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Resumo

Introdugdo: o surgimento de bactérias resistentes a antibidticos € uma preocupagdo crescente tanto na drea humana como na
veterindria. Embora o Staphylococcus haemolyticus seja comumente isolado de diversas lesdes em animais silvestres, este estudo é
o primeiro a relatar o isolamento de S. haemolyticus a partir de um urso. Objetivo: foi avaliar o perfil de sensibilidade a antibioticos
de S. haemolyticus isolado de uma lesdo dérmica de um urso de zoolégico. Metodologia: o isolamento foi realizado por meio de
cultura em meio dgar sangue. As colonias formadas foram identificadas utilizando-se espectometria de massas MALDI-TOF. O perfil de
sensibilidade foi definido por teste de difusdo em discos, seguindo-se a metodologia do CLSI M2-A8 (2003), e classificado conforme
é preconizado pelo BrCAST (2024). Resultados: a bactéria demonstrou alta sensibilidade a amicacina, gentamicina, doxiciclina e
tetraciclina. Foi observada sensibilidade para azitromicina, eritromicina e clindamicina. Um perfil intermediario de sensibilidade foi
observado para ciprofloxacina e levofloxacina. A bactéria mostrou resisténcia para oxacilina, ampicilina, amoxicilina, cefalexina e
amoxicilina. Conclusdo: este estudo destaca a importancia de incluir S. haemolyticus como possivel agente etiolégico de infecgdes
em animais silvestres e a necessidade de testes de sensibilidade a antibidticos para orientar o tratamento. A variabilidade na resposta
aos diferentes antibidticos reforga a importancia da selegdo cuidadosa de antimicrobianos no manejo dessas infecgdes.
Palavras-chave: Animais silvestres; estafilococose; microbiologia veterindria; resisténcia microbiana.

Abstract

Introduction: the emergence of antibiotic-resistant bacteria is a growing concern in both human and veterinary medicine. Although
Staphylococcus haemolyticus is commonly isolated from various lesions in wild animals, this study is the first to report the isolation
of S. haemolyticus from a bear. Objective: To evaluate the antibiotic susceptibility profile of S. haemolyticus isolated from a dermal
lesion of a zoo bear. Methodology: isolation was performed by culture on a blood agar medium. Colonies formed were identified using
MALDI-TOF mass spectrometry. The sensitivity profile was defined by disk diffusion test, following the CLSI M2-A8 methodology (2003),
and classified as recommended by BrCAST (2024). Results: the bacterium demonstrated high sensitivity to amikacin, gentamicin,
doxycycline, and tetracycline. Sensitivity was observed for azithromycin, erythromycin, and clindamycin. An intermediate sensitivity
profile was observed for ciprofloxacin and levofloxacin. The bacterium showed resistance to oxacillin, ampicillin, amoxicillin, cephalexin,
and amoxicillin. Conclusion: this study highlights the importance of including S. haemolyticus as a possible etiological agent of infections
in wild animals and the need for antibiotic sensitivity testing to guide treatment. The variability in response to different antibiotics
reinforces the importance of carefully selecting antimicrobials in managing these infections.

Keywords: Wild animals; Staphylococcosis; Veterinary microbiology; Microbial resistance.

INTRODUCAO

Os estafilococos constituem um grupo de bactérias
de importancia clinica, devido a sua ampla prevaléncia
em casos infecciosos por todo o mundo e por sua ca-
pacidade genética de adquirir fatores de viruléncia'®. A
espécie Staphylococcus haemolyticus (S. haemolyticus) é
um estafilococo coagulase-negativo (SCN), Gram-positivo,
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oportunista, capaz de formar biofilmes, como também
produzir vérias toxinas e enzimas invasivas que auxiliam
na patogénese do processo infeccioso*®.

S. haemolyticus é, apds Staphylococcus epidermidis,
o segundo SCN mais frequentemente isolado em casos
clinicos, especialmente em infec¢Ges sanguineas como a
sepse. Sdo isolados de humanos e animais de companhia,
como caes e gatos, mas raramente em animais silvestres,
até mesmo os criados em ambientes de zooldgicos®>”. Ndo
ha relatos, na literatura, de que a bactéria S. haemolyticus
tenha sido isolada em ursos, até o momento.
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Na literatura cientifica, seu isolamento é relatado em
casos graves de infecgdes, os quais incluem endocardite,
infeccGes em proteses articulares, bacteremia, septicemia,
infeccBes de pele, de feridas, peritonite e otite, especial-
mente em pacientes imunocomprometidos®®°. Ainfecgdo
frequentemente se inicia em areas onde a barreira cutanea
ja apresenta alteragGes'**. Esse microrganismo pode agir
na colonizagdo dessas areas, elevando o risco de infec¢do
e produzindo varias toxinas e enzimas (alfa-hemolisina e
leucocidina), ou superantigenos (TSST-1, enterotoxinas)
que auxiliam na patogénese, alterando as respostas imu-
noldgicas do hospedeiro e causando danos as células'*?.
Além disso, uma das caracteristicas mais significativas é
sua capacidade de adquirir multirresisténcia aos agentes
antimicrobianos disponiveis 2°.

Estudos anteriores'>'> demonstraram que o S. hae-
molyticus é conhecido por ser resistente a maioria dos
antibioticos, incluindo cefalosporinas, penicilinas, ma-
crolideos, tetraciclinas, quinolonas e aminoglicosideos. A
resisténcia antimicrobiana esta relacionada a plasticidade
do genoma e ao uso indiscriminado de antimicrobianos,
tanto em ambientes hospitalares quanto nao hospitalares,
com a aquisi¢cdo de elementos genéticos mdveis e o acu-
mulo crescente de mutagdes®?°,

Estudos observaram uma prevaléncia extremamente
alta, nesse microrganismo, de genes que codificam resis-
téncia a antibidticos beta-lactamicos e aminoglicosideos.
Isso destaca a importancia do S. haemolyticus como um
patégeno multirresistente, dificil de tratar com antibioticos
convencionais. As op¢Ges de tratamento para Staphylococ-
cus coagulase-negativos sao limitadas devido a resisténcia
a meticilina presente em muitos deles?*?*. No entanto,
os glicopeptideos (especialmente a vancomicina) sdo
frequentemente utilizados. Os padrdes de suscetibilidade
dessa espécie devem ser considerados para orientar tanto
o tratamento empirico quanto o especifico®%.

Devido a extensa resisténcia natural a antibidticos e
ao isolamento recente de cepas multirresistentes de S.
haemolyticus, atengao especial deve ser dada a escolha
da terapéutica de antibidticos para tratamento adequa-
do das infecgdes provocadas por elas. Assim, o objetivo
deste trabalho foi relatar o isolamento e a identificacdo
da bactéria S. haemolyticus em uma infeccdo de pele de
um urso em cativeiro e avaliar o perfil de sensibilidade a
antibidticos desse isolado.

METODOLOGIA

Avaliacao clinica do animal

A avaliac¢do clinica do urso foi conduzida através de
uma analise do histdrico do animal, anamnese e exame
clinico geral. A andlise do histdrico incluiu a revisdo de
registros médicos anteriores e qualquer informacdo re-
levante sobre mudangas recentes no comportamento ou
na saude do urso. A anamnese envolveu a coleta de infor-
macoes especificas sobre a lesdo cutanea, como duragéo,
evolugdo e tratamentos anteriores. O exame clinico geral
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abrangeu uma inspecdo fisica, avaliando-se sinais vitais,
condigdo corporal e outros parametros relevantes para
determinar o estado de saude do animal.

Coleta do material clinico

O animal foi devidamente sedado e a pele infectada
foi lavada com agua e sab3do. Posteriormente, um swab
embebido em solugdo salina estéril foi suavemente esfre-
gado na superficie da lesdo cutanea, coletando células e
possiveis microrganismos. Imediatamente apds a coleta,
o swab foi transferido para um tubo com salina estéril e
entdo agitado para liberar os microrganismos na salina. A
amostra foi armazenada e refrigerada a 4°Ce transportada
para posterior andlise microbioldgica.

Isolamento do microrganismo

O isolamento do microrganismo foi realizado reti-
rando-se, com uma alga estéril calibrada de 10 pL, uma
aliquota da solugdo salina fruto da agitagdo do swab, e
realizando o esgotamento por estria em placa contendo
agar sangue. A placa foi incubada a 37°C por 24 horas, em
condigdes aerobicas.

Identificagdo do microrganismo por MALDI TOF

Ap0s o isolamento, a bactéria foi levada para andlise
por MALDI-TOF MS (Matriz Assistida por Laser Dessor¢do
lonizacdo Tempo de Voo) em um sistema semiautoma-
tico VITEK MS (bioMérieux, Franca) para identificar a
cepa isolada. Uma colonia foi colocada na lamina-alvo,
seguida pela adicdo de 1 L de matriz de acido a-ciano-
-4-hidroxicinamico (VITEK MS-CHCA, bioMérieux). Apds a
secagem e cristalizacdo da matriz e da amostra, a lamina
foi introduzida no sistema VITEK MS para aquisicdo dos
espectros de massa proteica, compostos principalmente
por proteinas ribossdmicas. Conforme recomendado pelo
fabricante, Enterococcus faecalis ATCC 19433 foi utilizada
como controle interno, e foi aplicado um controle negati-
Vo composto apenas pela matriz sem adi¢cao de amostra,
sendo inoculada nos pontos de calibracdo de cada grupo
de aquisicdo (um pequeno ponto no meio de cada grupo
de aquisi¢do). Além disso, um controle negativo, composto
apenas pela matriz, sem adicdo de amostra, foi aplicado.
Os espectros de massa obtidos foram comparados com o
banco de dados do software MYLA versdo 4.7.1 (bioMé-
rieux, Franca), recomendado para uso clinico, ou com o
SARAMIS (apenas para uso em pesquisa) - Spectral Archive
and Microbial Identification System (bioMérieux), que
permite a identificacdo do género e da espécie.

Perfil de sensibilidade a antimicrobianos

O perfil de sensibilidade foi definido através de
teste de difusdo em discos, seguindo-se metodologia
adaptada do CLSI M2-A8 (2003), realizada em duplicata.
Utilizaram-se discos disponiveis comercialmente, cada um
impregnado com um antibiético, sendo entdo testados 14
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antimicrobianos: amicacina (AMI 30 pg), ampicilina (AMP
10 pg), amoxicilina (AMO pg), azitromicina (AZl 15 ug),
cefoxitina (CFO 30 ug), ciprofloxacino (CIP 5 ug), clindami-
cina (CLI 2 ug), doxiciclina (DOX 30 ug) (Cefar, Sao Paulo,
Brasil), eritromicina (ERI 15 pg), gentamicina (GEN 10 pg),
levofloxacino (LVX 5 pg), oxacilina (OXA pg), tetraciclina
(TET 30 pg), e vancomicina (VAN 30 pg) (Cecon, Sao Paulo,
Brasil). Esses antibidticos foram selecionados devido a sua
recomendacgdo para o tratamento de infec¢gdes causadas
por estafilococos coagulase-negativos, incluindo o Staphy-
lococcus haemolyticus.

Para o teste de difusdo em discos, a bactéria foi ini-
cialmente cultivada em agar infusdo de cérebro coragdo
- BHI (Brain Heart Infusion) a 37°C por 24 horas. Apds esse
periodo, foi realizada a preparagao do indculo, retirando-
-se colonias da placa e adicionando-as em 5 mL de soro
fisiolégico estéril, até a solugdo atingir uma turbidez dptica
comparavel a da solugdo padrdo 0,5 da escala McFarland.

O indculo foi, entdo, semeado na superficie de agar
Mueller-Hinton (Himedia, Mumbai, india) com um swab
estéril, cobrindo toda a superficie da placa. Apds cinco
minutos, tempo para a absorg¢do do indculo, foram adi-
cionados, com o auxilio de uma pinga estéril, os discos
impregnados com os antibidticos. As placas foram inverti-
das 15 minutos apods a colocagao dos discos e incubadas a
37°C por 24 horas, em estufa microbioldgica. Apds a incu-
bacdo, mediram-se os diametros dos halos de inibicdo e o
tamanho foi comparado aos padrdes descritos no BrCAST
(2024), sendo entdo a bactéria classificada em resistente
ao antibiodtico, ou sensivel.

RESULTADOS

A partir da amostra de pele do urso, foi possivel isolar
apenas uma cepa bacteriana, que apresentou bom cres-
cimento em agar BHI apds incubagdo a 37°C por 24 horas
em condi¢Ges aerdbicas. As colGnias encontradas eram
pequenas, opacas, de cor branca, com aspecto cremoso,
com uma superficie lisa e brilhante e bordas regulares
(Figura 1). Apés coloragdo de Gram, observaram-se cocos
Gram-positivos arranjados em cachos. Por Biotyper, a
bactéria isolada foi identificada com nivel de confianca de
99,9%, e sem contaminagdo por outras espécies microbia-
nas, como S. haemolyticus.

Figura 1 — Colénias de S. haemolyticus em dgar BHI apds 24
horas de cultivo a 37°C em condigbes aerobicas.

Fonte: Imagem do acervo do autor.

Foi, entdo, realizado teste de difusdo em disco em
duplicata, seguindo-se as recomendac¢Ges da CLSI M2-A8
(2003), e com analise dos resultados seguindo o indicado
pela BrCAST (2024). Dentre os 14 antibiodticos testados, a
cepa estudada se mostrou resistente a cinco, sensivel a
sete, e com sensibilidade intermediaria a dois (Tabela 1).
Os resultados mostraram que o S. haemolyticus isolado
apresentou resisténcia aos B-lactamicos (ampicilina,
amoxicilina, cefoxitina e oxacilina) e vancomicina. A
cepa demonstrou sensibilidade aos aminoglicosideos
(amicacina e gentamicina), macrolideos (azitromicina e
eritromicina), lincosamida (clindamicina), e tetraciclinas
(doxiciclina e tetraciclina). Ja em relagdo as fluoroqui-
nolonas (ciprofloxacino e levofloxacino), apresentou
sensibilidade intermedidria (Tabela 1).

Tabela 1 — Perfil de sensibilidade de S. haemolyticus a
antibidticos. Foi realizado ensaio de difusdo em discos em
duplicata (A e B), com avaliagdo dos resultados seguindo o
BrCAST (2024). (S) sensivel, (1) intermedidrio, (R) resistente.

S Zona de Ponto de corte
Antibidtico |, Jyicso (mm) | Resultado BrCAST, 2024
Amicacina (A) 25, (B) 24 Sensivel (S) 215, (R) < 15
Amoxicilina (A) 8, (B) 8 Resistente (S) 214, (R) <13
Ampicilina Resistente (S)>18, (R)< 18
Azitromicina | (A) 18, (B) 19 Sensivel (S) 215, (R) <13
Cefoxitina (A) 13, (B) 13 Resistente (S) 222, (R) <22
) ) . |(5)250, (1) 17-49,
Ciprofloxacino | (A) 25, (B) 24 Intermedidrio (R)<17
Clindamicina | (A) 24, (B) 22 Sensivel (S) =22, (R) <22
Doxiciclina (A) 27, (B) 28 Sensivel (S) 228, (R) < 28
Eritromicina (A) 22, (B) 21 Sensivel (S)=21, (R)>21
Gentamicina | (A) 26, (B) 25 Sensivel (S) =18, (R)>18
) . |(5)250, (1) 24-49,
Levofloxacino | (A) 24, (B) 24 Intermediario (R)<22
Oxacilina Resistente (S) 213, (R) <9
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S Zona de Ponto de corte

Antibidtico |, ipicso (mm) | Resultado BrCAST, 2024
Tetraciclina (A) 25, (B) 26 Sensivel (S)222, (R)< 22
Vancomicina | (A) 16, (B) 15 Resistente (S)>17, (R) < 17

Fonte: dados da pesquisa

DISCUSSAO

A resisténcia aos antibiéticos em bactérias como S.
haemolyticus tem se mostrado uma preocupacgado cres-
cente tanto na medicina humana quanto na veterindria, ja
que é uma bactéria patogénica com relatos de infec¢des
tanto em humanos quanto em animais de companhia
(principalmente cdes e gatos)®3L. E de suma relevancia
destacar que esta é a primeira vez que S. haemolyticus
é isolado de um urso. Esse fato acentua a importancia
de incluir a infeccdo por essa bactéria no rol de agentes
infecciosos suspeitos em diferentes casos, e de avaliar sua
sensibilidade aos antibidticos disponiveis no mercado. A
resisténcia observada na cepa de S. haemolyticus nao é
incomum, visto que essa bactéria tem uma capacidade
significativa de sofrer mutacdes. Os medicamentos aos
quais a bactéria foi sensivel sdo aqueles comumente
recomendados no tratamento contra ela 334,

Dos antibioticos testados, a cepa de S. haemolyticus
isolada do urso apresentou uma resisténcia significativa
aos antibidticos B-lactamicos, incluindo ampicilina, amo-
xicilina, cefoxitina e oxacilina, bem como ao glicopepti-
deo vancomicina. Essas resisténcias sdo preocupantes
devido a importancia dessas classes de antibiéticos no
tratamento de infec¢des estafilocécicas em humanos e
animais3*3>-%,

Além disso, a vancomicina é frequentemente utili-
zada como tratamento de Gltima linha para infeccGes
por Staphylococcus resistentes a meticilina, tornando a
presenca de resisténcia a multiplas classes de antibidticos
um desafio significativo para o tratamento e um risco
aumentado de disseminagdo dessas cepas resistentes
em ambientes clinicos e comunitérios®*3,

Adicionalmente, a capacidade de essa cepa de resistir
a multiplos antibidticos sugere a presenca de mecanis-
mos genéticos robustos de resisténcia, como cassetes
de genes de resisténcia (SCCmec), que podem carregar
multiplos genes de resisténcia®*3*, incluindo o gene mecA,
responsavel pela resisténcia a meticilina.

Nossos resultados sdo corroborados por outros estu-
dos que relatam resisténcia de S. haemolyticus isolado de
diversos animais, incluindo animais de companhia32333,
Uma analise abrangente, que incluiu 20.366 cdes e 8.026
gatos, revelou uma prevaléncia preocupante de resis-
téncia a meticilina em estafilococos isolados de animais
de companhia. O estudo demonstra como os genes de
resisténcia podem ser transmitidos de animais de compa-
nhia para seres humanos, fornecendo uma compreensao
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mais aprofundada sobre os mecanismos de resisténcia
dessa espécie de Staphylococcus®**. No entanto, o papel
epidemiolégico das cepas em animais selvagens é menos
claro, sendo mais comuns achados de S. haemolyticus
isolados de animais de companhia323433,

Existem relatos, na literatura, de avaliagdo da pro-
ducdo de biofilme por estafilococos coagulase-negativos
isolados de animais selvagens resgatados na Republica da
Coreia. Os resultados indicaram que 65.1% dos isolados
eram produtores de biofilme3*3¢, destacando a prevalén-
cia dessas bactérias no ambiente silvestre e aimportancia
de se entender seu papel como reservatoérios de genes
de resisténcia antimicrobiana.

Embora haja menos estudos que relatem casos de
animais selvagens como portadores de S. haemolyticus,
pesquisas recentes identificaram essa bactéria em uma
variedade de espécies, como javalis*, veados®’, morce-
gos*®e ratos®.

Esses achados sugerem um potencial zoondtico
significativo dos estafilococos coagulase-negativos ori-
gindrios de animais selvagens, evidenciando a necessi-
dade de maior vigilancia e estudos sobre o papel desses
organismos na saude animal e humana, auxiliando na
compreensdo de que esses animais podem ser reser-
vatorios de patogenos resistentes a multiplas drogas, o
que representa um risco potencial para outras espécies,
incluindo os humanos®¢-3,

Encontrar estudos especificos sobre S. haemolyti-
cus em animais selvagens é desafiador, pois a maioria
das pesquisas se concentra em Staphylococcus aureus,
e os poucos relatos disponiveis na literatura abordam
estafilococos coagulase-negativos de maneira geral®”%,

Como este é o primeiro relato do género, a falta
de dados comparativos sobre S. haemolyticus em ursos
limita nossa compreensdo sobre o comportamento dessa
bactéria em populagGes selvagens e seu possivel impacto
na saude desses animais e no ambiente. Essa lacuna de
conhecimento sublinha a necessidade de estudos futuros
gue visem coletar mais amostras de diferentes regides e
incluir outras espécies de vida selvagem?323°,

Sendo assim, nossos resultados ressaltam a impor-
tancia da vigilancia continua e da realizagdo de testes
de sensibilidade antimicrobiana para monitorar a re-
sisténcia bacteriana e orientar a terapéutica adequada,
contribuindo para o conhecimento sobre a distribuicdo
e a resisténcia antimicrobiana desses patégenos em
animais selvagens®#%3¢, No entanto, deve-se levar em
consideracdo que nem todos os antibidticos utilizados
na clinica humana sdo adequados para a veterindria, e
a escolha do antibiético apropriado deve considerar as
particularidades de cada classe de medicamentos e a
espécie animal envolvida®*,

Essas descobertas destacam o papel dos animais
selvagens como reservatérios de cepas clinicamente re-
levantes de S. haemolyticus e aimportancia da vigilancia
de animais selvagens, considerando que a interagdo entre
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ambiente, animais e humanos influencia a dindmica de
transmissdo e evolugdo desses patdgenos 373,

CONCLUSAO

A descoberta de Staphylococcus haemolyticus em um
urso é um achado de grande importancia, que destaca
a necessidade de se considerar essa bactéria como um
potencial agente infeccioso em espécies silvestres. Esse
isolamento pioneiro sugere que ursos, como outros
animais selvagens, podem atuar como reservatorios
de microrganismos resistentes, contribuindo para a
dissemina¢do de genes de resisténcia em diferentes
ecossistemas.

A resisténcia antimicrobiana observada em S. hae-
molyticus é particularmente preocupante, dado seu im-
pacto tanto na medicina humana quanto na veterindria,
reforcando a necessidade de vigilancia continua e de
estratégias eficazes de controle.

Além disso, nossos achados destacam a relevancia
de realizar testes de sensibilidade antimicrobiana em
isolados de animais selvagens para garantir que terapias
apropriadas sejam escolhidas, evitando a propagacao de
cepas resistentes. Em um cendrio em que a resisténcia
a antibidticos continua a crescer, este estudo contribui
para a compreensao do papel dos animais selvagens na
manutengdo e disseminagdo de patégenos resistentes,
enfatizando a importancia de incluir S. haemolyticus
nas consideragdes diagndsticas e terapéuticas, tanto na
medicina veterinaria quanto na humana. Estes resultados
ampliam o conhecimento sobre a ecologia de S. hae-
molyticus e ressaltam a importancia de estudos futuros
para monitorar e controlar a disseminagao de resisténcia
antimicrobiana em ambientes naturais e controlados.
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