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RESUMO

SILVA, Carla Cilene Matos, D.Sc. Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro, 2008. Resisténcia a antimicrobianos em Staphylococus
aureus isolados de gado de leite. Orientadora: Célia Alencar de
Moraes. Co-orientadores: Maria Aparecida Vasconcelos Paiva e Brito
e Maria Aparecida Scatamburlo Moreira e Hildrio Cuqueto
Mantovani.

A diversidade genética entre linhagens de Staphylococcus aureus
isoladas de casos de mastite bovina da Zona na Mata Mineira e os
seus principais modelos de resisténcia a penicilina, oxacilina, ampicilina
e filosina foram estudados. A andlise filogenética dos isolados foi
conduzida apds amplificacdo e sequenciamento de regides de DNA
que codificam rRNA 16S, comparando-se sequéncias dos isolados com
as seqUéncias correspondentes em S. aureus provenientes de casos
clinicos humanos depositadas no GeneBank. A caracterizacdo da
resisténcia dos isolados foi feita pela determinacdo da concentracdo
inibitéria minima (CIM). A presenca dos genes blaZz, mecA e ermC foi
detectada por amplificacdo por PCR com primers especificos. As
sequéncias de rRNA 16S de S. aureus provenientes de casos de mastite
clinica, subclinica e crénica de diferentes localidades da Zona da
Mata Mineira demonstraram diversidade entre os isolados. Dois dos
nove isolados de mastite bovina subclinica distinguem-se dos outros
por mostrarem-se filogeneticamente mais proximos a uma das

linhagens de origem humana do que as outras setfe linhagens bovinas.



Os isolados provenientes de vacas com mastite clinica separam-se
nitidamente dos isolados de origem clinica humana. Isolados de casos
de mastite crénica oriundos do mesmo rebanho apresentam grande
proximidade entre si e agrupam-se com S. aureus originado de
espécimes clinicos humanos. Entre os isolados, 48% mostram-se
sensiveis aos anfimicrobianos ampicilina e penicilina e 97% mostraram-
se sensiveis a oxacilina. As presencas dos genes blaZ e mecA foram
detectadas em 16% e 13% nos 31 isolados estudados, respectivamente.
Entre os isolados resistentes a ampicilina e penicilina, 31% e 25%,
apresentaram o gene blaz e mecA, respectivamente. O isolado 226/C,
proveniente de mastite bovina clinica, foi caracterizado como MRSA.
Dos isolados estudados, 6,45% apresentaram resisténcia a ftilosina. e
somente o isolado 247/R, proveniente de mastite bovina crénica
apresentou o gene ermC. A andlise das sequéncias dos genes blaz de
cinco isolados estudados mostrou que existe uma distncia
flogenética entre eles e o blaZ de S. aureus de origem humana. As
diferencas observadas entre as sequéncias do gene ermC em isolados
de diferentes casos de mastite indicam uma grande diversidade
genética entre os genes ermC. Constata-se diversidade genética entre
isolados de S.aureus provenientes de vacas com mastite na zona da
Mata Mineira, bem como diversidade entre os modelos e enfre os

genes de resisténcia a antimicrobianos.

Xi



ABSTRACT

SILVA, Carla Cilene Matos, D.Sc. Universidade Federal de Vicosa,
february, 2008. Antimicrobial resistance in Staphylococus aureus
isolated from dairy cattle. Adviser: Célia Alencar de Moraes. Co-
advisers: Maria Aparecida Vasconcelos Paiva e Brito, Maria
Aparecida Scatamburlo Moreira and Hildrio Cuqueto Mantovani.

The genetic diversity among Staphylococcus aureus strains isolated
from bovine mastitis cases in the Zona da Mata Region, Minas Gerais,
Brazil, was studied along with the strains resistance to penicillin, oxacillin,
amipicilin and also to tylosin. DNA amplification and sequecing of the
16S rRNA encoding region were performed for phylogenetic analysis.
Antimicrobial resistance profiles were determined by Minimal Inhibitory
Concentration measurements (MIC). The genes blaZz and mecA,
confering resistance to P-lactams, and the gene ermC, confering
resistance to macrolide, were detected by PCR amplification with
specific primers. 16S rDNA sequences originated from S. aureus isolated
from cows with clinical, subclinical or chronic mastitis in different regions
of Zona da Mata displayed genetic diversity among themselves as
demonstrated by nucleotide alignment and reconstruction of
phylogenetic trees. Two of the nine bovine isolates from subclinical
masstitis displayed closer relatedness with S. aureus originated from
human clinical specimens than to the others of bovine origin. Strains
isolated from cows with chronic mastitis were less related to S. aureus

originated from human clinical specimens. Strains from crhonic mastitis

xii



originated from the same herd are phylogenetically very close and also
group with S. aureus from human origin. Among all the strains, 48% were
sensitive to ampicillin and penicillin, 97% were sensitive to oxacillin. The
genes blaz and mecA were present in 16% and 13%, respectively,
among the 31 strains. Among strains resistant to ampicillin and penicillin,
31% and 25%, presented blaZz and mecA, respectively. S. aureus 226/C,
originating from clinical mastitis, was determined to have the MRSA
phenotype. Only 6,5% were resistant to tylosin and only one S. aureus
strain, 247/R isolated from chronic mastitis, presented the ermC gene.
Phylogenetic analysis of the blaz sequences revealed close relatedness
among all the strains from the region; however a difference from the
human originated S. aureus was observed. The genes ermC found and
sequenced are also different. Genetic diversity was thus demonstred
among S. aureus strains isolated from cows with mastitis and among the

prevalent antimicrobial resistance genes.
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1. INTRODUCAO

A caracterizacdo dos mecanismos de resisténcia a drogas em
patdégenos isolados do leite e de seus derivados é extremamente
importante para a salde publica uma vez que esses alimentos sdo
consumidos pela comunidade em geral. Portanto, o leite proveniente
de animais com mastite, a mais frequente doenca infecciosa que
acomete o gado leiteiro, pode ser uma importante fonte de
contaminacdo de humanos por esses microrganismos. Entre os
principais patdgenos isolados de animais com mastite encontra-se
Staphylococcus aureus. Esta espécie apresenta resisténcia a
praticamente todas as classes de antimicrobianos disponiveis no
mercado, tornando-se um alvo de interesse em pesquisas relacionadas
a multirresisténcia. Conforme descrito na literatura, existe uma
diversidade de mecanismos de resisténcia a antimicrobianos
conhecidos em S. aureus que poderiam justificar a resisténcia multipla
dessa espécie.

O estudo gendbmico dos mecanismos de resisténcia a

antimicrobianos é importante para a caracterizagcdo de sistemas que



podem se tornar alvos especificos de inibidores e para o
monitoramento da distribuicdo dos genes de resisténcia. Conhecer os
aspectos genotipicos da resisténcia de uma populacdo microbiana e
obter inibidores especificos para o seu controle tornou-se hoje um
importante objetivo para quimioterapia anti-infectiva. O
monitoramento dos determinantes de resisténcia aos antimicrobianos
€ de fundamental importé@ncia para o estado de Minas Gerais, que
tem sua economia grandemente voltada para o agronegdcio dos
produtos de leite e carne. Aspectos sanitdrios relacionados a bactérias
multiresistentes tém sido cada vez mais discutidos na comunidade
internacional.

Em razdo dos aspectos epidemioldgicos e econdmicos da
mastite e da multirresisténcia em seu principal agente etioldgico,
propode-se estudar a diversidade de linhagens de S. aureus isolados de
diferentes casos de mastite bovina ocorridos na Zona da Mata Mineira
e 0s seus principais modelos de resisténcia a penicilina, oxaciling,

ampicilina e tilosina.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. DIVERSIDADE GENETICA

Os principais fendmenos genéticos envolvidos no aumento da
diversidade do genoma bacteriano incluem  duplicacdo,
transferéncia horizontal e perda de genes e rearranjos Cromossomais.

A duplicacdo do gene é considerada um importante
mecanismo de inovacdo do gene antecedente e tem facilitado a
adaptacdo a mudancas ambientais e exploracdo de novos nichos
(Hooper e Berg, 2003). A capacidade bacteriona de realizar
mudancas rdpidas em condicdes ambientais pode impedir a
extincGo em massa de uma populacdo bacteriana (Dykhuizen,
1998). Em um ambiente que sofre mudancas constantes, alguns
genes parecem ser preservados apds duplicacdo, mostrando a
importdncia do processo de duplicacdo génica na evolucdo
bioldgica (Tekaia et al., 1999). O papel da duplicacdo de genes na
evolucdo tem sido bastante estudado (Jordan, et al., 2001; Hooper e

Berg, 2003). Um estudo realizado com gene pardlogos em bactérias



mostrou que muitos dos genes duplicados parecem ter surgido de
pequenos eventos de duplicacdo do gene (Gevers et al., 2004).
Eventos de duplicacGdo em grande escala, como ocorre em
eucariotos ndo foram observados em genoma bacteriano
(Vandepoele et al., 2004).

A transferéncia horizontal de genes (HGT) é o segundo
mecanismo alternativo adotado pelos procariotos para adaptacdo
genética a um determinado ambiente. A introducdo de novos genes
ou alelos por fransferéncia génica horizontal permite uma
adaptacdo nicho-especifica, que pode resultar eventualmente em
diversificacdo e especiacdo (Ochman et al, 2000 Cohan, 2001).
Existem controvérsias sobre a o papel da transferéncia horizontal de
genes porque evidéncias filogenéticas proporcionadas por (HGT)
podem ser atribuidas a combinacdo de duplicacdo génica e
eventos de perda de genes linhagem-especificos. Sorensen et al.
(2003) detectaram e quantificaram a transferéncia horizontal de
genes utilizando citometria de fluxo e o gene repdrter gfp que
codifica uma proteina verde fluorescente.

A perda de conteldo genético tem conftribuido para balancear
0 ganho génico ocorrido em funcdo da duplicacdo de genes e da
HGT. As delecdes podem ser Uteis na eliminacdo de genes que ndo
desempenham uma funcdo significativa no contexto genémico ou
que foram adquiridos como sequéncias supérfluas (Lawrence et al.,
2001; Mira et al., 2001). Em muitos casos pode resultar em vantagem
seletiva confribuindo para o aumento de viruléncia de um

determinado microrganismo (Maurelli et al., 1998). A reducdo



gendmica parece ser a principal forca evoluciondria que impulsiona
bactérias parasitas e/ou intracelulares (Anderson e Anderson, 1999;
Klasson e Anderson, 2004).

O rearranjo génico € considerado uma forca diretriz que
influencia diretamente a organizacdo do genoma. Suyama e Bork
(2001) mostraram que assim como o numero de substituicoes de
aminodcidos, o grau de rearranjo génico também aumenta
constantemente ao longo da escala temporal evoluciondria. O grau
de flexibiidade do genoma depende do conteiudo de seqUéncias
repetidas e moveis como elementos de seqUéncia de insercdo (ISE),
transposons conjugativos, plasmideos e bacteriéfagos (Kolsto, 1997).

A diversidade molecular estd relacionada diretamente &
diversidade ecoldgica (Prosser et al., 2007) e esse aspecto pode ser
interessante para conceituar espécie.

Espécies sdo mais comumente definidas utilizando o conceito
de espécie bioldgica proposto por Mayr em 1957. Esta € uma
definicdo genética que estabelece que os membros de um grupo
de populacdes que se intercruzam ou potencialmente intercruzam
uns com os outros sob condicoes naturais compode a mesma espécie.
Procariotos sdo microrganismos assexuados, € essa caracteristica
destoa com o conceito bioldgico de espécie.

Um conceito alternativo, em termos de espécie ecoldgica ou
ecotipos, define como espécie um grupo de individuos que podem
ser considerados idénticos considerando fodas as propriedades
ecoldgicas relevantes. As bactérias ocupam nichos discretos e a

selecdo periddica poderia remover a variacdo genética dentro de



cada nicho sem, enfretanto, interferir na diferenca entre os
habitantes de diferentes nichos (Cohan, 2002).

Stackebrandt et al. (2002) propuseram a definicGo de espécie
procariota como uma cafegoria que circunscreve um Qgrupo
genomicamente coerente de linhagens ou isolados individuais com
um alfo grau de similaridade em caracteristicas independentes,
quando comparativamente testadas sob condicdes padronizadas.

A dificuldade em se estabelecer uma definicdo apropriada
para espécie bacteriana tem inclinado os taxonomistas a adotarem
um conceito mais natural de espécie, proposto por Ward (1998).
Segundo ele, a diversidade deve ser estudada no ambiente natural
em que ela se manifesta, baseada no principio de que padrdes
ecolégicos e evoluciondrios governam a producdo de
biodiversidade entre todos os organismos, inclusive os procariotos.

Woese et al. (1985) mostraram que as relacdes filogenéticas de
bactérias e das demais formas de vida existentes poderiam ser
determinadas comparando uma regido estdvel do cédigo genético.
Diferentes moléculas alvo incluindo genes que codificam rRNA 16S,
sdo utilizadas em estudo de taxonomia e filogenia molecular
(Takahashi et al., 1999; Clarridge, 2004). O gene que codifica o rRNA
16S tem sido usado em estudos sobre taxonomia e relacdes
flogenéticas em bactérias (Clarridge, 2004; Janda e Abbott, 2007).

Devido & sua importdncia como componente critico de funcdo
celular, esse gene manteve-se altamente conservado ao longo da
sua historia evolutiva e € considerado uma excelente ferramenta

para estudos nessa darea. Os genes codificadoresde RNA ribossomais



como o 16S, sdo usados em estudo de diversidade por se
apresentarem estdveis e por sofrerem pouca influéncia de
transferéncias horizontais (Young, 2000).

Mutacdes em genes codificadores de enzimas que participam
de vias metabdlicas podem ser toleradas mais frequentemente, pois
ndo afetam estruturas essenciais como o rRNA. Embora as taxas de
mudang¢a nas sequéncias génicas de rRNA 16S ainda ndo sejam bem
conhecidas (Van Berkun et al., 2000) sugerem que a histéria evolutiva
do gene do rRNA 16S aproxima-se da histéria evolutiva do genoma
total, sendo possivel estabelecer relacdes filogenéticas entre
bactérias analisando as diferencas nas sequéncias desse gene.

A informacdo contida nas sequéncias génicas oferece mais
detalhes e profundidade, sobre as relacdes filogenéticas e
classificacdo de microrganismos quando comparada & informacdo
fenotipica. Além disso, € mais pronta, confiGivel e precisamente
interpretada (Woese, 1987).

As caracteristicas moleculares, como a composicdo bdsica de
um gene, sdo precisamente definidas enquanto caracteristicas
fenotipicas sofrem mudancas contfinuas. Muitas  mudancas
genotipicas diferentes podem produzir fendtipos similares, resultando
na dificuldade de identificar caracteristicas similares de dois
organismos como homologas ou andlogas (Olsen e Woese, 1993).

A razdo pela qual o rRNA é uma medida Util para distinguir entre
espécies dentro do mesmo género ou ocasionalmente linhagens
dentro da mesma espécie € porque as freqUéncias de mudanca da

composicdo em diferentes posicoes na molécula  variom



grandemente, pelo menos em duas ordens de magnitude (Olsen,
1987; Olsen e Woese, 1989).

A avaliocdo de sequéncias gendmicas completas de
organismos intimamente relacionados apresentam uma
oportunidade para reconstruir eventos da evolucdo do genoma.
Comparando-se genomas relacionados e inferindo um ancestral €
possivel identificar eventos tais como rearranjo cromossomal
especifico, aquisicdo e delecdo de genes, os quais fém conduzido a
uma grande diversidade no conteldo gendmico e organizacional.

(Snel et al., 2002; Kunin e Ouzounis, 2003; Hong et al., 2004).

2.2. MECANISMOS DE AGAO E DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS
B-LACTAMICOS EM BACTERIAS

2.2.1. B-lactamicos

Os PR-lact@micos sdo uma familia de agentes antimicrobianos
constituidos de quatro grandes grupos: penicilinas, cefalosporinas,
monobactdmicos e carbapenems. Todos apresentam um anel p-
lactGmico que estd relacionado a atividade antibidtica. Os grupos
diferem uns dos outros pelos anéis adicionais, tfiazolidina para
penicilinas, nucleo cefem para cefalosporinas, dois anéis para
carbapenem e nenhum para monobactédmicos. Os vdrios antibidticos
de cada grupo diferem entre si pela natureza de uma ou duas
cadeias laterais (Figura 1) (Samaha-Kfouri e Araj, 2003).

As peniciinas e as cefalosporinas sdo ambas metabdlitos

secunddrios produzidos por fungos. As penicilinas e as cefalosporinas



sdo produzidas, respectivamente, por Penicilium crysogenum e
Acremonium crysogenum. O antimicrobiano imipenem & um variante
da tienamicina, um carbapenem encontrado na nafureza e
primeiramente isolado da bactéria Streptomyces cattleya. Essa droga
é administrada em associacdo com um inibidor de dipeptidase renal,
a cilastina, que bloqueia a hidrdlise do anel B-lactémico e aumenta o
tempo de vida in vivo do carbapenem. Os monobactdmicos e os
clavans, representados, respectivamente, por nocardicinas e
aztreonans e pelo clavulonato, sdo variantes de produtos B-lactédmicos
naturais, mas ndo sdo considerados propriamente antibidticos. Esses
compostos apresentam um mecanismo de inafivacdo de enzimas
degradadoras de antibidticos, as P-lactamases, aumentando a

eficiéncia da droga administrada (Walsh, 2003).
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2.2.2. Mecanismo de ag¢ao dos B- lactamicos

Os antibidticos B-lact@micos apresentam uma alta afinidade
pelas tfranspeptidases, denominadas proteinas ligantes a penicilina ou
PBP (Penicilin Binding Proteins), e agem como inibidores dessas
enzimas, inativando-as (Figura 2). A alta afinidade dos R-lact@micos a
essas enzimas € devido a uma similaridade estereoquimica dos P-
lactGmicos com o substrato d-alanina-d-alanina que compde o
pentapeptideo presente no polimero que forma parede celular das
bactérias. As unidades individuais de peptideoglicanos sdo produzidas
dentro das células e as ligacdes cruzadas catalizadas pelas
transpeptidases ocorrem na face externa da membrana plasmatica.
Na reacdo cruzada, uma ligacdo peptidica é formada entre a
penultima d-alanina em uma cadeia e um grupo terminal amino livre
de um dcido diaminopimélico em Gram negativas ou um residuo de |-
lisina em Gram positivas, de uma outra cadeia (Wilke et al, 2005).

Os anfibidticos P-lactGmicos impedem a acdo das
transpeptidases, responsdveis pela formacdo das ligacdes cruzadas
dos polimeros de peptideoglicanos. Na presenca dos B-lactédmicos, as
tfranspeptidases formam um complexo covalente peniciloil-enzima
utilizando um residuo serino no sitio ativo e realiza seu ciclo catalitico
de acilacdo/desacilacdo. O complexo formado bloqueia a reacdo
normal de transpeptidacdo e resulta num peptideoglicano fragil, o

gue pode levar a lise celular e morte da bactéria (Wilke et al, 2005).
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peptideoglicano pré-existente. A penicilina tfambém produz
um complexo covalente com a transpeptidase (peniciloil-
enzima), mas este complexo € estdvel e a enzima
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Nikaido, 2007.
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2.2.3. Mecanismos de resisténcia de Staphylococcus aureus a B-

lactamicos

No inicio da década de 40, quando a penicilina foi aprovada
para uso clinico, menos de 1% de Staphylococcus aureus eram
resistentes a esse antibidtico. Em 1946, esse valor alcancou 14%, um
ano depois, chegou a 38%. Atualmente, mais de 90% dos S. aureus
isolados sdo resistentes a penicilina (Lowy, 2003).

A resisténcia de bactérias a antimicrobianos estd associada a
capacidade do genoma bacteriano de expressar caracteristicas
adaptativas que vdo garantir sua sobrevivéncia em um ambiente
hostil. A resisténcia aos B-lact@micos pode advir de modificacdes do
alvo, tornando o antimicrobiano indécuo; de modificacdes do
antimicrobiano por enzimas especificas como, por exemplo, as P-
lactamases, que hidrolizam o anel p-lact@mico. O mais importante
desses mecanismo é a producdo de B-lactamases, as quais hidrolizam
o anel beta lactédmico e inativam o antibidtico.

A resisténcia de estafilococos a penicilina € mediada por blaz,
um gene que codifica uma B- lactamase. Esta enzima
predominantemente extracelular é sintetizada quando estafilococos
sdo expostos a antibidticos B-lact@micos (Lowy, 2003).

A resisténcia dependente de B-lactamases € encontrada
frequentemente em mais de 95% dos isolados de estafilococos (Lowy,
1998). Estafilococos de origem bovina produtores de B-lactamases tém

sido encontrados. Oliveira et al. (2000) mostraram que dos 811 S.
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aureus isolados de vacas com mastite, 57% eram produtores de P-
lactamases.

A classificacdo das B-lactamases € baseada nas caracteristicas
bioguimicas, funcionais e moleculares da enzima. Os critérios utilizados
para a classificacdo funcional incluem o substrato antimicrobiano, o
perfil de inibicdo enzimdtica, a taxa de hidrdlise (Vmax), a afinidade
de ligacdo (Km), o peso molecular da proteina e a composicdo de
aminodcidos (Bush et al., 1995).

Bush-Jacoby-Medeiros apresentaram em 1995, a Ultima
classificacdo das R-lactamases representada por quatro grupos de 1 a
4 e subgrupos de a a f. No sistema adotado, as enzimas sdo
agrupadas de acordo com o substrato e o perfil de inibicdo. Os
substratos que definem um grupo particular sdo testados incluindo o
painel padrdo de R-lact@micos (benzilpenicilina e cefaloridina) e os
inibidores B-lact@micos (dcido clavuldnico, sulbactam e EDTA). No
grupo 1 estdo presentes PB-lactamases (cefalosporinases) codificadas
em cromossomos e fracamente inibidas por clavulanato. O grupo 2 &
composto  por diversas  PR-lactamases como  penicilinases,
cefalosporinases, oxacilinases e carbapenemases, sédo codificadas por
plasmidios ou cromossomos e em geral sdo inibidas por clavulanato. O
grupo 3 é representado pelas metaloenzimas e o grupo 4 contém
enzimas que ndo foram bem caracterizadas.

A classificacdo molecular divide as R-lactamases em quatro
classes: A, C e D que apresentam como caracteristica comum os

residuos de serina na sua estrutura e a classe B que é representada
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pelas metalo B-lactamases que requerem o ion metdlico zinco (Ambler
et al., 1980).

As P-lactamases destroem o anel R-lact@mico por dois
mecanismos diferentes: o primeiro deles, o mais comum, representado
pelas classes A, C e D, baseia-se na acdo catalitica de um residuo de
serina atfivo presente nas P-lactamases. O residuo serina reage
ireversivelmente com o grupo carbonil do anel B-lactGmico, o que
resulta em seu rompimento e inativacdo (Kotra et al., 2002; Stratton,
2000).

As trés classes sdo similares quanto a forma e todas tém um
mecanismo que envolve a criacdo de um nucledfilo serino pela
deprotonacdo de uma serina no sitio ativo, o ataque nucleofilico do
anel B-lact@mico para formar um intermedidrio acil-enzima e hidrdlise
do intermedidrio utilizando uma base geral ativada pela molécula de
dgua. A diferenca entre os mecanismos cataliticos das serino p-
lactamases situa-se nos residuos utilizados para acilacdo e deacilagcdo
(Wilke et al., 2005). Estas enzimas sdo ativas contra muitas penicilinas,
cefalosporinas e monobactdmicos (Page, 2002).

Um segundo tipo de PB-lactamases, menos comumente
encontrado, € denominado grupo B, é constituido pelas metalo B-
lactamases, que requerem um ion metdlico divalente, muito
frequentemente zinco, ligado ao residuo de histidina ou cisteina ou
ambos, para reagir com o grupo carbonil da ligacdo amida de muitas
penicilinas, cefalosporinas e carbapenems mas ndo  dos
monobactdmicos (Page, 2002). Existem 1irés subclasses de B-

lactamases tipo B. As classes B1 e B3 sdo aptas a ligar um ou dois ions
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de zinco (Heinz et al., 2004), enquanto as enzimas da classe B2
parecem ser mononucleares (Garau et al., 2005). Nas metalo B-
lactamases binucleares, os ions zinco estdo proximos um do outro e
sGo separados por ligacdes de hidrogénio que foram propostas como
o local do atague nucleofilico no anel B-lactdmico. As classes B1 e B3
também funcionam como enzimas mononucleares, nos quais um
Unico ion de zinco coordena o hidroxido nucleofilico (Wommer et al.,
2002).

A descoberta de que a penicilina era destruida por linhagens
de S. aureus resistentes d penicilina em meados da década de 1940,
foi seguida pela identificacdo de P-lactamases com alta atividade
catalitica contra a penicilina, a PC1. A B-lactamase PC1 utiliza uma
serina no sitio ativo para hidrolizar o anel B-lactémico. A expressdo
desta P-lactamase ndo é constitutiva mas induzida e os genes
envolvidos na sua sintese estdo organizados em *“clusters” localizados
em plasmidios ou cromossomos. As das classes A, C e D sdo
geralmente localizadas em plasmidios, enquanto as do tipo B, residem
tipicamente em cromossomo (Volandri et al., 1998).

Uma regido responsdvel pela sintese de R-lactamase foi
seqUenciada e revelou a presenca de trés genes: blaz, blaRl e blal que
codificam a P-lactamase, uma proteina transdutora de sinal e a
proteina repressora, respectivamente. A BlaRl de S. aureus € uma
proteina de alto peso molecular que se liga a penicilina e consiste em
dois dominios (Ghuysen, 1994). O primeiro € um dominio N-terminal
infracelular, com atividade de metaloprotease dependente de zinco,

de aproximadamente 38K Da com uma a-hélice atravessando a
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membrana quatro vezes, via quatro segmentos tfransmembrana (TMT,
TM2, TM3 e TM4) (Hardt et al., 1997). Os segmentos fransmembrana sdo
interconectados por trés alcas (L1, L2 e L3), onde L1 e L3 sGo expostas
ao citoplasma e L2 é posicionada fora da célula. O segundo dominio
C-terminal de aproximadamente 27 KDa consiste de um sensor
localizado na superficie da membrana. Os R-lactémicos no meio
exfracelular reagem com a serina do sitio ativo do dominio C-terminal
da B-lactamase num evento de acilacdo (Kerff et al., 2003).

O mecanismo de inducdo das P-lactamases ainda ndo estd
muito bem esclarecido. O modelo aceito para sintese de R-lactamases
em estafilococos prediz que o gene regulatério blaRl codifica uma
proteina transmembrana que sinaliza a tfranscricdo de blaz apds
exposicdo ao antibidtico. O evento pode ser resumido em quatro
etapas que se iniciom com a acilacdo irreversivel concomitante
abertura do anel R-lactdmico. A acilagcdo é o primeiro evento na
tfransducdo do sinal (Wilke et al., 2004; Golemi-Kotra et al., 2003). O
antibidtico liga-se a parte extracelular (terminal carboxil) de BlaRI e
causa uma mudanca conformacional que leva & ativacdo
proteolitica infracelular de BlaRIl. O segundo evento na fransducdo de
sinal € uma discreta clivagem proteolitica do  dominio
infracitoplasmdatico de BlaRIl. A autoclivagem ¢é seguida pela
propagacdo citoplasmdatica do sinal e posteriormente pela protedlise
da proteina repressora dimérica. O repressor Blal apds clivado pela
protease BlaRl libera blaz do controle transcricional negativo,
permitindo a transcricdo de blaz e sintese da p-lactamase (Fuda et al.,

2005) (Figura 3).
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Devido ao aumento da resisténcia de S. aureus a penicilina,
novas drogas foram lancadas no mercado. A meticilina € um exemplo
de antibidtico desenvolvido para contornar a crescente resisténcia de
S. aureus. Essa droga foi intfroduzida em 1959 como a primeira
penicilina semi-sintética resistente & penicilinase (Fuda et al., 2005).

Em 1961 foi divulgado o primeiro caso de S. aureus resistente &
meticilina (MRSA). Na década de 80, as linhagens resistentes ja haviam
disseminado para diferentes paises (Fuda et al., 2005).

A emergéncia e a disseminacdo de MRSA tém se tornado mais
abrangentes. Inicialmente, MRSA era isolada somente em ambiente
hospitalar; hoje, porém, existem vdrios relatos de casos de MRSA
adquirida na comunidade (CA-MRSA). A exata prevaléncia de CA-
MRSA ¢é dificii de ser determinada, mas parece aumentar,
parficularmente, em criancas (Buescher, 2005). Embora sejam mais
sensiveis a outros agentes antimicrobianos que MRSA adquiridos em
ambiente hospitalar  (HA-MRSA), as linhagens adquiridas na
comunidade s@o mais virulentas que S. aureus sensiveis a meticilina
(MSSA), podendo provocar pneumonia necrosante e sepse grave em
criancas (Ellis et al., 2004).

Isolados CA-MRSA tém se tornado muito comum e esse fato
pode estar relacionado & colonizacdo e infeccdo de animais por
MRSA. Vdrios autores tém estudado a transmissdo de MRSA entre
humanos e animais, sugerindo que animais podem ser potenciais
reservatoérios dessa linhagem (Weese et al., 2006a).

Nos Ultimos anos, a resisténcia antimicrobiana de origem animal

e seu impacto na saude humana tem sido alvo de vdrios estudos
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(Threlfall, 2002; Guardabassi et al., 2004; Phillips et al., 2004; Van
Duijkeren et al., 2004; Smith et al., 2005; Arestrup et al., 2006; Wesse et
al., 2006b; Li et al., 2007).

O aparecimento de MRSA se deve a aquisicdo do gene mecA
que codifica uma enzima denominada PB2a (penicilin  binding
protein). As PBPs sdo peptidases associadas & membrana com
atividade bioguimica semelhante ds serino proteases que sdo
responsdveis pela reacdo de transpeptidacdo necessdria a formagcdo
da ligacdo cruzada entre as cadeias de peptideoglicano. As PBP2a
subtituem-nas e devido & baixa afinidade pelos B-lact@micos,
estafilococos conseguem sobreviver a altas concentracdes desses
antibidticos (Chambers, 1997). Assim, a resisténcia a meticilina estende-
se a todos os agentes B-lact@micos.

A regulacdo do gene mecA estd sob influéncia de dois outros
genes, o mecl e mecR1, e ocorre por um mecanismo semelhante ao
blaz. O dominio externo de MecR1 € também uma PBP que ao se ligar
de forma covalente ao B-lactGmico inicia uma sinalizacdo
tfransmembrana em cascata que se inicia com a protedlise do dominio
citoplasmdtico de MecR1 e finaliza com a clivagem de Mecl e
liberacdo da repressdo que este exerce sobre o gene mecA. O
produto do gene mecA, PBP2a, apresenta uma baixa afinidade pela
meticilina e outfros B-lactGmicos, bloqueando a acdo do

antimicrobiano (Walsh, 2003).
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Figura 3. Operon blaR1-blal—blaZz e a via de transducdo de sinal para

expressdo de B-lactamase em S. aureus. O antibidtico liga-se
a parte extracelular de BlaRl e causa uma mudanca
conformacional que ativa a atividade protfeolitica
infracelular de BlaRl. O repressor Blal apds clivado pela
protease BlaRl libera blaZ do controle franscricional negativo,
permitindo a transcricdo de blaZ e sintese da R-lactamase
que inativa o R-lact@mico. Fonte: Walsh, 2003.
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2.3. MECANISMOS DE ACAO E DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS
MACROLIDEOS EM BACTERIAS

2.3.1. Macrolideos

Os macrolideos foram originalmente isolados de Streptomyces e
constituem uma classe de antibidticos que apresentam na sua
estrutura um anel lactona de 14, 15 ou 16 dtomos carregando um ou
mais residuos de acucares e substituicdes adicionais ligadas a vdarios
dtomos do anel lactona (Gaynor e Mankin, 2005).

Embora eficiente no fratamento de infeccdes graves, a
eritromicina, um macrolideo, apresentava instabiidade em meio
dcido. Esse fato contribuiu para a busca de macrolideos com melhores
propriedades farmacocinéticas. O resultado foi a producdo de
macrolideos de segunda geracdo, com maior toleréncia d acidez e
maior espectro de acdo. Os macrolideos com 14 dtomos, como
claritromicina e roxitromicina e com 15 dtomos como azitfromicina, sdo
os representantes desta categoria. Em razdo da crescente resisténcia
de bactérias aos macrolideos, novas pesquisas resultaram em
macrolideos de 16 d&tomos que incluem frés representantes,
carbomicina, espiromicina e filosina. A nova geracdo de macrolideos
é representada pelos cetolideos (Figura 4) utilizados no tratamento de
infeccdes ocasionadas por linhagens resistentes (Gaynor e Mankin,
2005). A eritromicina A, descoberta em 1950, foi o primeiro macrolideo
utilizado clinicamente no tfratamento de infeccdes causadas por varias

espécies Gram positivas, cujo tfratamento com penicilina era
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ineficiente ou em casos de intoler@nica a B-lactdmicos (Retsema e Fu,
2001). Contudo, a resisténcia de vdarios patdégenos a eritromicina tem
se disseminado rapidamente. Em 1953, j& haviam sido descritos casos
de resisténcia de Staphylococcus a eritromicina nos Estados Unidos,

Europa e Japdo (Roberts et al., 1999).

2.3.2. Mecanismo de agdo dos macrolideos

Os macrolideos estdo entre os agentes antibacterianos que
inlbem a sintese de proteinas, entretanto detalhes desse mecanismo
ainda s&o pouco compreendidos.

O mecanismo de acdo dos macrolideos na inibicdo da sintese
de proteinas estd associado com as caracteristicas quimicas e
estruturais do antimicrobiano. Quatro mecanismos de inibicdo da
sintese de proteinas pelos macrolideos sdo descritos. O primeiro
mecanismo descrito por Mao e Robishaw (1972) e Vasquez (1975)
descreve a inibicdo da sintese de proteinas devido & interrupcdo da
cadeia peptidica nascente durante as primeiras etapas da traducdo.
No segundo mecanismo ocorre uma inibicdo da formacdo da cadeia
peptidica (Mao e Robishaw, 1972). Os dois Ultimos mecanismo revelam
uma dissociacdo do peptidi-tRNA com o ribossomo durante a
translocacdo (Menninger e Otto, 1982) e interferéncia na montagem

da subunidade 50S (Champney e Burdine, 1995).
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Figura 4- Estrutura quimica de alguns macrolideos. A: Macrolideos da
primeira geracdo (eritromicina) e segunda geracdo
(azifromicina); B: Macrolideos da terceira geracdo
(cetolideos); C e D: Macrolideos com 16 atomos. Fonte:
Gaynor e Mankin, 2005.
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O macrolideo se liga ao sitio localizado na subunidade maior do
ribossomo, na parte interna do tUnel de saida do peptido nascente.
Esta proximidade ao centro da peptidiliransferase explica o efeito
inibitério de alguns macrolideos na formacdo peptidica. O residuo de
acucar da posicdo C5 do anel lactona forma uma protuberéncia no
centro da peptidil transferase. E o que acontece, por exemplo, com o
dissacarideo micaminose-micarose da cadeia lateral do anel da
tilosina, espiramicina e carbomicina A. A protuberéncia formada pelo
acucar ocupa um espaco tal que interfere na formacdo da cadeia
peptidica (Hansen et al.,, 2002; Poulsen et al., 2000). Os residuos
monosacaridicos dos macrolideos de 14 dtomos sdo mais curtos e ndo
alcancam o sitio peptidil transferase. Esse fato explica a auséncia de
efeito inibitério deste tipo de macrolideos na reacdo de
transpeptidacdo (Vasquez, 1975).

O segundo mecanismo de acdo dos macrolideos na inibicdo
da sintese de proteinas ocorre quando a cadeia peptidica nascente
torna-se grande o suficiente para atingir a regido estreita do tUnel
formado pelas proteinas L4 e L22, que estdo localizadas a uma curta
disténcia do sitio da pepfidiltransferase. Os macrolideos cujos anéis
apresentam 14 ou 15 dtomos estdo relacionados a esse tipo de
inibicdo. Inicialmente, o tamanho da cadeia peptidica em formacdo
ndo é suficiente para promover o blogueio da sintese, entretanto, &
medida que essa cadeia se alonga, ela alcanca a regido constrita do
tunel a progressdo € bloqueada (Schlunzen et al., 2001; Hansen et al.,

2002).
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O terceiro mecanismo de acdo dos macrolideos, consiste na
dissociacdo do peptidi-tRNA do ribossomo, e é o resultado da
interrupcdo da cadeia peptidica nascente. Na presenca de doses
efetivas de eritromicina, carbomicina e espiramicina ndo sdo formados
ligacdes peptidicas e a translocacdo ndo ocorre. Além disso, uma
dissociacdo freqUente do peptidil-tRNA dos ribossomos reduz a sintese
de proteinas Uteis a niveis inibitérios de crescimento (Menninger e Otto,
1982).

O Ultimo modelo proposto para inibicdo da sintese de proteinas
pelos macrolideos estd associado & montagem do ribossomo. O
modelo prediz que a ligacdo dos macrolideos as subunidades
precursoras pode impedir o rearranjo conformacional especifico e ou
a ligacdo de proteinas necessdrias para a montagem completa do

ribossomo (Champney e Tober, 1998).

2.3.3. Mecanismos de resisténcia de Staphylococcus aureus aos

macrolideos

A tilosina € um dos antibidticos da classe dos macrolideos
utilizados no tratamento da mastite subclinica em vacas no periodo
seco. Dados da literatura tém mostrado um aumento dos valores de
CIM e resisténcia de S. aureus ao tratamento (Tikofsky et al., 2004).
Yoshimura et al., (2002) apresentaram valores de CIM de 1,56 ug/ml
para tilosina no fratamento de infeccdo provocada por S. aureus. A
tilosina também tem sido amplamente utilizada como aditivo

alimentar para promover o crescimento de suinos ou como agente
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antimicrobiano no tratamento de doencas respiratérias e disenteria em
aves, suinos e bovinos (Liu e Douthwaite, 2002). Outras infeccdoes
provocadas por agentes relacionados a mastite, como espécies de
Streptococcus, tém sido controladas com o uso de tilosina. Tikofsky et
al., (2004) relataram a diminuicdo na susceptibiliade de estreptococos
ambientais a compostos MLS (macrolideos, lincosamidas e
estreptograminas) e Schaberg et al. (1982) descreveram a
fransferéncia, pela mobilizacdo de um plasmidio ndo-conjugativo e
por conjugacdo, de genes que conferem resisténcia aos MLSs de
Streptococcus faecalis para S. aureus. Estes mecanismos envolvendo a
participacdo de plasmidios interespecificos podem ter acelerado o
desenvolvimento de resisténcia em estafilococos.

Os dois mecanismos mais comuns de resisténcia  aos
macrolideos sdo a modificacdo do sitio na célula devido &
modificacdo pods-transcricional do rRNA 23S ou por mutacdo nos genes
do rRNA 23S ou de proteinas ribossomais e o efluxo da droga para o
meio externo 4 célula através de bombas de efluxo (Gaynor e Mankin,
20095).

O primeiro mecanismo de resisténcia aos macrolideos descrito é
uma modificacdo pods-transcricional do rRNA 23S por uma adenina Né-
metiltransferase. A modificacdo altera o sitio do rRNA 23S que € o alvo
dos antibidticos MLS. O mecanismo mais freqlente, é portanto, a
modificacdo do sitio ribossomal que confere resisténcia cruzada cos
antfibiéticos MLS. Em geral, os genes que codificam essas

metilfransferase sdo designados como erm (eryithromycin ribosome
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methylation). A expressdo de resisténcia a MLS pode ser constitutiva ou
induzida (Fuit et al., 2001).

A expressdo induzida do gene ermC é regulada por um grampo
em regido cromossdmica anterior ao gene e que bloqueia a iniciacdo
no cdédon iniciador (Leclercq e Courvallin, 1991; Weisblum, 1995). Os
macrolideos de 14 e 15 dtomos sdo capazes de induzir a expressdo do
gene ermC, enquanto os de 16 dtomos ndo podem fazé-lo (Lodder et
al., 1997). A expressdo constitutiva depende de uma delecdo de 16 a
116 pares de bases na regido regulatéria. Quando a dele¢cdo ocorre a
resisténcia a macrolideos de 16 dtomos, como por exemplo a filosina,
que antes era inexistente, pode ser expressa de forma constitutiva
(Werckenthin et al., 1999).

O primeiro mecanismo de resisténcia aos macrolideos descrito
para S. aureus, ainda o mais frequentemente observado, € uma
modificacdo do sitio de ligacdo da droga pela dimetilacdo do
nucleotideo A2058. A modificacdo é dada por uma adenina —Né-
metilfransferase que altera o sitio do rRNA 23S, o alvo dos antibidticos
macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B (MLS). A dimetilacdo
do nucleotideo A2058 diminui bastante a afinidade destes trés
antibidticos ao sitio ribossomal (Schlunzen et al., 2001.

Os genes que codificam as metilases sdo designados como erm
(eryithromycin ribosome methylation) e sGo encontrados em espécies
de Streptomyces produtoras de macrolideos que possivelmente
disseminaram a outras bactérias por uma transferéncia horizontal

(Cundliffe, 1989). Entre os genes erm, 0 mais encontrado em S. aureus
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€ o ermC (Robert set al., 1999) e sua expressdo pode ser induzivel ou
constitutiva.

Nos casos de resisténcia induzida, a producdo de
metiltfransferase é ativada somente quando células sdo expostas
droga. A bactéria parece evitar a metilacdo desnecessdria do
nucleotideo. Esse mecanismo € acionado em situacdes em que a
enzima torna-se essencial a sua sobrevivéncia (Giovnetti et al., 1999). A
expressdo constitutiva do gene ermC confere resisténcia a todos os
tipos de macrolideos (Jensen e Aarestrup, 2005).

O segundo mecanismo de resisténcia a macrolideos com base
na modificacdo do sitio alvo € decorrente de alteracdes das proteinas
ribossomais L4 ou L22. As proteinas mutantes exibem uma abertura
mais ampla do tUnel de saida dos peptideos nascentes de forma que
estes podem deslizar pelo macrolideo e possivelmente remové-los
(Gabashvili et al., 2001). Mutacdes nos genes que codificam proteinas
ribossomais sdo uma causa freqlente de resisténcia aos macrolideos
porque um Unico evento mutacional é suficiente para tornar as células
resistentes & droga (Tait-Kamradt et al., 2000).

As mutacoes em genes que expressam proteinas ribossomais ou
em genes que codificam o rRNA também sdo responsdveis pelo
aumento da resisténcia aos macrolideos. O primeiro mecanismo € o
mais comum e esse fato se justifica pelo niUmero de copias do gene de
rRNA que sdo produzidas. O gene modificado € normalmente
transcrito em menor quantidade que os genes que ndo apresentaram

mutacoes. Esse mecanismo de resisténcia €& verificado em
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microrganismos que tém poucas copias de rRNA (Veter e Douthwaite,
2001).

A resisténcia de estafilococos aos macrolideos mediada por
efluxo tem sido descrita desde 1980. Em 1986, foi descrita a resisténcia
de S. epidermidis a macrolideos de 14 e 15 dtomos, expressa
constitutivamente. A resisténcia foi atribuida a uma proteina que
conferia permeabilidade a eritromicina e que ndo estava presente em
linhagens sensiveis a macrolideos (Lampson et al., 1986). Enfretanto, o
mecanismo de efluxo mais frequentemente observado em
estafilococos coagulase negativos é codificado pelo gene msrA que
confere resisténcia a macrolideos de 14 e 15 dtomos e a
estreptogramina B, mas ndo a lincosamida (fendtipo MS) (Ross et al.,
1989; Ross et al., 1990) . Em 1990, novos estudos mostraram que S.
aureus também apresentava o fendtipo MS e presenca do gene msrA
codificando uma proteina idéntica a descrita para S. epidermidis

(Janosi et al., 1990).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral
Estudar a diversidade genética entre linhagens de S. aureus de
diferentes casos de mastite bovina e os seus principais modelos de

resisténcia a penicilina, oxacilina, ampicilina e tilosina.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Avdliar a diversidade genética entre linhagens de S. aureus
oriundos de diferentes casos de mastite bovina ocorridos na Zona da

Mata Mineira a partir de seqUéncias do gene de rRNA 168S.

3.2.2. Avaliar o perfil de resisténcia a penicilina, oxacilina, ampicilina e

filosina de S. aureus isolados de vacas com mastite clinica, subclinica e

cronica.

3.2.3. Verificar a presenca de blaz, mecA e ermC em S. aureus isolados

de vacas com mastite clinica, subclinica e crénica.
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3.2.4. Estabelecer comparacdes entre o fendtipo e gendtipo dos
isolados de S. aureus provenientes de diferentes casos de mastite

bovina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Origem dos isolados

Neste ftfrabalho foram utilizados 31 isolados de S. aureus,
perfencentes a uma colecdo da EMBRAPA-Gado de Leite-Juiz de
Fora/MG. Trinta desses isolados foram obtidos de rebanhos leiteiros
com diferentes quadros de mastite, distribuidos na Zona da Mata de
Minas Gerais, € um proveniente do Estado do Rio de Janeiro (Quadro
1). Os isolados foram gentimente cedidos pela Doutora Maria
Aparecida Vasconcelos Paiva e Brito e seus modelos de resisténcia j&

haviam sido estabelecidos (Brito et al. 2001).
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Quadro 1. Isolados de S. aureus pertencentes a colegcdo de culturas da

EMBRAPA- Juiz de Fora.

Isolado Municipio
41/C Juiz de Fora, MG
75/C Juiz de Fora, MG
216/C Juiz de Fora, MG
218/C Juiz de Fora, MG
226/C Juiz de Fora, MG
230/C Juiz de Fora, MG
284/C Belmiro Braga, MG
287/C Belmiro Braga, MG
1440/C Paty do Alferes, RJ
2551/C Belmiro Braga, MG
2555/C Belmiro Braga, MG
806/SN Santos Dumont, MG
2221/SN Pequeri, MG
2238/SN Leopoldina, MG
2252/SN Leopoldina, MG
2623/SN Coronel Pacheco, MG
701/SP Tabuleiro, MG
707/SP Tabuleiro, MG
795/SP Santos Dumont, MG
1621/SP lbertioga, MG
2309/SP Argirita, MG
2314/SP Argirita, MG
2722/SP S&o Pedro dos Ferros, MG
2724/SP S&o Pedro dos Ferros, MG
2727/SP Sd&o Pedro dos Ferros, MG
258/R Coronel Pacheco, MG
2413/R Coronel Pacheco, MG
2389/R Coronel Pacheco, MG
2633/R Coronel Pacheco, MG
247/R Coronel Pacheco, MG
347/R Coronel Pacheco, MG

Fonte: EMBRAPA-Juiz de Fora (2002). C= Isolados de casos clinicos; SN=
isolados de infeccdo subclinica com CMT negativo; SP= isolados de infeccdo
subclinica com CMT positivo; R=Isolados de casos crénicos de mastite.
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4.2. Extragao de DNA e amplificagdao do gene de rRNA 146S

Os isolados foram cultivados por 24 horas a 37°C em Agar
Nutriente. e, em seguida, uma colénia de cada isolado foi transferida
para 50 ml de Caldo Nutriente. As culturas foram incubadas a 37°C,
por aproximadamente, 14 horas, para posteriormente, proceder a
extracdo do DNA (Sambrook et al., 1989).

Um fragmento de aproximadamente, 1383 pb foi amplificado
por PCR em termociclador (Techne TC - 512), ufilizando-se como
oligonuceotideos iniciadores (primers) sequéncias nucleotidicas para o
gene do rRNA 16S. A reacdo de amplificacdo foi preparada em uma
mistura de 25 ul, contendo 1 ul de cada primer, 5 ul de DNA e 0,5 U de
Tag DNA polimerase (Promega), em condicdes recomendadas pelo
fabricante. Reacdes que ndo continham DNA foram feitas como
controle negativo. A linhagem S. aureus ATCC 33591 foi utilizada como
controle positivo. O programa utilizado para a amplificacdo do gene
do rRNA 16S consistia de uma etapa de desnaturacdo a 94 °C por 1
minuto seguida de 40 ciclos de 1 minuto a 94 °C para desnaturacdo;
pareamento durante 1 minuto a 55 °C e extensdo de 2 minutos a 72
°C. Ao final de 40 ciclos foi realizada uma extensdo final durante 10
minutos a 72 °C. Apds a reacdo de PCR, volumes de 10 ul da mistura
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,0 % para

deteccdo dos amplicons do gene rRNA 168S.
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4.3. Resisténcia dos isolados a p-lactaGmicos e macrolideos

A caracterizacdo da resisténcia dos isolados foi feita pela
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), utilizando o
método da diluicdo em meio liquido (Moreira et al., 2005) dos
anfibiéticos ampicilina (Sigma), penicilina (Fluka - Biochemika),
oxacilina (Fluka - Biochemika) e tilosina (Sigma).

As culturas bacterianas conservadas a -80°C, em Caldo
Nutriente com 20% de glicerol, foram reativadas em Caldo Nutriente e
incubadas a 37 °C, por aproximadamente, 14 horas. Ao atingirem a
densidade optica (D.O) liquida de 0,4 em comprimento de onda de
560 nm, cujo valor corresponde, aproximadamente, a concentracdo
de 108 UFC/mI, as culturas foram diluidas em Caldo Nutriente, até 105
UFC/mI. Em seguida, 230 ul de cada cultura diluida foram adicionados
a placa de microtitulacdo (Nunc-lImmuno ™ plates, Dinamarca), com
0s compartimentos preenchidos previamente com 70 pul do
antimicrobiano em um total de 300 ul de cultura por compartimento
da placa. Para peniclina e ampicilina foram utilizadas concentracdes
entre 1,125 ug/ml e 4 pg/ml; para oxacilina foram ufilizadas as
concentracdes de 2 yg/ml a 4 ug/ml e para tilosina as concentracoes
variaram de 0,5 ug/ml a 4 pg/ml. Esse procedimento foi realizado em

triplicata com duas repeticdes e com os devidos controles.
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Os antimicrobianos ampicilina, penicilina, oxacilina e tilosina
foram diluidos em dgua e filfrados em membrana com poro de 0,22
MM de di@metro (Schleicher e Schuell, Alemanha).

A curva de crescimento dos isolados foi monitorada em
aparelho leitor de ELIZA (Enzyne -linked ImmunoSorbent Asay) (Titertek
Multiskan®, Plus-Mkll). Foram realizadas oito leituras com intervalos de
duas horas. A curva de crescimento foi construida com o programa
Sigma Plot 10, utilizando-se a média aritmética das triplicatas. A CIM foi
definida arbifraricmente como o menor valor da concentracdo da
droga que impedia o crescimento bacteriano até duas horas apds o
tempo correspondente ao inicio da fase estaciondria da cultura
controle, isto €, da bactéria cultivada em Caldo Nutriente sem

antimicrobiano (Moreira et al., 20095).

4.4. Detecgao da presenca dos genes blaZ, mecA e ermC

Os isolados foram cultivados por 24 horas a 37°C em Agar
Nutriente acrescido do anfimicrobiano em questdo, em concentracdo
correspondente a 50% da CIM. Em seguida, uma coldénia de cada
isolado foi fransferida para 50 ml de Caldo Nutriente acrescido de
antimicrobiano na mesma concentracdo. As culturas foram incubadas
a 37 °C, por aproximadamente, 14 horas, para posteriormente
proceder a extracdo do DNA total (Sambrook et al., 1989).

Fragmentos de aproximadamente 517 pb, 314 pb e 299 pb
foram amplificados por PCR (Haveri et al., 2005; Ardic et al., 2006; Ardic

et al., 2005) em termociclador (Techne TC - 512), utilizando-se como
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primers sequéncias nucleotidicas para os genes blaZ, mecA e ermC,
respectivamente (Quadro 2). A reacdo de amplificacdo foi preparada
em uma mistura de 25 ul, contendo 0,5U de Tag DNA polimerase
(Promega), em condicdes recomendadas pelo fabricante. Reacdes
que ndo continham DNA foram feitas como controle negativo. A
linhagem S. aureus ATCC 33591 foi utilizada como controle positivo
para os genes mecA e blaZ. O programa utilizado para a amplificacdo
do gene mecA consistia de uma etapa de desnaturacdo a 95 °C por 2
minutos seguida de 30 ciclos de 2 minutos a 95°C para desnaturacdo;
anelamento durante 1T minuto a 54 °C e extensdo de 1 minuto a 72 °C.
Para finalizar realizava-se uma extensdo final durante 7 minutos a 72 °C.
Para o gene blaz, a amplificacdo foi conduzida nas seguintes
condicoes: desnaturacdo inicial por 5 minutos a 94 °C seguida por 35
ciclos de desnaturacdo de 30 segundos a 94° C; anelamento durante
30 segundos a 55° C e extensdo de 30 segundos a 72° C. Por Ultimo,
realizava-se uma extensdo final durante 10 minutos a 72° C. O
programa utilizado para a amplificacdo do gene ermC consistia de
uma etapa de desnaturacdo a 95°C por 3 minutos seguida por 30
ciclos de 30 segundos a 95 °C para desnaturacdo; anelamento
durante 30 segundos a 54 °C e extensdo de 30 segundos a 72 °C. Para
finalizar realizava-se uma extensdo final durante 4 minutos a 72 °C.
Apds a reacdo de PCR, 10yl da mistura foram submetidos &
eletroforese em gel de 2,5% para deteccdo dos amplicons dos genes
mecA e ermC e em gel de 1,5% de agarose para deteccdo dos

amplicons do gene blaz.

37



Quadro 2. Oligonucleotideos iniciadores (primers) usados para a
amplificacdo de segmentos dos genes mecA, blaz, ermC
de S. aureus.

Gene Sequéncias (5'-3’) Comprimento Referéncia
esperado
do amplicon
(pares de
bases)
AAGAGATTTGCCTATIC .
blaz GCTTGACCACTITTATCAGC 517 Haveri et al., 2005
CCTAGTAAAGCTCCGGAA .
mecA CTAGTCCATICGGTCCA 314 Ardic et al., 2006
ermC AATCGTCAATICCTGCATGT 299 Ardic et al., 2005

TAATCGTGGAATACGGGITTG
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4.5. Sequenciamento e andlise filogenética

Os amplicons obtidos foram purificados utilizando-se o Kit Exo
SAP - [T® (USB Corporation) e seqlenciados utilizando-se o
sequenciador MegaBace 500 (Amersham Pharmacia Biotech). As
sequéncias de DNA resultantes foram comparadas com as sequéncias
de S. aureus COL, MW2, pSAS, N315, USA 300, MRSA 252, plasmidio
PES5, provenientes de casos clinicos humano. Todas as seqUéncias
estavam depositadas no GeneBank e foram utilizadas para
comparacdo, empregando-se o programa BlastX (Basic Local
Alignment Search Tool) na pdgina do National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

As drvores filogenéticas foram reconstruidas pelo método da
Mdxima Parcimdnia, utilizando o método de dois pardmetros de

Kimura, com auxilio do programa MEGA 4,0 (Tamura et al., 2007).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Relagoes filogenéticas de S. aureus isolados de gado de leite

com mastite cronica, clinica e subclinica

A figura 5 mostra a topologia da drvore filogenética
reconstruida com sequéncias do gene de rRNA 16S dos 9 isolados de S.
aureus de gado com mastite subclinica positiva (SP) e subclinica
negativa (SN).

A mastite subclinica é assim chamada por sua natureza
inaparente, ou seja, auséncia de sinais clinicos externos que possam
diferenciar o animal afetado pela mastite clinica. Embora o animal
com mastite subclinica ndo apresente sinais clinicos da doenca,
ocorre perda da producdo leiteira (Costa, 1998). Esta doenca € de
longa duracdo e pode afetar a vaca durante toda sua vida produtiva,
caso ndo sejam tomadas medidas necessdrias (Junior et al., 2005).

Os isolados de S. aureus selecionados para este estudo
constituem objeto de interesse uma vez que sdo provenientes de

vacas com mastite, uma das mais importantes enfermidades do gado
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leiteiro. Esse fato revela a necessidade de pesquisas sobre a
diversidade de S. aureus envolvidos em casos dessa doenca.

Para a andlise de diversidade, sequéncias de rRNA 16S de 20
isolados foram obftidas, alinhadas e comparadas com outras duas
obtidas no GenBank (S. aureus COL e MW2), origindrias de pacientes
humanos dos Estados Unidos.

Os isolados de mastite clinica foram agrupados em dois grupos
distintos (Figura 5). O primeiro grupo é constituido por isolados de
mastite subclinica positiva (2722/SP, 2724/SP, 701/SP, 2309/SP, e
2314/SP) e negativa (2221/SN e 2238/SN), sendo a maioria proveniente
de diferentes municipios. A relacdo filogenética entre todos os isolados
desse grupo parece ndo estar bem definida, mesmo naqueles
provenientes do mesmo municipio e rebanho (isolados 2722/SP e
2724/SP; isolados 2309/SP e 2314/SP).

No segundo grupo foram incluidos os isolados 806/SN e 2727/SP
que, embora pertencentes a rebanho de diferentes municipios e com
diferentes escores no CMT, apresentam grande proximidade genética,
conforme mostrado pelo tamanho do ramo e confirmada pelos altos
valores de bootstrap. Esses resultados podem indicar a disseminacdo
de um mesmo clone de S. aureus para diferentes regides geogrdficas.

Alguns estudos sobre biogeografia microbiana tém revelado
que a endemicidade ocorre em microrganismos de vida livre,
entretanto, fortes forcas contrdrias como dispersdo e influxo constante
podem anular esse processo (Sogin et al., 2006). Endemicidade pode
significar a extingcdo local do microrganismo em ambientes adversos. A

capacidade de dispersdo aumenta com o tamanho do organismo,
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portanto, pequenos organismos tém uma pequena capacidade de
dispersdo e disseminacdo por propulsdo ativa, entretanto, esse fato
ndo previne sua dispersdo sobre grandes distGncias. Microrganismos
qgue habitam a regido mais profunda do solo, sedimentos e regides
subsuperficiais apresentam uma dispersdo menor que aqueles
presentes em dgua ou regides mais superficiais do solo (Martiny et al.,
2006).

Outro dado importante sobre os isolados 806/SN e 2727/SP é a
respeito da sua proximidade com o S. aureus COL isolado de caso
clinico humano. Os demais isolados apresentados na Figura 5 mostram
um distanciamento evolutivo entre S. aureus COL e os isolados 806/SN
e 2727/SP.

Sung et al., 2008 mostraram que a maioria de S. aureus isolados
de hospedeiros animais agrupavam-se enfre si ou com linhagens
predominantemente isoladas de animais. Entretanto, 12 das linhagens
relacionadas aos casos de mastite bovina consistiam de linhagens
causadoras de infeccoes em humanos. Esse fato € contrdrio d idéia de
que somente isolados de S. aureus provenientes de animais causam
doencas em animais.

O contato de profissionais com animais infectados pode refletir
a oportunidade de disseminacdo e infeccdo provocadas por S.
aureus. Aspectos relacionados a fransmissdo de S. aureus de animais
para humanos sdo de fundamental importncia porque essas
linhagens tem se tornado mais virulentas e resistentes (Gopal Rao et al.,
2007). O tratamento de infeccdes causadas por S. aureus, muitas vezes

requer um fratamento complexo devido G multiresisténcia desse
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agente. O resultado pode ser o aumento do risco potencial para
pacientes imunocomprometidos (Loeffler et al., 2005; Weese et al.,

2005).
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S. aureus 701/SP
S. aureus 2722/SP
S. aureus 2221/SN
S. aureus 2724/SP
H|L s. aureus 2238/SN
S. aureus 2309/SP
S. aureus 2314/SP
S. aureus MW2
S. aureus COL

39 — S.aureus 806/SN
99 S.aureus 2727/SP

Figura 5- Arvore filogenética reconstruida com sequéncias do gene de
rRNA 16S dos isolados de S. aureus de gado com mastite
subclinica. A histéria evoluciondria foi inferida utilizando o
método da Mdxima Parcimdnia. Andlises filogenéticas foram
conduzidas no MEGAA4.
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A arvore filogenética reconstruida com sequéncias do gene de
rRNA 16S dos 8 isolados de S. aureus de gado com mastite clinica é
mostrada na Figura 6.

Os isolados 226/C, 75/C, 218/C, 216/C e 41/C, provenientes do
mesmo municipio e rebanho apresentam diferencas em relacdo a sua
filogenia. Os isolados 226/C, 75/C, 218/C mostraram uma relacdo
evolutiva préxima, entretanto, esse fato ndo é observado em relacdo
aos isolados 216/C e 41/C, que apresentam distGncia genética entre si
e dos demais isolados do mesmo rebanho.

Esse distanciamento é observado também quando todos os
isolados desse mesmo municipio sdo comparados com o isolado S.
aureus COL e S. aureus MW?2. Esse resultado difere daquele observado
para os isolados 806/SN e 2727/SP de caso clinico, e indica uma
diversidade enfre os isolados de casos clinicos e subclinicos estudados.

Os isolados 2552/C e 284/C, embora pertencentes ao mesmo
rebanho, ndo apresentam grande proximidade entre si. O isolado
284/C, pertencente a outro municipio e rebanho, foi incluido no
mesmo grupo que 41/C.

A mastite clinica caracteriza-se pela formacdo de alguns
codgulos e presenca de aglomerados de fibrina no soro e gera
elevados custos ao produtor relacionados ao diagndstico, ao
tfratamento e & producdo do leite, tais como o seu descarte e o
aumento de riscos de residuos neste alimento (McDougall et al., 2007).
Os problemas resultantes de infeccdes provocadas por S. aureus

isolados de vacas com mastite clinica e subclinica, atingem o setor da
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indUstria leiteira em grandes proporcdes (Fenlon, et al., 1995). Em
estudo sobre o impacto da mastite clinica e subclinica em seis
fazendas de Araxd- Minas Gerais, foi mostrado que os custos e perdas
totais com mastite foram equivalentes d US$126 por vaca em lactacdo
por ano gastos com medicamentos, mdo de obra exira, reposicdo de
animal, descarte de leite por causa do fratamento e servicos

veterindrios (Junior et al., 2005).
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S. aureus 226/C

7311 S. aureus 75/C
S. aureus 218/C
— S. aureus 2551/C
83|- S. aureus 1410/C
99[ S. aureus 284/C
L— S. aureus 41/C

S. aureus 216/C
S. aureus MW2
S. aureus COL

Figura 6- Arvore filogenética reconstruida com sequéncias do gene de
rRNA 16S isolados de S. aureus de gado com mastite clinica.
A histéria evoluciondria foi inferida utilizando o método da
Mdaxima Parcimdnia. Andlises filogenéticas foram conduzidas
Nno MEGAA4.
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A figura 7 apresenta os dados de frés isolados de S. aureus
provenientes de casos de mastite crébnica pertencentes d mesma
localidade. A topologia da drvore revela um ramo curto entre os
isolados 2413/R e 347/R indicando uma proximidade evolutiva desses
isolados. E observada também a proximidade entre o isolado 258/R e o

isolado S. aureus COL proveniente de caso clinico humano.
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100[— S. aureus 2413/R
100 LS. aureus 347/R
S. aureus MW2
S. aureus 258/R
S. aureus COL

Figura 7- Arvore filogenética reconstruida com sequéncias do gene de
rRNA 16S dos isolados de S. aureus de gado com mastite
crébnica. A histéria evoluciondria foi inferida utilizando o
método da Mdxima Parcimdnia. Andlises filogenéticas foram
conduzidas no MEGAA4.
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5.2. Perfil de resisténcia dos isolados aos B-lactamicos

Entre os isolados, 48,35% mostraram-se sensiveis aos antibidticos
ampicilina e penicilina e 96,77% mostram-se sensiveis a oxacilina. A
resisténcia, medida em meio liquido, conforme a metodologia do
NCCLS (2001), foi definida como = 0,5 ug/ml para ampicilina; = 0,25
ug/ml para penicilina e = 4,0 ug/ml para oxacilina. O quadro 3 mostra
diferentes niveis de resisténcia de 17 isolados a dois dos trés Pp-
lact@micos avaliados, os outros 14 isolados foram sensiveis aos P-
lact@micos testados.

Dos 31 isolados estudados, dezesseis apresentaram resisténcia a
dois dos antimicrobianos avaliados, ampicilina e penicilina, e um
isolado apresentou resisténcia a oxacilina. Os isolados de mastite
subclinica, 2724/SP, 2727/SP e 2314/SP, apresentaram resisténcia d
penicilina e ampicilina e valores de CIM variando de 0,5 ug/ml a 2,0
ug/ml para ampicilina e 2,0 yg/ml para penicilina (Quadro 3). Esses
valores sdo altos, considerando os valores limites estabelecidos pelo
NCCLS (2001). Embora a validade desses critérios tenha sido discutida,
por se basearem em dados obtidos de humanos, ainda sdo os
adotados, para isolados provenientes de animais, uma vez que ndo hd
critérios especificos para bovinos.

O aumento dos valores da CIM tem implicagcdes sérias no
tratfamento de rofina adotado na clinica humana e veterindria vindo a
constituir um grave problema de saude publica. ConseqUéncias

podem surgir a partir do aumento da dose necessdria para controlar
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uma infeccdo, como por exemplo, selecdo de bactérias resistentes da
microbiota normal do individuo e possivelmente, a transferéncia dessa
resisténcia a outras bactérias susceptiveis ampliando a disseminacdo

da resisténcia (Gutiérrez -Martin et al., 2006).
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Quadro 3. Concentracdo inibitéria minima (ug/ml) dos B-lactdmicos em
Caldo Nutriente e perfil de resisténcia dos isolados de S.
aureus isolados de vacas com mastite clinica, subclinica e

croénica.
Isolado Tipo de Antimicrobianos Perfil de resisténcia
mastite
Amp. Oxa. Pen.
41/C Clinica 1.0 <2 0,25 Resistente a dois antimicrobianos
75/C Clinica 0,5 <2 0,5 Resistente a dois antimicrobianos
216/C Clinica 1 <2 1 Resistente a dois antimicrobianos
218/C Clinica 1 <2 0,5 Resistente a dois antimicrobianos
284/C Clinica 1 <2 0,5 Resistente a dois antimicrobianos
2551/C Clinica 0,5 <2 0,25 Resistente a dois antimicrobianos
806/SN Sublinica com 2 <2 2 Resistente a dois antimicrobianos
CMT negativo
2252/SN Sublinica com 2 <2 2 Resistente a dois antimicrobianos
CMT negativo
701/SP Sublinica com 0,25 <2 2 Resistente a dois antimicrobianos
CMTpositivo
795/SP Sublinica com 1 <2 0,5 Resistente a dois antimicrobianos
CMTpositivo
2314/SP Sublinica com 2 <2 0,5 Resistente a dois antimicrobianos
CMTpositivo
2389/R Crénico 1 <2 1 Resistente a dois antimicrobianos
226/C Clinica 0,125 4 0,03 Resistente a oxacilina
2555/C Clinica 0,5 <2 0,25 Resistente a dois antimicrobianos
2724/SP Sublinica com 2 <2 1 Resistente a dois antimicrobianos
CMTpositivo
2727/SP Sublinica com 2 <2 2 Resistente a dois antimicrobianos
CMTpositivo
2413/R Crbénico 0,5 <2 1 Resistente a dois antimicrobianos

Amp: Ampicilina; Oxa: Oxacilina, Pen: Penicilina.
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Neto et al. (2005) realizaram um levantamento com o objetivo
de conhecer os medicamentos mais frequentemente administrados
em terapéuticas para patologias do rebanho leiteiro e definir os
principios ativos. Os resultados da pesquisa mostraram que a penicilina
foi o antimicrobiano com o maior nUmero de citacoes.

O uso de antibidtico em gado de leite pode ser classificado
como terapéutico, quando utilizado no tratamento de uma condicdo
pré-existente; profildtica, quando a administracdo ocorre em
condicdoes de alto risco de desenvolvimento da doenca.
Concentracodes subterapéuticos podem acelerar o desenvolvimento
de resisténcia a antibiéticos devido ao longo periodo de exposicdo da
bactéria ao antibidtico, proporcionando tempo para sua adaptacdo
a nova condicdo (McAllister et al, 2001).

Um estudo comparativo de isolados de S. aureus de mastite
bovina mostrou que no periodo de 5 anos (1952 a 1956) somente uma
linhagem dessa espécie apresentou resisténcia a penicilina, em 1992
seis linhagens foram resistentes (Aarestrup et al, 1995). Em outro estudo
comparativo entre 1988 e 1995, a proporcdo de isolados de S. aureus
resistentes a peniclina aumentou de 36,95% em 1988 para 63,65% em
1995, com um aumento paralelo na multiresisténcia (Myllis et al., 1998).
Dados da Argentina e Brasii mostraram que o percentual de
estafilococos isolados de gado com mastite resistentes a penicilina
aumentou de 40 para 86% (Gentilini et al, 2002).

Os resultados revelaram que 51,6% de S. aureus isolados de
vaca com mastite apresentaram resisténcia a ampicilina e penicilina e

3,22% apresentou resisténcia a oxacilina. A concentracdo inibitdria
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minima dos trés p-lactdmicos testados para os isolados sGo mostrados
nas Figuras 8(A e B), ? (A e B) e 10, respectivamente.

Amostras de S. aureus provenientes da Zona da Mata do Estado
de Minas Gerais foram avaliadas quanto ao perfil de resisténcia
anteriormente por Brito et al. (2001). Resultados diferentes dos obtidos
neste trabalho foram relatados. Os percentuais de sensibilidade
relatados para ampicilina e penicilina foram de 65% e, no caso da
oxacilina, 100% dos isolados mostraram-se sensiveis. A variacdo na
sensibiidade de S. aureus isolados de mastite sdo, possivelmente,
devido a diferenciacdo dos métodos de avaliacdo utilizados. Brito et
al. (2001) utilizaram o método de crescimento em meio sdlido e,
embora o método empregado neste estudo seja diferente, pode-se,
para finalidades académicas, considerar os valores obtidos. Os
objetivos deste trabalho justificam o uso de metodologia diferente por
detectar o efeito do antimicrobiano durante todo o crescimento do
microrganismo. Neste trabalho, qualguer nivel de resisténcia é
relevante por sinalizar presenca de algum determinante genético de

resisténcia.
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Figura 8. A) Efeito de concentracdes (ug/ml) de penicilina (Pen) e B)
ampicilina (Amp), sobre o crescimento de
Staphylococcus aureus, isolado 2724/SP. A concentracdo
inibitéria minima foi arbitrariacmente definida como a
menor concentracdo que mantém a cultura em
crescimento até duas horas apds o inicio da fase
estaciondria do confrole.
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Figura 9. A) Efeito de concentracdes (ug/ml) de penicilina (Pen) e B)
ampicilina (Amp), sobre o crescimento de Staphylococcus
aureus, isolado 2727/SP. A concentracdo inibitéria minima foi
arbitrariomente definida como a menor concentracdo que
mantém a cultura em crescimento até duas horas apds o

inicio da fase estaciondria do controle.
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Figura 10. Efeito de concentracdes (ug/ml) de oxacilina (Oxa) sobre o
crescimento de Staphylococcus aureus, isolado 226/C. A
concentracdo inibitdéria minima foi arbitrariomente definida
como a menor concentracdo que mantém a cultura em
crescimento até duas horas apds o inicio da fase
estaciondria do controle.
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5.3. Detecgado da presenca dos genes blaZ e mecA de S. aureus

Com relacdo ao gene blaz, dos 31 isolados analisados, cinco
apresentaram resultados positivos por representarem segmentos de
DNA amplificados com tamanho esperado, cerca de 517 pb para o
gene blaz (Figura 11). Os isolados 226/C e 2555/CA sdo origindrios de
leite de animais com mastite clinica; o isolado 2724/SP corresponde a
um caso de mastite subclinica com escore positivo no CMT e os
isolados 2413/R e 347/R sdo de animais com mastite subclinica crénica.
Em todos os casos, as seqUéncias do DNA amplificado confirmaram a
ocorréncia do gene blaz nestes isolados.

Resultado semelhante foi observado para mecA. A
amplificacdo dos DNA dos isolados 226/C e 2555/C relacionados a
casos mastite clinica; 2724/SP proveniente de caso de mastite
subclinica com escore positivo no CMT e o 2423/R origindrio de mastite
cronica apresentaram produtos de PCR com tamanhos de 310 pb,

semelhante ao esperado para o gene mecA (Figura 12).
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Figura 11- Produtos da amplificacdo por PCR do gene blaZ dos
isolados analisados. 1, 2, 3, 4 e 5 representam os isolados
analisados (226/C, 2555/C, 2724/SP, 2413/R, 347/R),
respectivamente. M: representa o marcador de tamanho
(PhyX-174) digerido com Hae lll. B: representa o controle
negativo e C: representa o controle positivo (ATCC 33591).

Figura 12- Produtos da amplificacdo por PCR do gene mecA dos
isolados analisados. 1, 2, 3 e 4 representam os isolados
226/C, 2555/C, 2724/SP, 2413/R, respectivamente. M:
representa o marcador de tamanho (PhyX-174) digerido
com Hae Illl. B: representa o confrole negativo e C:
representa o controle positivo (ATCC 33591).
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A amostra 2724/SP isolada de mastite subclinica apresentou os
dois genes de resisténcia estudados (Figuras 11 e 12). Esses dados sdo
relevantes considerando que a mastite subclinica é considerada mais
problemdatica devido a tfransferéncia silenciosa do agente infeccioso
para o rebanho leiteiro, uma vez que o animal ndo apresenta sinais
clinicos da doenca. A presenca de genes de resisténcia em isolados
subclinicos de S. aureus pode agravar a situacdo devido a expansdo
do reservatdrio de genes de resisténcia. O emprego indiscriminado de
antibidticos pode fornecer uma oportunidade de pressdo seletiva para
tal evento. No inicio de 1969, foi alertado que a administracdo de
qguantidades minimas de antimicrobianos nos alimentos pode resultar
na selecdo de bactérias resistentes (van Houweling e Kingma, 1969).

Evidéncias tfem demonstrado que a emergéncia de resisténcia
a anfimicrobianos pode ser fransmitida para humanos via cadeia
alimentar. Um estudo realizado por Garau et al., (1999) com 308
amostras fecais de criancas mostrou que 26% delas eram portadoras
sadias de Escherichia coli resistente a quinolonas. Uma vez que as
quinolonas ndo séo utilizadas no tratamento de criancas, os autores
sugeriram que a fonte de aquisicdo dessas linhagens foi o consumo de
alimentos de origem animal.

Baseados nas informacdes contidas no Manual do NCCLS (2001)
e nos dados obtidos (Quadro 3 e Figura 8) pode-se classificar o isolado
226/C como MRSA. De acordo com o Manual do NCCLS (2001), S.
aureus, pode ser considerado MRSA quando apresenta um MIC para
oxaciina = 4 uyg/ml e positividade no teste em Agar Sal

Frequentemente, os laboratérios tém adotado a deteccdo do gene
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mecA em associacdo com o CIM, como método alternativo para
identificacdo de MRSA.

Estudos publicados sobre os aspectos epidemioldgicos de
infeccoes por MRSA em animais sdo raros. Lee et al, em 2003
realizaram um estudo com MRSA isolados de leite e de aves no
periodo de 2001 a 2003, na Coréia, com objetivo de investigar a
possivel contaminacdo de humanos com isolado MRSA de animais. A
maioria dos isolados era proveniente de gado de leite com sinais de
mastite. Em fazendas na Coréia, o fratfamento usual da mastite
consiste na administracdo de peniciina e ampicilina, embora
meticilina e oxacilina sejom raramente utilizadas na medicina
veterindria. Essa pratica pode contribuir para o aumento da incidéncia
de MRSA em vacas com mastite. Alguns estudos sugerem que a
transferéncia de S. aureus entre humanos e vacas é possivel, embora
seja um evento ndo muito frequente (Fox et al., 1991; Roberson et al.,
1994).

A identificacdo e colonizacdo causada por S. aureus resistentes
a meticilina (MRSA) em cavalos procedentes de hospitais veterindrios e
da comunidade bem como reportagens relatando a transmissdo de
MRSA entre humanos e animais tém demonstrado o papel dos animais
na transmissdo dessas linhagens para humanos e o seu potencial para
tornar-se um reservatorio (Cefai et al. 1994; Manian, 2003; O'Mahony et
al, 2005; Van Duijkeren et al, 2004; Wesse et al, 2005).

A figura 11 mostra que o isolado 347/R, sensivel aos trés
antimicrobianos testados apresenta o gene blaZz. A presenca do gene

blaZz, ndo implica necessariamente na producdo de P-lactamase,
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conforme observado por Haveri et al. (2005). Entretanto, isolados
sensiveis aos antimicrobianos em testes de sensibilidade, quando
carregam determinantes de resisténcia a tais antimicrobianos, podem
ser considerados potencialmente resistentes. Eventos de mutacdo
podem ativar genes regulatdérios e induzir a expressdo de resisténcia
aos antimicrobianos, como foi observado por Kolbert et al. (1998), em
S. aureus resistentes a oxacilina. Esse resultado estd de acordo como os
obtidos neste estudo, com o 226/C. Embora sensivel a ampicilina e
penicilina, apresentou valores altos da CIM para oxacilina (Quadro 3) e
a presenca dos dois genes que conferem resisténcia aos R-lactémicos
(Figuras 11 e 12). Outro aspecto importante que deve ser considerado
é o limite para resisténcia recomendado para o método de diluicdo
em dagar. O valor pode ser considerado alto, por se basear em dados
obtidos de humanos. Haveri et al., (2005) mostraram que o limite de
resisténcia nos seus isolados foi > 0,03 yg/ml e ndo = 0,25, valor
aprovado para estudos comparativos pelo NCCLS, 2001.

Em doze dos isolados estudados resistentes a peniclina e
ampicilina ndo foi observada a presenca dos genes mecA e blaz,
provavelmente devido & presenca de um terceiro mecanismo de
resisténcia. Van Griethuysen e colaboradores (2005) descreveram a
perda do gene mecA em 32 das 35 linhagens de MRSA durante a
estocagem em freezer -80° C. Possivelmente, eventos de delecdo e
insercdo ocorreram durante a estocagem. Enfretanto, o cuidado ao
incluir o antimicrobiano em concentracdo baixa no meio visou a4
manutencdo de determinantes genéticos, tais como plasmideos que

sdo facilmente perdidos durante o cultivo sem pressdo seletfiva.
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Hurlimann-Dalel et al., (1992), também descreveram uma
aparente perda do gene mecA em culturas de MRSA liofilizadas.
Contfudo, esses dados ndo puderam ser confirmados nas culturas
utilizadas no presente estudo, porque ndo foram realizadas andlises
para detectar a presenca do gene antes da estocagem dos isolados.

Os resultados apresentados por Haveri et al. (2005) apontam
outra possibilidade para justificar, em parte, os dados encontrados
neste estudo. O estudo realizado por esses pesquisadores mostrou que
alguns isolados que apresentavam positividade nos testes fendtipos
para a producdo de P-lactamases ndo confinham o gene blaz.
Diferentes B-lactamases podem ser encontradas em S. aureus, € €ssas
modificacdes podem estar localizadas no sitio de anelamento do

primer, podendo comprometer a amplificacdo.

5.4. Detecgdo, sequenciamento e andlise filogenética dos genes blaz

e mecA de S. aureus

Para avaliar a relacdo filogenética entre os genes dos isolados
de S. aureus que apresentaram o blaz foi reconstruida uma drvore pelo
método da Mdaxima Parcimdnia (Figura 13).

A seqUéncia do gene blaz dos isolados provenientes de
diferentes casos de mastite clinica (226/C, 2555/C); crénica (2413/R,
347/R) e subclinica com CMT positivo (2724/C) foram comparadas
enfre si e com a da linhagem de S. aureus pSAS proveniente de um

caso clinico humano.
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Foi possivel identificar que as seqUéncias do gene blaZz dos
isolados 226/C, 2413/R e 347/R, provenientes de diferentes casos
clinicos se agrupam, mostrando uma proximidade genética entre elas
(Figura 13). Os isolados 2413/R e 347/R pertencem ao mesmo rebanho
leiteiro, entretanto o 226/C & proveniente de gado de outra
localidade.

Outros dois isolados estudados, o 2555/C e o 2724/SP, embora,
pertencentes a diferentes casos clinicos e de diferentes localidades,
apresentam as sequéncias do gene blaZ relacionadas sugerindo uma
proximidade filogenética entre eles (Figura 13).

Conforme observado pela distncia entre os ramos, os genes
dos isolados de diferentes casos clinicos, apresentam proximidade
entre si, mas grande disténcia filogenética entre eles e o gene blaz de
S. aureus pSAS isolado de caso clinico humano (Figura 13 ).

East e Dyke (1989), mostraram que o gene blaZ em S. aureus de
origem bovina na Noruega estd localizado no cromossomo e sud
transferéncia pode ser clonal. Olsen et al. (2006) mostraram que o0s
isolados de bovinos e humanos com o0s quais trabalharam,
apresentavam alta similaridade quando o gene blaZ estava localizado
em plasmidio. Contudo, esse fato ndo era observado quando o gene

se encontrava no cromossomo.
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99 S.aureus 347/R
99 | S.aureus 226/C

S.aureus 2413/R

L S.aureus pSAS
S.aureus 2724/SP

100 V—+ S.aureus 2555/C

Figura 13- Arvore filogenética reconstruida com sequéncias do gene
blaz. As relacdes filogenéticas foram inferidas utilizando o
método da Mdxima Parcimdnia. Andlises filogenéticas foram
conduzidas no MEGAA4.
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A arvore filogenética reconstruida pelo método da Mdaxima
Parciménia e com sequéncias do gene mecA mostrou diferencas
entre o gene do isolado 226/C e outros de isolados provenientes de
casos clinicos humanos (Figura 14).

Uma caracteristica diferencial de resisténcia a meticilina é a sua
natureza heterogénea, com o nivel de resisténcia variando de acordo
com as condicoes de cultivo e o tipo de R-lact@mico presente no meio
(Chambers, 1997). Estas mudancas na expressdo da resisténcia sob
diferentes condicdoes de cultivo sdo transitérias e inteiramente
fenotipicas. A proporcdo de células altamente resistentes diminui
gradualmente quando sdo subcultivadas repetidas vezes em meios
sem antibidtico. Esse fato resulta na emergéncia do padrdo original do
isolado. Entretanto, alguns isolados clinicos, como por exemplo, a
linhagem de S. aureus COL isolada de paciente humano, se apresenta
homogénea mesmo quando subcultivada inUmeras vezes (Chambers,
1997).

O gene mecA do isolado 226/C apresentou grande diferenca
com o de S. aureus COL. Esse resultado aponta para a natureza
heterogénea no padrdo de expressdo de resisténcia desse isolado em
relacdo a esse gene.

Poucas informacdes estdo disponiveis sobre relacionamento
flogenético entre genes que conferem resisténcia a antimicrobianos
em S. aureus, principalmente nos de origem animal. H& necessidade
de analisar o significado da diversidade entre clones associados G

mastite no Estado de Minas Gerais devido 4 sua importéncia
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econdmica. A distribuicdo e prevaléncia dos determinantes genéticos

de resisténcia precisam ser melhor conhecidas.

S. aureus MRSA252
S. aureus USA300
S. aureus MW?2

S. auerus N315
S. aureus 226/C
S. aureus COL

]|
99

—
5

Figura 14- Arvore filogenética reconstruida com sequéncias do gene
mecA. As relagdes filogenéticas foram inferidas utilizando o
método da Mdxima Parcimdbnia. Andlises filogenéticas
foram conduzidas no MEGA4.
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5.5. Resisténcia dos isolados a tilosina e detecgdo da presenca do

gene ermC

Isolados que apresentaram sensibilidade & filosina quando
determinada a CIM mas que confinham o gene mecA gquando
realizada a PCR, representaram 100% dos casos de mastite subclinica
com CMT positivo (Quadro 5). Nos casos de mastite clinica, subclinica
com CMT negativo e crénica foram observados que 81,81%, 60% e
33,3% dos isolados, respectivamente, apresentam sensibilidade d
tilosina com expressdo de resisténcia a MLS possivelmente induzivel
(Quadros 4, 6 e 7). Somente o isolado 246/R, proveniente de um caso
de mastite crénica mostrou resisténcia a tilosina e presenca do gene
ermC. Esse resultado indica possivelmente uma resisténcia constitutiva.

A expressdo do gene ermC pode ser induzida ou constitutiva e
somente erifromicina e outros macrolideos de 14 e 15 dtomos sdo
capazes de atuar como indutores da expressdo de ermC, enquanto
outros macrolideos de 16 dtomos como ftilosina, espiramicina, bem
como lincosamida e estreptogramina B ndo induzem a expressdo do
gene ermC. Linhagens que contém o gene ermC e expressam
resisténcia a macrolideos de 14, 15 e 16 dtomos e a lincosamidas e
estreptogramina B, apresentam uma resisténcia constitutiva (Lodder et
al., 1997).

O gene ermC pode ser expresso constitutivamente quando
outros MLS indutores, com 14 ou 15 dtomos ativam a regido regulatoria.

Jensen e Aarestrup, (2005) relatam que altas concentracdes de
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macrolideos ndo induziveis, como a filosina, sdo responsdveis pela
selecdo da expressdo constitutiva. Dados obtidos de estudos clinicos e
in vitro tém mostrado que a expressdo do gene poderia ser alterada
de induzivel para constitutiva sob pressdo seletiva de ndo indutores
(Luthje e Schawarz, 2007).

Um estudo recente confimou a capacidade de trés ndo
indutores, pirlimicina, espiramicina e filosina selecionar mutantes ermC
em S. aureus pela inativacdo funcional de um atenuador da tfraducdo
(Luthje e Schawarz, 2007). A expressdo induzivel € regulada pela
atenuacdo traducional e requer uma regido regulatéria completa
(Weisblum, 1995). A expressdo constitutiva resulta de alteracoes
estruturais dentro da regido regulatéria do gene ermC, tais como
delecdes, duplicacdes ou mutacdes pontuais (Werckenthin et al., 1999;

Schmitz et al., 2002).
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Quadro 4. Perfil genotipico e o fenotipico de S. aureus isolados de vacas
com mastite clinica apds  exposicdo a filosina em Caldo

Nutriente.
Isolado CIM (ug/ml) Presenca Fenétipo
do gene ermC* (NCCLS, 2001)
41/C 0.5 + Sensivel
75/C 2,0 + Sensivel
216/C 2,0 + Sensivel
218/C 2,0 + Sensivel
226/C 2,0 + Sensivel
230/C 2,0 + Sensivel
284/C 2,0 - Sensivel
287/C 2,0 + Sensivel
1440/C 4,0 - Resistente
2551/C 1.0 + Sensivel
2555/C 1.0 + Sensivel

* Presenca ou auséncia determinada por PCR
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Quadro 5. Perfil genotipico e o fenofipico de S. aureus isolados de
vacas com mastite subclinica com CMT positivo apds
exposicdo a tilosina em Caldo Nutriente.

Isolado CIM (ug/ml) Presenca Fenétipo
do gene ermC* (NCCLS, 2001)
701/SP 2,0 + Sensivel
707/SP 2,0 + Sensivel
795/SP 2,0 + Sensivel
1621/SP 2,0 + Sensivel
2309/SP 1,0 + Sensivel
2314/SP 2,0 + Sensivel
2722/SP 2,0 + Sensivel
2724/SP 2,0 + Sensivel
2727/SP 2,0 + Sensivel

* Presenca ou auséncia determinada por PCR

71



Quadro 6. Perfil genotipico e fenotipico de Staphylococcus aureus
isolados de vacas com mastite subclinica com CMT
negativo apds exposicdo a tilosina em Caldo Nutriente.

Isolado CIM (ug/ml) Presenca do gene Fenétipo
ermC* (NCCLS, 2001)
806/SN 2,0 - Sensivel
2221/SN 2,0 + Sensivel
2238/SN 2,0 + Sensivel
2252/SN 2,0 + Sensivel
2623/SN 1.0 - Sensivel

* Presenca ou auséncia determinada por PCR

Quadro 7. Perfil genotipico e fenotipico de Staphylococcus aureus
isolados de vacas com mastite subclinica crénica apds
exposicdo a tilosina em Caldo Nutriente.

Isolado CIM (ug/mil) Presenca do gene Fendtipo
ermC* (NCCLS, 2001)
258/R 2,0 - Sensivel
2413/R 2,0 + Sensivel
2389/R 2,0 + Sensivel
2633/R 2,0 - Sensivel
247/R 4,0 + Resistente
347/R 2,0 - Sensivel

* Presenca ou auséncia determinada por PCR
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Os resultados mostraram que o maior percentual de isolados
com expressdo de resisténcia a MLS possivelmente induzivel pertence
aos casos de mastite subclinica (Quadro 5 e 6). Essa informacdo é de
particular  importGncia  considerando a perda econdmica
proporcionada por essa enfermidade e as medidas quimioterdpicas
utilizadas para promover a cura dos animais afetados. E necessario um
controle do uso da tilosina como agente terapéutico no fratamento
deste tipo de mastite com o intuito de desacelerar a selecdo de
linhagens mais adaptadas. Os dados apresentados pela literatura
sobre a pressdo exercida na inducdo da expressdo de ermC sugerem
uma vantagem seletiva aos isolados sensiveis que contenham o gene.

Linhagens de S. aureus com resisténcia induzivel a eritromicina,
porém aparentemente sensiveis, poderiam alterar o padrdo de
resisténcia induzivel para constitutiva. Este tipo de resisténcia poderia
ser direcionada a todos os antibidticos MLS com consequente
aumento da morbidade (Weisblum, 1995). Watanakunakorn (1976)
relatou um caso de paciente com endocardite causada por S. aureus
com resisténcia induzivel a eritromicina. A linhagem apresentou-se
sensivel a clindamicina e o paciente respondeu favoravelmente ao
tfratamento durante 26 dias, entretanto, ao final deste periodo
observou-se uma reinfeccdo associada ao desenvolvimento de
resisténcia constitutiva pela linhagem de S. aureus causadora da

infeccdo.
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A presenca do gene ermC, blaZz e mecA foi detectada nos
isolados 226/C, 2555/C, 2724/SP e 2413/R, revelando um potencial para
expressdo de multiresisténcia desses isolados.

DaCosta et a.l, 2006, analisaram o perfil de resisténcia a 21
antibidticos, de 500 bactérias formadoras de esporos isoladas de vdrios
ambientes. O estudo revelou que todas as bactérias apresentaram
resisténcia multidroga, sendo cada bactéria resistente a sete ou oito
antibidticos. A partir desses dados & possivel inferir que a multipla
resisténcia a drogas poderia constituir uma caracteristica intrinsica de
muitos microrganismos e que a resisténcia a diferentes classes de
antibidticos revela uma grande capacidade adaptativa e extensiva
do resistoma. A mobilizacdo de genes de resisténcia via transducdo,
conjugacdo ou transformacdo tem contribuido para a expansdo do
resistoma mesmo na auséncia de pressdo seletiva.

O termo resistoma tem sido atribuido a uma colecdo de
determinantes de resisténcia a antibidticos encontrados em bactérias
patogénicas e ndo patogénicas e a genes de resisténcia criptfica, os
quais NnGo necessariamente sGo expressos ou sA0 expressos em baixos
niveis, mas estdo presentes no DNA cromossomal. O resistoma inclui
também genes precursores que codificam proteinas com expressdo
modesta de resisténcia ou proteinas com pouca dafinidade aos
antibidticos que podem evoluir para um gene de resisténcia efetiva
(Da Costa et al., 2006).

A exposicdo intensa e constante a uma diversidade de
compostos antimicrobianos impulsionou uma contramedida genética

para produzir um alto nivel de resisténcia. O modelo proposto para a
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evolucdo de resisténcia bacteriana aos antibidticos aponta para
proteinas com funcdes bioquimicas alternativas que funcionariam
como elementos precursores para a resisténcia. Algumas dessas
proteinas precursoras desempenhariam funcdes secunddrias na
resisténcia aos antibidticos, mas que sob pressdo constante poderiam
desempenhar um papel central na evolucdo de uma resisténcia
efetiva (Wright, 2007).

O isolado 1440/C, isolado de vacas com mastite clinica,
apresentou resisténcia a tilosina, mas ndo foi detectada a presenca do
gene ermC neste isolado (Quadro 4). Provavelmente, outro
mecanismo de resisténcia estd presente. Liu e Douthwaite (2002)
relatam um mecanismo de resisténcia sinergistico especifico para
filosina e micinamicina. Este mecanismo envolve a adicdo de um
Unico grupo metil nos nucleotideos A2058 e G748 do rRNA 23S. As
metiltransferases responsdaveis pela metilacdo dos nucleotideos G748 e
A2058 sdo codificadas, respectivamente pelos genes trlB e triD. A
metiltfransferase TIrB foi identificada pela primeira vez em Streptomyces
fradiae, bactéria Gram positiva produtora de ftilosina (Cundliffe, 1989).
Uma proteina semelhante a TIrB foi observada em Escherichia coli (Liu
e Douthwaite, 2002).

O isolado 226/C do presente estudo apresentou uma CIM de 2u
g/ml para tilosina, o que configura a sensibiidade do isolado ao
antimicrobiano (Quadro 4). Entretanto, a presenca do gene ermC
representa um potencial para expressar resisténcia a outros
macrolideos, como por, exemplo a erifromicina). Conforme verificado

previamente em estudo sobre resisténcia aos B-lactdmicos, este
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isolado caracteriza-se como um MRSA. Estafilococos resistentes a
meticilina sdo frequentemente resistentes a uma ampla variedade de
agentes antimicrobianos incluindo  macrolideos, cloranfenicol,
tetraciclina e fluoroquinolonas (Mandell et al., 1995).

O conjunto dos resultados mostrados nos quadros 4, 5, 6 e 7 sGo
apresentados na Figura 15. Entre os 31 isolados estudados, 74,19%
apresentaram sensibilidade & tilosina, porém, com expressdo de
resisténcia a MLS possivelmente induzivel, uma vez que sdo portadores
do gene ermC; 19,35% foram sensiveis a filosina e ndo apresentam o
gene ermC; 3,23% foram resistentes, mas ndo apresentaram o gene
ermC e 3,23% apresentaram resisténcia e presenca do gene ermC,
possivelmente com expressdo constitutiva.

A classificacdo de resistente foi feita com base na CIM
determinada para fins de uso terapéutico. As estirpes denominadas
sensiveis sdo, entretanto, resistentes a concentracdes de tilosina até 2,0
ug/ml. Isso significa que o gene ermC, presente na maioria das

linhagens pode estar respondendo por uma resisténcia basal.
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323%  3.23%

74,19%

@ Sensivel com expressdo de resisténcia induzida a MLS

B Sensivel sem o gene ermC

O Resistente sem o gene ermC

O Resistente com gene ermC e possivel expressdo constitutiva a MLS

Figura 15- Distribuicdo de resisténcia de S. aureus a filosina dos 31
isolados de gado com masstite clinica, subclinica e crénica.
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5.6. Seqiéncia e andlise filogenética de ermC

Sequéncias do gene ermC de S. aureus de cinco isolados de
diferentes casos de mastite foram obtidas e comparadas por
alinhamento com a sequéncia de ermC de S. aureus pE5 de origem
humana. A drvore filogenética reconstruida utilizando o método da
Mdaxima Parciménia mostra quatro agrupamentos de acordo com a
semelhanca entre os genes ermC de diferentes isolados (Figura 16). O
primeiro grupo € representado pelos isolados 230/C e 2238/SN,
origindrios respectivamente de animais com mastite clinica e
subclinica, mostrando-os muito préoximos. Embora pertencentes a
localidades diferentes, esses isolados apresentam sequéncias muito
semelhantes do gene ermC. O segundo grupo, representado pelo
isolado 247/R, de mastite crénica, estd mais proximo do primeiro grupo
do que do terceiro e quarto, representados, respectivamente pelos
isolados 2727/SP e 2314/SP. Essa variacdo apresentada pelos genes em
tdo pouco isolados pode indicar uma grande diversidade genética
enfre os genes ermC de diferentes isolados. Existem evidéncias que
sustentam a transferéncia horizontal do gene mecA enfre
Staphylococcus, embora o mecanismo ainda ndo esteja esclarecido
(Hiramatsu, et al., 2001). E possivel que um evento semelhante
aconteca na fransferéncia de ermC. A filosina € utilizada na
terapéutica de mastite bovina e pode ter pressionado a selecdo

desses genes.
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9g S. aureus 230/C
72 S. aureus 2238/SN
S. aureus 247/R
S. aureus 2727/SP
I S. aureus 2314/SP
a0l S. aureus pE5

Figura 16- Arvore filogenética reconstruida com sequéncias do gene
ermC. As relagoes filogenéticas foram inferidas utilizando o
método da Mdxima Parcimdbnia. Andlises filogenéticas
foram conduzidas no MEGA4.
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6. CONCLUSOES

As sequéncias de rRNA 16S de S. aureus provenientes de casos
de mastite clinica, subclinica e crénica de diferentes localidades da
Zona da Mata Mineira mostraram diversidade entre os isolados.

Dois dos nove isolados de mastite bovina subclinica distinguem-
se dos outros por mostrarem-se filogeneticamente mais proximos a
uma das linhagens de origem humana do que as outras sete linhagens
bovinas.

Os isolados provenientes de vacas com casos clinicos de
mastite distinguem-se filogenetficamente com nitidez dos isolados de
origem clinica humana.

Isolados de casos de mastite crénica oriundos do mesmo
rebanho apresentam grande proximidade entre si e agrupam-se com
S. aureus de origem humana.

Entre os isolados estudados, 48% mostram-se sensiveis Qos
antimicrobianos ampicilina e penicilina e 97% mostraram-se sensiveis a
oxacilina.

A presenca dos genes blaz e mecA foi detectada em 16% e

13% nos 31 isolados estudados, respectivamente.
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Dos solados que apresentaram resisténcia a ampicilina e
penicilina, 31% e 25%, apresentaram © gene blaZz e mecA,
respectivamente.

O isolado 226/C, proveniente de mastite clinica, foi
caracterizado como MRSA, uma vez que apresentou uma CIM de 4,0
hug/ml e presenca do gene mecA.

A andlise das sequéncias dos genes blaz de cinco isolados
estudados mostrou que existe uma disté@ncia filogenética entre eles e o
blaz de S. aureus pSAS de origem humana.

A seqUéncia do gene mecA do isolado 226/C, origindrio de
mastite clinica mostrou uma grande distncia filogenética com as
seqUéncias de S. aureus provenientes de casos clinicos humanos.

Dentre os isolados de S. aureus estudados apenas dois (6,5%)
apresentaram resisténcia a tilosina com valores de CIM igual 4,0 ug/ml.

Apenas o isolado 247/R, proveniente de mastite cronica, e
caracterizado como resistente, com CIM de 4,0 ug/ml, apresentou o
gene ermC.

As diferencas observadas entre as sequéncias do gene ermC
em isolados de diferentes casos de mastite, indicam uma grande
diversidade genética entre os genes ermC.

Constata-se diversidade genética entre isolados de S.aureus
provenientes de vacas com mastite na zona da Mata Mineira, bem
como diversidade entre os modelos e entre 0s genes de resisténcia a
antimicrobianos. Estas conclusdes sdo importantes para delineamento
de estratégias de monitoramento dessa bactéria em rebanhos leiteiros

na regido.
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