Sorensen (pH 7,4) até a diluicdo 1:3.200 e
acrescentado 50 pL do antigeno que for reagente na triagem. A incubacdo das microplacas e
leitura do teste é realizado da mesma forma como descrito para a triagem, considerando como
titulo final a maior diluicdo da amostra em que se observara 50% ou mais de aglutinacdo. Em
casos que se necessite de resultado rapido pode-se fazer a titulagdo direta.

A titulacdo direta consiste em fazer a diluicéo seriada na razéo dois a partir do pogo de
triagem (50 L de antigeno + 50 pL de soro diluido). Nesse caso ao se observar soro positivo
na leitura da triagem segue para a leitura da titulagdo. A titulacdo direta € uma ferramenta mais
utilizada para amostras isoladas, geralmente usada em infecgdes pontuais em caes. Quando se
requer um diagnostico de rebando, ou seja, sdo muitas amostras opta-se por fazer a
primeiramente a triagem e em seguida a titulacdo apenas dos soros positivos.

3.3 Rotina de Tuberculose Bovina

A tuberculose é uma zoonose de grande importancia na salde publica causada por
bactérias do género Mycobacterium. Dentre elas destaca-se 0 Micobacterium bovis que
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acomete principalmente bovinos e bufalos, podendo também acometer o homem, e o
Mycobacterium tuberculosis acometendo principalmente humanos, podendo também causar
doenca em animais silvestres. Ambos patdgenos sao pertencentes do complexo Mycobacterium
tuberculosis (MTBC). (EMBRAPA, 2014)

O Mycobacterium bovis tem formato de cocobacilo e mede 0,3 a 0,6um de largurae 1
a 4 um de comprimento. A doenga em bovinos é de distribuicdo mundial e apresenta carater
crénico podendo acometer diversos orgdos, principalmente pulmdes e linfonodos. Gera
diversos prejuizos ao produtor como, queda na producao de leite, perda na producéo de carne e
perdas referentes a condenacgéo de carcagas que apresentem lesdes. (CORNER, 1994)

Para o diagndstico da tuberculose o padrdo ouro é o isolamento da micobatéria em meio
de cultura seguida de identificacdo. Porém, uma das dificuldades enfrentadas nesse tipo de
diagnostico é o crescimento lento das micobactérias, principalmente das patogénicas que
podem levar 90 dias ou mais. Dessa forma, a qualidade do meio de cultura e a descontaminacao
da amostra devem ser aliados para o sucesso do isolamento. (CORNER; GORMLEY;
PFEIFFER,2012)

A descontaminacdo da amostra (tecido ou material coletado em suabe) no LZB é feita
pelo método de Cloreto de hexadecilpiridinio (HPC), o qual utiliza esse detergente na
concentracdo de 1,5% para a descontaminacdo, ou pelo método de Petroff que faz a
descontaminacdo através da reacdo com hidréxido de sédio (NaCl) 4 %. Nos casos em que as
amostras sdo coletadas em suabes deve-se imergir o mesmo em solucéo salina 0,85% em um
tubo fechado, e prosseguir com agitacdo em vOrtex para se retirar 0 maximo de contetdo
possivel do suabe.

Apos a descontaminacdo o material deve ser semeado em meios a base de ovo e amido,
sendo os mais utilizados o Lowenstein Jensen e o Stonebrink. A incubacdo deve ser feita a 37°
C por um periodo minimo de oito semanas, e 0s tubos devem estar hermeticamente fechados
para evitar o ressecamento do meio. As col6nias de M.bovis em geral sdo arredondadas, com
borda irregular, pequenas e de coloracdo amarelo-pélida. (CORNER, 1994; CORNER;
GORMLEY; PFEIFFER,2012)

No LZB ap6s o crescimento de cultura segue-se para a confirmacéo que é feita atraves
da visualizagdo em microscopio utilizando a coloragéo de Ziehl- Neelsen e/ou a identificacdo
molecular através da técnica de PCR multiplex, permitindo identificar ndo somente o género,
mas também a espécie isolada.

A coloracdo de Ziehl- Neelsen é uma coloragdo especial utilizada para corar as bactérias

que resistem fortemente a descoloracdo, mesmo por acidos fortes diluidos em alcool. Bacterias
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do género Micobacterium possuem essa propriedade e por isso sdo denominadas como BAAR
(bacilos alcool-4cido resistentes). Os responsaveis por conferir essa caracteristica, sdo 0s
lipidios estruturais, como o acido micolico, presentes abundantemente na parede celular destas
bactérias que dificultam a acdo dos mordentes e corantes aquosos. (COELHO, A. C. et al, 2008)
A técnica de coloracéo é realizada da seguinte forma:
- Confeccionar o esfregaco
- Cobrir o esfregaco, previamente fixada pelo calor, com fuscina fenicada. (Aquecer até a
emissdo de vapores, sem deixar 0 corante secar, por 5 minutos);
- Lavar em agua suavemente;
- Em seguida descorar completamente com &lcool-4cido;
- Lavar em agua corrente novamente;
- Cobrir o esfregaco com azul de metileno por 30 segundos;
- Lavar em &gua corrente novamente;
-Deixar a lamina secar
- Examinar a ldmina ao microscépio com objetiva de imersdo (100X).
Fonte: Coloracao de Gram e Ziehl-Neelsen- USP 2008
Durante o processo de aquecimento a membrana lipidica se torna permeavel e dessa
maneira a fucsina fenicada consegue corar as células bacterianas, que adquirem coloracdo
avermelhada. Ao se aplicar a o acido diluido em &lcool todas as bactérias se descoram exceto
as BAAR. O contracorante azul de metileno facilita a observacdo e distin¢cdo das BAAR uma
vez que cora as demais bactérias ndo resistentes ao alcool acido.
3.4  Rotina de Brucelose

O primeiro relato do género Brucella foi em 1887 pelo oficial e médico Dr. David Bruce,
que isolou a bactéria em amostras de baco colhidas na necropsia de militares que morreram
vitimas dessa enfermidade nas costas do Mediterraneo, chamada de Febre de Malta (Corbel et.
al, 2006).

Atualmente denominada brucelose, a doenca é distribuida mundialmente, e tem como
principal patdgeno, no Brasil, a espécie Brucella abortus, bactéria Gram-negativa capaz de
causar problemas reprodutivos nos bovinos. O microrganismo possui formato de
cocobastonetes ou bastonetes curtos com 0,5-0,7 pum de didmetro e 0,6-1,5um de comprimento,
ndo possuem esporos, sdo imaveis, nao flagelados e aerdbios (GOMES, 2019).

Presente no grupo de doengas zoondticas, a brucelose no homem tem maior prevaléncia

como carater ocupacional, sendo os médicos veterinarios e funcionarios de fazendas os
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principais acometidos. Juntamente com a tuberculose bovina, a brucelose faz parte do Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Bovina (PNCEBT).

O PNCEBT instituido pelo MAPA em 2001, atraves da Instrugdo Normativa N°2,10 de
janeiro de 2001, tem como uma de suas propostas técnicas o diagnostico e apoio laboratorial.
Este, visa a padronizacao dos procedimentos de diagnostico utilizados, garantindo o sucesso do
programa reduzindo assim, a prevaléncia e a incidéncia de novos focos de brucelose no pais.

O LZB realiza os testes do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e do 2-
Mercaptoetanol (2-ME), para fins de pesquisa seguindo a normatizacdo do PNCEBT, sendo

estes descritos a seguir.
3.4.1 Teste do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT)

O AAT é uma prova soroldgica qualitativa que visa detectar anticorpos anti-Brucella no
soro sanguineo. De acordo com o PNCEBT, este teste, assim como o teste do Anel do leite

(TAL), deve ser usado como triagem, 0S casos positivos seguem para o0s testes confirmatorios.
A realizagdo do teste deve ser feita, de acordo como PNCEBT, da seguinte maneira:

1. Equilibrar os soros e 0 antigeno a temperatura ambiente por pelo menos 30 minutos;

2. Dispensar 30 L de soro por area da placa. Depositar na placa de vidro em angulo de 45°;

3. Agitar levemente o soro e colocar 30 pL ao lado do soro, sem deixar misturar antigeno;

4. Misturar com o auxilio de um misturador o soro e o antigeno com movimentos circulares. O

circulo deve obter £ 2 cm;

5. Agitar a placa com movimentos oscilatérios continuamente por 4 minutos;
6. Colocar a placa em caixa preta com luz indireta para realizar a leitura;
Fonte: Manual Técnico PNCEBT MAPA 2006

A interpretacdo do teste deve ser feita imediatamente apds o seu término. A presenca de
aglutinacdo (formacdo do complexo antigeno-anticorpo) evidencia as amostras reagentes.

Dessa forma os negativos séo aqueles que ndo apresentam aglutinagéo (Figura 11).
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Figura 11: Teste do AAT evidenciando os soros 1, 2, 3 e 4 como positivos e 0s soros 5
e 6 como negativos. Na amostra de soro 2 a aglutinacdo é mais evidente.

Fonte: Do autor (2019)

3.4.2 Teste do 2- Mercaptoetanol (2-ME)

O 2-ME é uma prova quantitativa seletiva que detecta com maior facilidade anticorpos
do tipo IgG, imunoglobulina indicativa de infeccdes cronicas. Esta deve ser executada sempre
em paralelo com a prova lenta em tubos, denominada soroaglutinacéo lenta (SAL). (PNCEBT,
2006)

Este teste é considerado como um teste confirmatério, por isso nos casos de resultados
positivos em ambas as provas, AAT e 2- ME, os animais devem ser considerados infectados, e
de acordo com o PNCEBT abatidos.

O teste deve ser feito, de acordo com o PNCEBT, da seguinte maneira:

1. Diluir o antigeno para soroaglutinagdo lenta em tubos, 100 vezes (1:100) em solucéo salina
0,85% contendo 0,5% de fenol

2. Diluir o antigeno para soroalgutingdo lenta em tubos, 50 vezes (1:50) em solucdo salina a

0,85% sem adicéo de fenol.

3. Preparar a solucéo de 2-ME a 0,1 M misturando-se 7,8 mL de 2 ME a 992,20 mL de solucéo
salina 0,85% sem fenol, ou em volumes menores proporcionalmente.
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4. Organizar os tubos de forma que haja tubo suficiente para as 4 dilui¢cbes do 2 ME e 4 dilui¢des
da SAL

5. Pipetar no fundo do primeiro tubo da primeira fileira 0,08 mL de soro. No segundo tubo,

deposita-se 0,04 mL, no terceiro, 0,02 mL e no quarto, 0,01 mL.
6. Dispensar 2 mL da solucéo de antigeno diluido 1:100 na fileira de soroaglutinacéo lenta.

7. Colocar na fileira de 2-ME, 1 mL da solu¢do do 2-ME em cada tubo. Deixar 30 minutos

descansando a temperatura ambiente.

8. Apos 30 minutos acrescentar 1 mL do antigeno diluido 1:50 homogeneizar e colocar na estufa
a 37° C por 48h.

9. Fazer leitura em caixa preta. As interpretacdes baseiam-se no grau de aglutinacéo do antigeno

e na consisténcia dos grumos apés agitacdo suave.

*Reagdo completa — é aquela em que o liquido da mistura soro-antigeno aparece

translucido e a agitacdo suave ndo rompe os grumos; (Figura 12)

 Reagdo incompleta — € aquela em que a mistura soroantigeno aparece parcialmente

translucida, e uma suave agitagdo ndo rompe 0s grumos;

« Reagdo negativa — € aquela em que a mistura soroantigeno aparece opaca ou turva, e

uma agitacdo suave nao revela grumos.
Fonte: Manual Técnico PNCEBT MAPA 2006

Figura 12: Leitura de diluicdo em 2-ME evidenciando soro positivo com titulacdo 100

Fonte: Do autor (2019)
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4. PROJETO PILOTO

Durante o periodo de estagio foi atribuido a estagiéria a realizagdo de um projeto piloto
de interesse do professor supervisor intitulado: “ESTUDO DA PREVALENCIA DE
Staphylococcus spp. EM EQUINOS E PERFIL DE RESISTEMCIA ANTIMICROBIANA”, o

qual esta descrito abaixo.

4.1 Referencial Tedrico

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA 2008), as
bactérias do género Staphylococcus receberam este nome devido ao seu formato esférico e seu
agrupamento em cachos semelhantes a cachos de uva. Essas bactérias sdo classificadas como
Gram-positivas, anaerobias facultativas e apresentam faixa de temperatura 6tima para seu

crescimento entre 30 e 37° C.

Dentre as espécies do género, o Staphylococcus aureus se encontra em destaque
devido a sua patogenicidade, prevaléncia e resisténcia. Pertencente ao microbioma natural da
pele, conjuntivas e mucosas dos animais, 0 S. aureus pode ocasionar infec¢des oportunistas em
seus hospedeiros devido a diversidade de seus fatores de viruléncia (Van den Eede et al., 2013;
Weese, 2010).

Estudos feitos em equinos hospitalizados demonstram que estes se tornam mais
propensos a desenvolver a infecgdo estafilococica devido ao seu intimo contato com o médico
veterinario, sendo este um fator de risco de grande relevancia. Olivo (2016), em seu estudo,
objetivou avaliar a frequéncia de Staphylococcus spp. presentes em equinos hospitalizados e
profissionais da &rea (médicos veterinarios e funcionarios), bem como avaliar possivel
transmissdo interespécies. Como resultado obteve o isolamento do género em 17,5% das
amostras de orificio nasal dos equinos testados, sendo 3,8 % de S. aureus. Em seres humanos
isolou o género em 40% das amostras sendo estas 100% S. aureus, comprovando, a importancia

desse micro-organismo para a salde publica.

A penicilina foi a principio o farmaco de elei¢do no tratamento das estafilococoses,
porém, a partir da decada de 1940 se identificou resisténcia de algumas estirpes ao antibidtico.
A aquisicdo de genes produtores de penicilinases, e transposicéo entre os estafilococos fez com
que em 1960 fosse registrado altos indices de resisténcia a este farmaco. Em 1959, foi lancada
a meticilina como terapia alternativa as cepas produtoras de penicinilases, porém logo apds seu

langamento, em 1961 foram descritas estirpes resistentes no Reino Unido, denominadas
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Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA). Pouco tempo depois foram
identificadas em outros paises europeus, no Japdo, Austrélia, e os Estados Unidos. (Kepler A.
et al, 2004; Mark C. et. al,2002; Tavares, 2000).

Os MRSA tém pouca especificidade e sdo capazes de causar a doenca em diversos
hospedeiros. Nos equinos, este patdgeno pode causar a doenca clinica, ou estes podem ser
carreadores e disseminadores do agente para outros animais e seres humanos, por meio da
infeccdo nosocomial (WEESE et al., 2005b). Surtos da doenga em hospitais veterinarios podem

decorrer de diversos fatores, destacando-se a imunossupressao em pacientes pds-operados.

O Hospital Veterinario (HOVET) da USP foi criado em 1981, e é considerado o maior
da América Latina em relacdo ao numero de casos atendidos. Atualmente conta com uma area
destinada ao atendimento especifico de grandes animais, entre 0s quais o0 numero de equinos se

expressa de maneira relevante.

Diante disso, o estudo da prevaléncia de Staphylococcus spp. e o perfil de resisténcia
antimicrobiana, bem como a presenca de MRSA nos equinos hospitalizados atendidos no
HOVET, é pertinente e de interesse, uma vez que os dados gerados podem influenciar nas
medidas de controle e prevencdo de surtos de MRSA, nos pacientes, médicos veterinarios e

funcionarios do hospital.

4.2  Objetivos

Geral: Identificar e estudar a prevaléncia de Staphylococcus spp. em equinos internados
no Hospital Veterinario (HOVET), USP.

Especificos:

e Tracar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos isolados;

e Detectar a presenca dos genes mecA e mecC, responsaveis pela resisténcia a
meticilinas;

e Comparar o resultado da identificacdo por agar cromogénico com a identificacao
molecular.

4.3 Material e métodos

4.3.1 Coleta das amostras

Para a execucdo do presente estudo, foram coletadas amostras de vestibulo nasal de 22
equinos (machos e fémeas independentes da raca ou idade) internados no Hospital Veterinario
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da USP no dia primeiro de abril de dois mil e dezenove. Para isso utilizou-se suabe estéril,
friccionando na mucosa nasal com movimentos de rotacdo, na regido de vestibulo nasal segundo
Van den Eede et al. (2013).

4.3.2 Cultivo e isolamento

Ap0s a colheita, as amostras foram semeadas em meio de agar cromdgeno AcccStaph®
e mantidos em condicdes de aerobiose a 37°C, por 20 horas. Ap6s o crescimento inicial seguiu-
se para o isolamento de coldnias puras, utilizando-se a técnica de estriacdo composta, no mesmo
agar. As colbnias puras foram selecionadas e semeadas em meio liquido Brain Heart Infusion
(BHI), para manutencdo, e novamente em agar cromogénico com o objetivo de obtencdo de

massa bacteriana para testes posteriores.

4.3.3 ldentificacdo por Agar cromogénico ACCUSTAPH ®

Os meios de cultura cromogénicos em geral, sdo meios que possuem em sua formulagao
material corante. As bactérias, por meio de enzimas quebram esse “substrato” originando
compostos coloridos que permitem diferenciar as coldnias pela coloracao que apresentam quando

cultivadas nesses meios.

O meio cromogénio utilizado permite a identificacdo de S. aureus por meio do
crescimento de coldnias com a coloragdo rosa, as colonias azuis sdo identificadas como
Sthaphylococcus haemolyticus e as brancas como estafilococos coagulase negativo (SCN),
apresentando 99% de sensibilidade de acordo com o fabricante. Utilizou-se entdo da coloragdo

apresentada como identificacdo primaria.
4.3.4 Teste de sensibilidade a antimicrobianos

O perfil de sensibilidade a antimicrobianos foi tracado a partir do método de difusdo em
disco descrito pelo NCCLS 2005, o qual se baseia no tamanho do halo de inibi¢cdo formado,
correlacionado as concentrac@es inibitorias minimas (CIMs) das amostras reconhecidamente
sensiveis e resistentes a diversos agentes antimicrobianos. Utilizou-se a cepa S. aureus ATCC

25923 como controle de qualidade em todos 0s ensaios.

O indculo foi preparado equivalendo a uma solucdo padrao 0,5 de McFarland. Utilizou-
se 0 agar Miller Hinton distribuido em placa de petri com 4 mm de espessura, e as bases utilizadas
foram: cefoxitina, oxacilina, sulfa + trimetropim, gentamicina, enrofloxacina, ceftiofur e

amoxicilina, as quais foram selecionadas devido a sua frequéncia de utilizacdo na medicina
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equina. As placas foram incubadas em estufa 35°C, sendo a leitura realizada apds 18h de cultivo,
exceto para oxacilina, a qual foi lida com 24h horas de cultivo como recomendado pelas normas.

A interpretacdodos resultados foi realizada de acordo com o didmetro do halo de
inibicdo (Figura 13), correlacionando essa medida com as medidas j& padronizadas pelo
CLSI/NCCLS 2005, para cada antimicrobiano, determinando o perfil de sensibilidade de cada
microrganismo. Para o antimicrobiano amoxicilina utilizou-se as medidas correspondentes a
ampicilina, antimicrobiano da mesma classe. No caso do ceftiofur, foi utilizado a medida
correspondente a ceftriaxona, cefalosporina semelhante de terceira geragéo. Fez-se uso dessas
correspondéncias uma vez que ndao h& medidas padronizadas para 0s antimicrobianos

selecionados quando testados em amostras de Staphylococcus spp.

Figura 13: Leitura do halo de inibig&o atraves da medida do seu didmetro

Fonte: Do autor (2019)

4.3.5 ldentificacdo molecular por PCR

A técnica de PCR foi utilizada para confirmacgdo dos dados obtidos pela identificacdo
primaria no cultivo de Staphylococcus spp. A extracdo do DNA para realizagdo do teste foi feita
a partir do método de termdlise, amostras da cultura pura foram acrescidas de 200 uL de TE
(pH8,0), e mantidas por 30 minutos a 95°C. Em seguida realizou-se a centrifugacdo por 10
minutos a 10.000 rpm coletando-se o sobrenadante.

Foi realizado PCR duplex com alvo nos genes 16S rRNA e nuc, para a identificacao do
género Staphylococcus e da espécie S.aureus, respectivamente. A sequéncia de primers

utilizados, bem como o tamanho esperado do fragmento amplificado estdo descritos na tabela 2.
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Tabela 2. Iniciadores utilizados na PCR duplex para identificacdo do género Staphylococcus e
da especie S.aureus

Gene Sequéncia de primers (5-3°) Tamanho do Referéncia
produto de
PCR (bp)
mecA ACTGCTATCCACCCTCAAAC 163 Mehrothra et. al.
(2000)
CTGGTGAAGTTGTAATCTGG
mecC ATTAAAATCAGAGCGAGGC 188 Paterson et.al (2012),
TGGCTGAACCCATTT TTGAT

Para a reacdo utilizou-se a GoTaq Green Master Mix, 2X (Promega, Brasil). A
amplificacdo do DNA se deu pelo seguinte protocolo: desnaturacéo inicial a temperatura de 95°C
por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacéo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 56°C
por 35 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, seguidos de extensdo final de 72°C por 2
minutos.

4.3.6 ldentificagdo molecular dos genes mecA e mecC

Realizou-se entdo a técnica de PCR para amplificacdo dos genes mecA e mecC
separadamente. A sequéncia de primers utilizados, bem como o tamanho esperado do fragmento

amplificado estéo descritos na tabela 3.

Tabela 3. Iniciadores utilizados na PCR para identificacdo do genes mecA e mecC,
responsavés por conferir resisténcia a meticilina.

Gene Sequéncia de primers (5-3°) Tamanho Referéncia
do produto
de PCR
(bp)
mecA | ACTGCTATCCACCCTCAAAC 163 Mehrothra et. al.
(2000)
CTGGTGAAGTTGTAATCTGG
mecC ATTAAAATCAGAGCGAGGC 188 Paterson et.al
(2012),
TGGCTGAACCCATTT TTGAT

O protocolo de amplificagdo do DNA para o gene mecA, iniciou-se com a desnaturagao
a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagédo a 94°C por 2 minutos, anelamento a

57°C por 2 minutos, extensdo a 72°C por 1 minuto e extensao final de 72°C por 7 minutos.
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Para 0 gene mecC o protocolo de amplificacdo utilizado foi: desnaturagéo a 94°C por 5
minutos, seguida de 34 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 52°C por
30 segundos, extengdo a72°C por 1 minuto e extencdo final de 72°C por 10 minutos.

4.3.7 Eletroforese

A eletroforese em gel é uma técnica usada para separar fragmentos de DNA de
acordo com seu tamanho. O DNA testado é colocado sobre uma das extremidades do gel, este,
recebe a passagem de uma corrente elétrica, permitindo assim a movimentacao das moléculas
de DNA que em funcéo de seu tamanho ou carga. Elas se movimentam em velocidades
diferentes permitindo a separacéo das moléculas, os fragmentos menores atravessam o gel mais
rapidamente do que os maiores (BRAMMER, 2001).

No LZB,o gel utilizado é feito de agarose 1,5% (p/v), corado com SYBR Safe DNA
gel stain (Invitrogen®), dessa forma os fragmentos de DNA sdo vistos como bandas, que
representam, cada uma delas, um grupo de fragmentos de DNA de mesmo tamanho. Em cada
gel juntamente com as amostras testados séo colocados um marcador de pesomelcular para
auxiliar na leitura da banda formada de acordo com o seu tamanho, e um controle positivo e

negativo.

44  Resultados
A partir da cultura das amostras clinicas analisadas (suabe nasal), isolou-se 47 amostras.
A identificacdo primaria foi realizada por meio de agar cromogénico (AccuStaph®), a partir do
qual obteve-se 6 (12,8%) amostras de coloracgdo rosa, identificadas como S. aureus; 18 (38,2%)
de coloracdo branca (Staphylococcus coagulase negativo); e 23 (49%) colbnias de coloracéo
entre azul e verde identificadas como S. haemolyticus.
Dos 47 isolados obtidos, submetidos a identificacdo pela técnica de PCR duplex
para 0s genes 16S e nuc, 39 (82,98%) foram identificados como sendo Staphylococccus spp., e 1
(2,13%) isolado foi identificado como S. aureus (Figura 14). Os outros isolados ndo positivos
para 0 género Staphylococccus spp foram denominados como outros e ndo foram realizados 0s

demais testes para estes.
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Figura 14: Gel de agarose 1,5% (p/v), corado com SYBR Safe DNA gel stain
(Invitrogen®) evidenciando marcador de peso molecular 100pb (1), DNA de S. aureus usado
como controle positivo para os genes 16S rna (228 pb) e nuc (359 pb) (2), DNA de
Staphylococccus spp. usado como controle positivo para o gene 16S TE (pH8,0) usado como
controle negativo (4) e amostras testadas (5-26).

Fonte: Do autor (2019)

Em relacéo a identificacdo dos genes mecA (Figura 15) e mecC (Figura 16), 5 (10,64%)
foram positivas para o gene mecA e 1 (2,13%) positivo para o gene mecC. Nao houve isolado
positivo para os dois genes simultaneamente. Os isolados positivos para mecA, 4 (80%) foram
identificadas com S. haemolyticus e 1 (20%) como SCN, por meio do &gar cromogénico. Para o
gene mecC a amostra positiva foi identificada como S. haemolyticus.

Figura 15: Gel de agarose 1,5% (p/v), corado com SYBR Safe DNA gel stain
(Invitrogen®) evidenciando marcador de peso molecular 100pb (1), DNA de S. aureus positivo
para 0 gene mecA usado como controle positivo (163pb) (2), TE (pH8,0) usado como controle
negativo (3) e amostras testadas (4-29).

1 2 3 45 67 8 9 1011 12 13 1415 16 17 18 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

B

163 pb | Gl - -

Fonte: Do autor (2019)
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Figura 16: Gel de agarose 1,5% (p/v), corado com SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen®)
evidenciando marcador de peso molecular 100pb (1), DNA de S. aures positivo para 0 gene
mecC usado como controle positivo (188pb) (2), TE (pH8,0) usado como controle negativo (3)
e amostras testadas (4-8).

1 2 3 -4 5 6 7 s

W 188 pb

Fonte: Do autor (2019)

O teste de difuséo em disco foi realizado para 35 (74,47%) isolados, e o resultados estdo

representados na tabela 4.

Tabela 4. Frequéncia de isolados resistentes e sensiveis aos antimicrobianos testados

Antimicrobiano % de isolados resistentes % de isolados sensiveis
Amoxicilina 37,4 62,86
Cefoxitina 15,15 84,85
Ceftiofur 0 100
Enrofloxacina 2,7 34,3
Gentamicina 8,6 91,4
Oxacilina 41,9 58,1
Sulfa+ Trimetropim 25,7 74,3

Fonte: Do autor (2019)

Dentre as amostras resistentes para oxacilina e amoxicilina estdo presentes as estirpes
positivas para 0 gene mecA. Das 5 amostras portadoras deste gene, 3 (60%) foram resistentes aos
antimicrobianos representantes da classe beta-lactamicos testados. Para as outras duas amostras,
ndo foi possivel identificar o perfil de resisténcia.

O isolado positivo para o gene mecC foi sensivel a oxacilina porém resistente para

amoxicilina e cefoxitina.

45 Conclusoes
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H4 baixa prevaléncia de S. aureus entre equinos hospitalizados do HOVET-USP. Além
disso, a comparacdo dos resultados da identificagdo de Staphylococcus spp. por &gar
cromogénico e molecular mostra que o agar cromogénico serve como metodo de triagem, sendo
necessario teste confirmatorio apds o isolamento de culturas puras.

A resisténcia a meticilina, detectada pela presenca dos genes mecA e mecC e pelo teste de
difusdo em disco, esta presente em outras espécies de Staphylococccus, bem como em S. aureus.
O teste de difusdo em disco evidenciou expressiva resisténcia aos antimicrobianos
oxacilina e amoxicilina para as amostras isoladas dos equinos hospitalizados do HOVET-USP,
sendo necessaria maior reflexdo nas escolhas das bases utilizadas para o tratamento desses
animais.
5. CONSIDERACOES FINAIS

A realizacdo do estagio curricular obrigatorio foi de extrema importancia para a
conclusdo do curso de graduacdo em medicina veterinaria, uma vez que permitiu a aplicacdo e
aprimoramento dos conhecimentos adquiridos ao longo do curso, assim como também permitiu
acrescentar novos saberes. A supervisdo de pesquisadores especializados contribuiu muitissimo

para isso.

A escolha do Laboratério de Zoonoses Bacterianas proporcionou vivéncia na rotina de
um laboratério de diagnostico de doencas esclarecendo a importancia de um diagnéstico bem
feito para o estudo da epidemiologia, e métodos de controle e prevencdo de doengas de

importancia veterinaria e em saude publica.

A realizagdo do projeto piloto contribuiu ndo s6 para o aprimoramento académico, mas
também contribui para a formacéao pessoal. Ter responsabilidades, metas e prazos para cumprir,
ter que estudar e pesquisar quais as melhores técnicas a se utilizar e como fazé-las da maneira
correta, acrescentou de maneira extraordinaria para a vida de uma futura profissional médica

veterinaria.
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