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RESUMO

SOARES, Lidiane de Castro. Correlacdo entre marcadores fenotipicos e genotipicos
de viruléncia e resisténcia a oxacilina em Staphylococcus spp. coagulase-negativos
isolados a partir de mastite bovina.82 p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias).
Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

Os estafilococos coagulase-negativos (ECN) fazem parte da microbiota normal da pele
e apesar de terem sido considerados saprofitas por muito tempo, o seu significado
clinico como agente etiologico tem aumentado com o passar dos anos. No entanto,
apesar de todo avango nas técnicas de identificacdo dos ECN e do conhecimento destes
como agentes etiologicos em diversos processos infecciosos, estes microrganismos
muitas vezes sdo negligenciados na rotina laboratorial. A identificacdo das espécies de
ECN, embora de dificil realiza¢dao para a maioria dos laboratorios clinicos, ¢ necessaria
para diferenciar o potencial patogénico e o perfil de resisténcia de cada isolado. O
presente estudo foi conduzido para caracterizar fenotipica e genotipicamente o perfil de
resisténcia aos antibidticos, especialmente a oxacilina, e fatores de viruléncia de
isolados de Staphylococcus spp. coagulase-negativos provenientes de amostras de leite
de vacas com mastite subclinica. Foram identificadas as espécies Staphylococcus
xylosus, S. haemolyicus, S. cohnii e S. hominis. O teste de suscetibilidade
antimicrobiana revelou elevada resisténcia a penicilina e ampicilina. Do total de 100
isolados estudados, o gene mecA foi detectado em apenas 4 (4%), os quais também
foram mecR1 positivos. O gene mecl foi detectado em 47% dos isolados. Em 2 isolados
foram detectados todos os genes do sistema mec (mecA-mecl-mecR1). A produgdo de
beta-lactamases e do gene blaZ foi detectada em 16% dos isolados. Em 3 isolados foram
detectados todos os genes do sistema bla (blaZ, blal e blaRI). Todos os isolados bla
positivos foram resistentes a penicilina e ampicilina e positivos no teste do nitrocefin. O
gene femA nao foi detectado em nenhum dos isolados avaliados. Em relagdo aos fatores
de viruléncia, a técnica da microplaca e o dgar contendo vermelho congo revelaram
46% e 77% de isolados produtores de “slime”, respectivamente. Os genes icad e icaD
foram detectados em 9% e 10% dos isolados, respectivamente. A hemolise foi detectada
em 13% dos isolados, destes 15,4% apresentaram hemolise total e 84,6% a hemolise
parcial. Os genes hla e hlb nao foram detectados em nenhum isolado. O sinergismo
hemolitico foi positivo em 15 isolados sendo que destes, 14 ndo apresentaram
hemolisinas. Nao foi possivel estabelecer uma correlagdo entre os testes fenotipicos e
genotipicos de resisténcia aos antibidticos beta-lactamicos nos isolados avaliados.

Palavras-chave: Staphylococcus spp, mastite, oxacilina, fatores de viruléncia.



ABSTRACT

SOARES, Lidiane de Castro. Correlation between Phenotypic and Genotypic
Markers of Virulence and Oxacillin Resistance in Staphylococcus spp. coagulase-
negative Isolates from Bovine Mastitis. 82 p. Tesis (Doctor in Veterinary Science).
Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

Coagulase-negative staphylococci (SCN) take part of the normal microbiota. Although
this bacteria has been considered saprophytic, nowadays there is a concern about its
pathogenic potential. Nevertheless, the improvement in SCN identification assays, it
continues to be neglected in laboratorial routine of infectious diseases because of the
wide range of species. In spite of this, the appropriated identification of the species is
necessary in order to differentiate the potential pathogenic agents and to determine its
antimicrobial susceptibility pattern. The present study was performed to characterize
phenotypically and genotypically the antibiotic resistance profile and virulence factors
of coagulase-negative Staphylococcus spp. isolated from milk samples of cows with
subclinical mastitis. Staphylococcus xylosus, S. haemolyicus, S. cohnii and S. hominis
were the identified species. Antimicrobial susceptibility test yielded a high level of
resistance to penicillin and ampicillin. A total of 100 isolates were studied, mecA gene
was detected in 4% of isolates, also mecRI positive. The mecl gene was detected in
47% of isolates. All mec genes (mecA-mecl-mecR1) were detected in only 2 isolates.
The production of betalactamases and blaZ gene were detected in 16% of the isolates.
From this, only 3 isolates showed all bla genes (blaZ, blal e blaRI). All bla positive
isolates were penicillin and ampicillin resistant and positive to nitrocefin test. The femA
gene was not detected in any of the isolates. Concerning to the virulence factors,
microplate technique and the congo red agar presented production of slime in 46% and
77% of the isolates, respectively. The icad and icaD genes were detected in 9% and
10% of isolates, respectively. Hemolysis was detected in 13% of the isolates, 15,4% of
total hemolysis and 84,6% partial hemolysis. The sla and hlb genes were not detected in
any isolate. The hemolytic synergism was positive in 15 isolates, of these 14 showed no
hemolysins. Unable to establish a correlation between phenotypic and genotypic
resistance to beta-lactam antibiotics in isolates.

KEY WORD: Staphylococcus spp., mastitis, oxacillin, virulence factors
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8.1

8.2

ANEXOS
Testes de identificacdo das espécies de Staphylococcus spp.
coagulase-negativos, segundo Koneman et al. (2008).

Resultados obtidos através do teste de Qui-Quadrado (X°) com
intervalo de seguranca de 95%.
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1. INTRODUCAO

Os estafilococos coagulase-negativos (ECN) foram por muito tempo considerados
microrganismos saprofitas e raramente patogénicos. No entanto, atualmente sdo reconhecidos
como agentes etiologicos de uma série de processos infecciosos em humanos e animais. Em
animais, a importancia dos estafilococos coagulase-negativos implicados na mastite bovina tem
aumentado nos ultimos anos, devido ao fato de comporem a microbiota saprofita da pele e da
mucosa destes animais e dos ordenhadores, como do ambiente no qual o animal esta inserido.

A deteccdo de uma variedade de ECN presentes em amostras clinicas, e sua implicacao
como agentes etiologicos, esta diretamente relacionada ao consideravel progresso na classificagao
sistematica dos estafilococos através do desenvolvimento de diferentes métodos, manuais e
automatizados, para identificacdo de caracteristicas fenotipicas e genotipicas do género, espécies
e subespécies. No entanto, de modo geral, as rotinas de identificagdo na maioria dos laboratdrios
de microbiologia clinica ndo contemplam a diferenciacdo deste grupo em espécies.

Nas décadas mais recentes, o aumento no numero de infeccdes por ECN levou a
preocupag¢do com um possivel aumento de sua resisténcia aos antimicrobianos, em especial a
classe dos beta-lactamicos. A resisténcia a oxacilina constitui-se num marcador para avaliacao da
resisténcia cruzada com todos os antimicrobianos desta classe.

A resisténcia estafilococica a oxacilina estd associada a alteracdo do sitio de agdo do
antibiotico pela producdo de uma proteina ligante de penicilina adicional (PBP2a ou PBP2’), de
baixa afinidade, que esta ausente em isolados de Staphylococcus spp. sensiveis a meticilina. A
PBP2a ¢ codificada pelo gene mecA, o qual esta contido no determinante mec, portado por um
elemento genético movel designado cassete cromossomico estafilococico (SCCmec). A parte
central desse segmento ¢ composta pelo gene mecA e pelos genes mecR1 e mecl que sdo os genes
responsaveis pela regulacdo do mecA. Os genes mecl e mecR1, tem atividade repressora e anti-
repressora, respectivamente, sobre o gene mecA. Além disso, os estafilococos podem tornar-se
resistentes através da produgdo da beta-lactamase, uma enzima extracelular codificada por
plasmideos, decorrente da hidrélise do anel beta-lactdmico apds a exposicdo do microrganismo
ao antibidtico. A sintese de beta-lactamase em Staphylococcus spp. € codificada pelo gene
plasmidial blaZ e pode ser constitutiva ou regulada pela presenga do antibidtico, através de dois
genes adjacentes, blal e blaR1.

O crescimento da resisténcia aos antimicrobianos é multifatorial, decorrente do aumento
da pressdo de selecdo positiva no meio através do uso indiscriminado destes tanto na medicina
humana quanto na medicina veterinaria e, também, por praticas usadas na agricultura. Além das
dificuldades no estabelecimento de medidas de controle do uso indiscriminado de antibioticos, as
células bacterianas podem trocar seu material genético, ampliando a gama de bactérias
resistentes.

Outro importante fator de patogenicidade de Staphylococcus spp. coagulase-negativos
inclui a producdo de uma variedade de fatores de viruléncia que contribuem na invasao das
defesas fagociticas do hospedeiro, facilitando a sua aderéncia as células epiteliais e a coloniza¢ao
dos tecidos e persisténcia extracelular. A adesdo de Staphylococcus spp. coagulase-negativos ao
epitélio da glandula mamaria € considerada o primeiro ponto critico na patogénese. A maioria dos
ECN pode expresar uma camada de mucopolissacarideo, denominada, “slime”, que parece ajudar
na aderéncia e colonizacdo do microrganismo ao epitelio e a materiais diversos, como por
exemplo, as teteiras da ordenhadeira mecanica. A habilidade em formar estes biofilmes
(“slimes”) também auxilia no processo de sobrevivéncia bacteriana em ambientes hostis dentro
do hospedeiro e é considerado um fator responsavel pelas infecgdes cronicas e persistentes. O
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l6cus de adesdo intercelular ¢ denominado ica e consiste nos genes icaADBC responsaveis pela
producao desse polissacarideo. Os genes icaAd e o icaD vém sendo relatados como os principais
responsaveis pela formagdo do biofilme. Além disto, algumas espécies produzem hemolisinas
que sdo diferentes entre si de acordo com agao litica sobre os eritrocitos (alfa, beta, gama e delta
hemolisinas). As do tipo beta e alfa sdo as mais importantes na patogénese das infecgdes
intramamarias sendo que a beta toxina ¢ uma esfingomielase Mg”'- dependente que degrada a
esfingomielina presente na membrana celular. Elas podem apresentar um efeito hemolitico
sinérgico (SHA), no qual as cepas podem ter uma agdo sinérgica com outros microrganismos,
aumentando o potencial patogénico. Estas hemolisinas sdo codificadas pelos genes hla e hlb e
estdo associadas as principais espécies patogénicas de Staphylococcus.

Considerando-se a ocorréncia de cepas de Staphylococcus spp. resistentes a oxacilina na
medicina veterindria, e sabendo-se que esta substancia ¢ o farmaco de escolha no tratamento de
infecgOes estafilococicas graves, a possibilidade de transmissdo zoondtica de cepas de
Staphylococcus spp. resistente a oxacilina indica a necessidade de monitorar os perfis de
isolamento e suscetibilidade aos antimicrobianos na pratica veterinaria. Frente a estes dados, o
presente estudo teve como o objetivo avaliar a presenga de espécies de Staphylococcus spp.
coagulase-negativos em amostras de leite positivas para o CMT em bovinos de rebanhos leiteiros,
assim como seus fatores de viruléncia e perfil de suscetibilidade antimicrobiana.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Género Staphylococcus

O género Staphylococcus estd amplamente distribuido na natureza e faz parte da
microbiota normal da mucosa e da pele de mamiferos e aves. Atualmente abrange cerca de 42
espécies e 24 sub-espécies registradas no banco de dados Taxonomy Browser (NCBI, 20006),
sendo 20 espécies associadas a uma ampla variedade de infeccdes de carater oportunista,
comumente isoladas de amostras bioldgicas em seres humanos e animais. De acordo com a
edicdo de 1986 do Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (KLOOS; SCHLEIFER, 1994)
sao membros da familia Micrococcaceae a qual € constituida também pelos géneros Planococcus,
Micrococcus e Stomatococcus.

Os estafilococos sdo classificados como cocos Gram-positivos em forma de cachos de uva
ou agrupados aos pares, em tétrades ou em massas irregulares. Sdo imoveis, ndo esporulados e
produtores da enzima catalase. Os membros da familia Micrococcacae sdo diferenciados da
familia Streptococcacae pela prova da catalase. Esta prova detecta a presenca de citocromo
oxidase nas Micrococcacae. O teste ¢ realizado com peroxido de hidrogénio (H,O;), na
concentracao de 3% em lamina. A imediata producdo de efervescéncia indica a conversdo de
H,0, em agua e oxigénio gasoso. A prova da catalase deve ser realizada a partir de um meio de
crescimento sem sangue, porque os eritrocitos por si s6 podem produzir uma reagdo de catalase
fraca (KONEMAN et al., 2008).

Os estafilococos apresentam colonias grandes, com 1 a 2 mm de diametro, opacas,
convexas, cremosas € suas cores variam do branco a varios tons de amarelo, dependendo da
espécie. Sao mesofilos, apresentando temperatura otima de 35°C a 37°C e sao tolerantes a
concentragdes de 10% de cloreto de sodio (FRAZIER; WESHOFF, 2000). Apresentam
capacidade de crescer dentro de uma escala compreendida entre os valores de pH 4,0 e 9,8, sendo
o pH 6timo para crescimento compreendido entre 6,0 ¢ 7,0 (KONEMAN et al., 2008).

Este género bacteriano foi observado pela primeira vez em 1878 por Robert Koch
(MORSE, 1984) e em 1881, Alexander Ogston, observou a presencga desta bactéria em abscessos
agudos e cronicos, introduzindo a palavra “Staphylococcus” para designar os microrganismos
agrupados encontrados no pus. No entanto, foi Anton Julius Friedrich Rosenbach que, em 1884,
obteve cultura pura de estafilococos, adotando, portanto o nome do género de Staphylococcus
proposto inicialmente por Ogston. Esta foi a primeira descricdo taxonomica, dividindo o género
em duas espécies com base na presenga de pigmento nas colonias: Staphylococcus pyogenes
aureus (colonias amarelas) e Staphylococcus pyogenes albus (colonias brancas) (TOPLEY;
WILSON, 1976).

O género Staphylococcus esta dividido em dois grupos com base na producao da enzima
coagulase: - Staphylococcus coagulase-positivos, representados por S. aureus, S. delphini, S.
intermedius, S. schleiferi coagulans e algumas cepas de S. hyicus, sendo S. aureus a espécie mais
patogénica do género e associada a um amplo espectro de doengas, desde lesdes cutaneas
superficiais até severas infecgdes sistémicas, no homem e em animais (SAKAI 2004); - O grupo
dos Staphylococcus coagulase-negativos (ECNs) pode ser dividido em dois grupos dependendo
da sensibilidade ou resisténcia a novobiocina. Os Staphylococcus sensiveis a novobiocina
incluem os Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis,
Staphylococcus lugdunensis e os resistentes a novobiocina sdo as espécies Staphylococcus
saprophyticus e Staphylococcus xylosus (HEILMANN; PETERS, 2000; von EIFF et al., 2004).
Dentre estes microrganismos, S. epidermidis tem sido o isolado com mais freqiiéncia associado a

3



infeccdes de carater oportunista, seguido de S. haemolytics, S. lugdunensis, S. warneri e S.
saprophyticus (von EIFF et al., 2004). No periodo entre 1950 e 1975, os Staphylococcus
coagulase-negativos eram agrupados junto com a espécie Staphylococcus albus e a espécie
Staphylococcus epidermidis era considerada distinta da espécie Staphylococcus aureus por sua
inabilidade em coagular o plasma. A capacidade de coagular o plasma ¢ o critério de
identificagao mais usado e geralmente aceito para a identificacdo de estafilococos. Acredita-se
que o papel da enzima coagulase na patogénese das doencas estafilococicas pode levar a
formagdo de uma camada de fibrina formando o abscesso, localizando assim a infecgado e,
provavelmente, protegendo o microrganismo da fagocitose (efeito anti-fagocitico) e da agao de
agentes antimicrobianos (ARCHER 2000; KONEMAN et al., 2008).

Os Staphylococcus spp. coagulase-negativos diferem-se das espécies do género
Micrococcus por serem oxidase negativas, resistentes a bacitracina, sensiveis a lisostafina,
fermentarem a glicose em anaerobiose e por possuirem um contetido bastante reduzido de GC (30
a39%) (KONEMAN et al., 2008).

Em geral, os Staphylococcus spp. apresentam uma relagdo benigna com o hospedeiro, no
entanto adquirem potencial patogénico se tiverem acesso aos tecidos por meio de traumatismos
da barreira cutanea, inoculagdo por agulhas ou implantacdo direta por proteses médicas como
cateter, valvula cardiaca e marcapasso (HEIKENS, 2005).

Os ECN fazem parte da microbiota normal da pele e de mucosas em humanos, no entanto
em condi¢des apropriadas podem causar infecgdes oportunistas hospitalares € comunitarias. Estes
microrganismos podem ser isolados de varias areas da superficie cutdnea, incluindo canais
foliculares, aberturas das glandulas sudoriparas e o limen dos foliculos sebaceos. Além destas
areas, podem ser isolados das mucosas da faringe, conjuntivas, boca, glandulas mamarias e tratos
intestinal, geniturindrio e respiratdrio, areas nas quais estas bactérias sdo consideradas habitantes
secundarios (KLOOS, 1999).

O consideravel progresso na classificagdo sistematica dos estafilococos e no
desenvolvimento de métodos para a identificagdo do género, espécies e subespécies, tem
permitido aos clinicos se inteirarem da variedade de ECN presentes em amostras clinicas e,
assim, os considerarem como agentes etiologicos de uma série de processos infecciosos. Sao,
portanto reconhecidos como microrganismos essencialmente oportunistas, que se prevalecem de
inimeras situagdes organicas para produzir graves infecgoes (CUNHA et al., 2002). Estes
microrganismos apresentam elevado risco potencial de bacteremia em seres humanos e animais
imunocomprometidos (HUDOME; FISHER, 2001; CUNHA et al., 2002). No entanto, embora a
capacidade dos ECN de causar infec¢des seja bem documentada, esses microrganismos ainda tém
sido em alguns casos negligenciados quanto a sua importancia clinica (CUNHA et al., 2002).

Atualmente, os Staphylococcus spp. coagulase-negativos igualam-se aos Staphylococcus
aureus em relatos de doengas infecciosas hospitalares ou como causa primaria das infecgdes de
feridas externas. Dados do “National Nosocomial Infection Surveillence System” mostraram que
de janeiro de 1990 a maio de 1999 os Staphylococcus spp. coagulase-negativos foram os
patoégenos mais comuns descritos isolados de bacteremias e em pacientes hospitalizados (COSTA
et al., 2004; von EIFF et al., 2004). Na medicina veterinaria, os ECN tém sido associados com
freqiiéncia a quadros de mastite bovina subclinica (AMARAL et al., 2003).

S. epidermidis ¢ o principal patdogeno oportunista entre os ECN, sendo o microrganismo
recuperado com maior freqiiéncia representado entre 50 a 80% dos isolados clinicos
(MICHELIM et al., 2005). Segundo Langoni e colaboradores (2000) esta espécie tem sido
associada a quadros de mastite bovina.



S. hameolyticus ¢ a segunda espécie isolada e freqiientemente associado a resisténcia
antimicrobiana (CHANG et al, 2003a) e também tem sido associado a mastite bovina
(STAMFORD et al., 2006).

As infec¢des causadas por S. lugdunensis tem o mesmo curso clinico em termos de
viruléncia e destrui¢do tecidual que S. aureus. Estdo freqiientemente associadas a quadros de
endocardite de valvula natural (HAILE et al., 2002; JONES et al., 2002).

S. saprophyticus estdo associados a infecgdes do trato urindrio em pacientes jovens e
também em infec¢des hospitalares (ARCHER, 2000).

Além destas espécies, outras como S. warneri e S. xylosus também estdo associadas com
infecgOes oportunistas tanto na medicina humana quanto na medicina veterindria, no entanto, sao
menos freqlientes. Estas espécies produzem uma variedade de produtos extracelulares como
DNAse, lipase, protease e hemolisinas (CENTER et al., 2003; ASO et al., 2004). Segundo
Dordet-Frisoni e colaboradoreas (2007) Staphylococcus xylosus ¢ uma bactéria ubiqua, comensal
da pele e membranas mucosas de mamiferos e aves (NAGASE et al., 2002). Pode ser encontrada
em diferentes ambientes (SHALE et al., 2005; NIMRAT et al., 2006) sendo usualmente isolada
de amostras de leite e carne crua. Esta espécie ¢ normalmente definida como ndo patogénica, no
entanto, algumas cepas de S. xylosus sdo relatadas como causadoras de infec¢des oportunistas em
animais € humanos (SIQUEIRA et al., 2002; WON et al., 2002; TOMPKINS et al., 2004).

Os ECN podem ser facilmente diferenciados em espécies através de suas caracteristicas
bioquimicas, contudo, na maioria dos laboratérios de microbiologia clinica, tal identificagao nao
¢ feita de rotina. A identificacdo dos ECN ¢ de grande importancia para a associacdo de certas
espécies com infecgdes especificas, tendo em vista que alguns dados sugerem que além de S.
epidermidis e S. saprophyticus, que tém sido considerados patogénicos, algumas espécies como o
S. haemolyticus e S. lugdunensis, estdo mais associados as infeccdes do que outras espécies
(ARCHER, 1995; CUNHA et al., 2002).

Além de sua importincia como patdogeno em diversos quadros de infecgdes os
estafilococos apresentam elevada resisténcia aos antimicrobianos. Isolados de ECN sdo
freqlientemente resistentes aos antibioticos beta-lactdmicos, incluindo a oxacilina, limitando,
portanto a escolha do antibidtico para o tratamento das infec¢des (De GIUSTI, 1999).

2.2 Resisténcia Antimicrobiana

Nas décadas mais recentes, o aumento no numero de infeccdes por ECN levou a
preocupag¢do com um possivel aumento de sua resisténcia aos antimicrobianos, em especial a
classe dos beta-lactdmicos. A resisténcia a oxacilina constitui-se num marcador para avaliacdo da
resisténcia cruzada com todos os antimicrobianos desta classe.

2.2.1 Beta-lactimicos

Os beta-lactamicos representam a classe mais variada e amplamente utilizada de
antimicrobianos. Pertencem a este grupo todos os antibidticos que apresentam o anel beta-
lactamico em sua estrutura, sendo a penicilina, a principal familia que se divide em trés
classificagdes: penicilinas naturais (ex. penicilinas G e V), aminopenicilinas (ex. ampicilina e
amoxicilina) e penicilinas antiestafilococicas, como a oxacilina e a meticilina, sendo esta ultima,
ainda nao utilizada no Brasil (BLACK, 2002; LOWY, 2003). Além das penicilinas, também
pertencem a este grupo as cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos.



2.2.1.1 Penicilinas

Estes agentes atuam na inibicao da sintese da parede celular bacteriana através da ligagao
com proteinas especificas associadas a sintese de peptidoglicano (“PBP” — Proteina Ligante de
Penicilina), assim denominadas por se ligarem aos antibidticos beta-lactamicos. As “PBPs” sdo
proteinas de membrana que estdo envolvidas na biossintese da parede celular e que possuem
funcdo de transpeptidase (WALKER et al., 1999; WITTE et al., 1999; BLACK, 2002; LOWY,
2003). Estas proteinas catalisam a reagdo de transpeptidagdo que faz a ligagdo cruzada dos
peptidoglicanos da parede celular. As cinco principais “PBPs” sdao PBP 1, 2, 2b, 3 ¢ 4 e sdo
produzidas tanto por isolados de Staphylococcus spp. sensiveis como resistentes (CHAMBERS,
1997; IZDEBSKI et al., 2008). Promovem a formag¢do das pontes transversas de pentaglicinas do
peptidoglicano, através da ligagao da D-alanina de uma cadeia peptidica com a L-lisina da cadeia
subseqiiente. Os antibidticos beta-lactamicos, ao inibirem as “PBPs”, impedem a formagdo da
camada de peptidoglicano da parede celular, o que parece desencadear a morte bacteriana devido
ao enfraquecimento desta camada (WAXMAN; STROMINGER, 1983; TOMASZ et al., 1991;
DOMINGUEZ et al., 1997; De GIUST, 1999; PINHO et al., 2004).

Os estafilococos resistentes a penicilina foram detectadoslzdebski a partir de 1950 e
atualmente cerca de 90% das cepas sdo resistentes a este antibiotico (LOWY, 2003).

Embora a maioria dos isolados de estafilococos coagulase-negativos clinicamente
significativos apresente resisténcia a penicilina, esses farmacos oferecem vantagens devido ao
baixo custo, sendo, portanto recomendados para o tratamento de isolados sensiveis (GRAHAN,
2000). No entanto, o aumento no numero de infecgdes causadas por ECN nos ultimos anos e sua
freqiiente resisténcia a meticilina e oxacilina, penicilinas resistentes as penicilinases, tém sido
fonte de estudo de muitos pesquisadores em todo o mundo (De GIUSTI, 1999).

A resisténcia estafilococica aos antibidticos beta-lactdmicos deve-se a dois mecanismos
distintos: a produ¢ao da enzima beta-lactamase codificada na maioria das vezes por plasmideos e
a producao de PBP2a. O mecanismo de resisténcia a penicilina associada a producdo da beta-
lactamase, uma enzima extracelular, ¢ decorrente da hidrdlise do anel beta-lactamico apds a
exposi¢ao do microrganismo ao antibidtico (STAPLETON; TAYLOR, 2002; LOWY, 2003). A
sintese de beta-lactamase em Staphylococcus spp. ¢ codificada pelo gene blaZ que pode ser
plasmidial ou cromossomal, podendo a resisténcia ser constitutiva ou regulada pela presenca do
antibidtico, através de dois genes adjacentes, blal e blaR1 (HACKBARTH; CHAMBERS, 1993;
LOWY, 2003). O primeiro € um repressor da transcri¢do de blaZ, e o segundo, um anti-repressor.
Quando nao existe penicilina no meio, Blal se liga ao promotor de blaZ, inibindo a transcri¢ao do
gene. Quando a penicilina esta presente, a proteina se liga a enzima BlaR1, presente na
membrana celular, que por sua vez cliva a enzima Blal, ativando o promotor de blaZ e
conseqlientemente iniciando a producao de beta-lactamase (GREGORY et al., 1997; LEWIS et
al., 1999; CLARKE; DYKE, 2001). A ativacdo de blaZ inicia-se com a acilacao irreversivel
concomitante a abertura do anel betalactdmico. A acilagdo € o primeiro evento na transdugao do
sinal (GOLEMI-KOTRA et al., 2003; WILKE et al., 2005).

O antibidtico liga-se a parte extracelular (terminal carboxil) de BlaR1 e causa uma
mudanca conformacional que leva a ativagdo proteolitica intracelular de BlaR1. O segundo
evento na transdugdo de sinal ¢ uma discreta clivagem proteolitica do dominio
intracitoplasmatico de BlaR1. A autoclivagem ¢ seguida pela propagagdo citoplasmatica do sinal
e posteriormente pela protedlise da proteina repressora. O repressor Blal apds clivado pela
protease BlaR1 libera blaZ do controle transcricional negativo, permitindo a transcri¢do de blaZ e
sintese da beta-lactamase (FUDA et al., 2004). Atualmente sdo reconhecidos quatro produtos do
gene blaZ (A, B, C e D) os quais tém sido distinguidos pela sorotipagem e diferencas na
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hidrélise do substrato beta-lactamico. Os tipos A, C e D s3o geralmente localizados em
plasmideos, enquanto que o tipo B ¢ encontrado no cromossomo (GOLEMI-KOTRA et al., 2003;
WILKE et al., 2005).

O segundo mecanismo de resisténcia estd associado a alteracdo do sitio de agdo do
antibidtico pela producao de uma proteina ligante de penicilina adicional (PBP2a ou PBP2’), de
baixa afinidade, que estad ausente em isolados de Staphylococcus spp. sensiveis a meticilina. A
PBP2a ¢ codificada pelo gene mec4, (KATAYAMA et al., 2001; KURODA et al., 2001) o qual
esta contido no determinante mec ou segmento mec, portado por um elemento genético mével
designado cassete cromossomico estafilococico (SCCmec). A parte central desse segmento ¢
composta pelo gene mecA e pelos genes mecRI e mecl que sdo os genes responsaveis pela
regulacdo do mecA. Os genes mecl e mecRI, tem atividade repressora e anti-repressora,
respectivamente, sobre o gene mecA (ARCHER et al., 1995). A regulacdo da expressdo de
resisténcia ocorre por ligagdo de um betalactamico com a proteina MecR1 (produto de mecRI =
anti-repressor de mecA), que ativada, cliva a Mecl (produto do gene repressor mecl) e permite a
transcricdo de mecA com producdo de PBP2a. A expressdo do gene mecA € constitutiva ou
induzida por antibidtico betalactamico, como a oxacilina e meticilina (ARCHER et. al., 1995;
LOWY, 2003).

A producao de PBP2a com baixa afinidade aos antimicrobianos beta-lactamicos, substitui
as funcdes das PBPs de alta afinidade, permitindo que a célula se desenvolva em concentragdes
do antibidtico que em outras condi¢des seriam letais. E €, sem duvida, o principal mecanismo
responsavel pela resisténcia a oxacilina, embora outros mecanismos tenham sido descritos, como
alteracdo de outras “PBPs” e a hiperproducdo de beta-lactamases (De GIUSTI, 1999;
PETERSSON et al., 1999; PETINAKI et al., 2001; SWENSON et al., 2005).

Alguns genes independentes do locus mec parecem contribuir para a expressdo da
resisténcia aos beta-lactamicos. Estes genes sdo designados de fem (femA, femB, femC, femD e
femE - fatores essenciais para a expressao da resisténcia) e estdo presentes no cromossoma de S.
aureus resistentes a meticilina. Estes genes regulam a sintese e degradagdao do peptidoglicano e
podem ter participacdo indireta na resisténcia a meticilina/oxacilina em fun¢do de diminuicao de
transcricado ou modificacdes estruturais de seus produtos que sdo as proteinas denominadas Fem
(VANNUFFEL et al.,1995). No entanto, a presenca destes genes em ECN ainda ¢ controversa.

A literatura também relata que os genes blal e blaRl podem modular a expressdao
transcricional do gene mecA e regular a producdo da PBP2a devido ao alto grau de homologia
encontrada nos sistemas mec e bla (ROSATO et al., 2003; WILKE et al., 2005). O gene blaR1 ¢
relatado como um forte indutor do gene mecA e blal um fraco repressor. Além disso, ha relatos
que a regulacdo em isolados clinicos seja feita pelos genes bla devido a delegdes ou mutagdes no
gene mecl que exerce atividade repressora (GROOM, 2001). A expressdao génica do mecA pode
apresentar dois fendtipos de resisténcia, resultando em fendtipo induzivel ou constitutivo. A
PBP2a ¢ induzida pela presengca dos antibioticos beta-lactdmicos, no entanto, esta proteina
também pode ser produzida constitutivamente. O fendtipo induzivel esta associado a presenga de
plasmideos contendo o operon bla, responsavel pela producdo de beta-lactamases, regulado pelos
genes blal e blaZ. O fenotipo constitutivo ocorre quando ha eliminac¢ao ou perda do plasmideo ou
da beta-lactamase plasmidial convertendo a cepa de um fenotipo induzivel para constitutivo.
(KATAYAMA et al., 2005).

Nos ultimos anos, o CLSI padronizou o uso do disco de cefoxitina, uma cefalosporina de
segunda geracdo, para detec¢dao do gene mecA por ser um forte indutor de seu sistema regulatorio.
Estudos tém relatado maior eficacia em testes de difusdo em disco com cefoxitina correlacionado
com a presenca do gene mecA, em relacdo ao uso da oxacilina (SWENSON et al., 2005). A
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cefoxitina induz a producdo de PBP2a e t€ém provavelmente uma afinidade elevada para PBP2
estafilococica (DANCER, 2001).

2.2.1.2 Beta-lactamicos em associacio com inibidores de beta-lactamases

O acido clavulanico, sulbactam e o tazobactam sdo inibidores das beta-lactamases.
Possuem fraca atividade antibacteriana, no entanto protegem o antimicrobiano contra a
degradacdo por enzimas beta-lactamases e estende de forma efetiva seu espectro de agdo
antimicrobiana. Sd@o comumente utilizados em cepas resistentes a ampicilina e amoxicilina.
(MOTTIL 1990; SCHECHTER; MARANGONI, 1998).

2.2.1.3 Cefalosporinas

As cefalosporinas pertencem ao grupo dos antibidticos beta-lactamicos, como as
penicilinas. Em 1945 foram identificadas diversas substincias com atividade antibacteriana
produzidas pelo fungo Cephalosporium acremonium. Uma destas substancias, a cefalosporina C,
apresentava atividade sobre diversas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Por ser
resistente @ a¢do da penicilinase, seu uso em infeccdes estafilococicas foi sugerido, pois ja
naquela época a resisténcia deste microrganismo as penicilinas era um problema emergente
(LEITER, 2000).

A acdo destes antibidticos € a inibicao da ligacdo final do peptidoglicano, impedindo a
formacao da parede celular bacteriana. Desta forma, a bactéria ndo é capaz de manter sua forma
nem o equilibrio osmotico com o meio externo. Como agem sobre a formacdo da parede
bacteriana, as cefalosporinas sdo especialmente ativas em bactérias em fase de multiplicacdo
(BOOTH; MCDONALD, 1992).

A estrutura das cefalosporinas € baseada no acido aminocefalosporanico, enquanto que as
penicilinas sdo baseadas no acido penicilinanico. Esta diferenca estrutural, embora pequena, ¢
suficiente para impedir a acdo das penicilinases sobre as cefalosporinas. As diferengas em cadeias
laterais “R” deram origem as diferentes cefalosporinas e causam variagdes no espectro de agao
destes antibidticos (KOROIKOVAS; BURCKHALTER, 1998).

A resisténcia bacteriana as cefalosporinas pode ocorrer devido a diferengas estruturais
intrinsecas nas “PBPs” que sdo alvos deste farmaco. Outros mecanismos de resisténcia estdo
associados como desenvolvimento de “PBPs” com menor afinidade pelo antimicrobiano e
destrui¢dao enzimatica do anel beta-lactamico por enzimas beta-lactamases (ADAMS, 2003).

Segundo Spinosa e colaboradores (1999) as cefalosporinas sao classificadas por geracdes
de acordo com a atividade antimicrobiana. As cefalosporinas de primeira geragdo sao
caracterizadas por espectro de acdo antimicrobiano mais estreito, atuando predominantemente
sobre bactérias Gram-positivas, sdo ativas também contra estafilococos produtores de
penicilinase. As cefalosporinas de segunda geracdo sao menos ativas que as de primeira geragao
contra bactérias Gram-positivas, porém tem maior atividade contra bactérias entéricas Gram-
negativas. As cefalosporinas de terceira geracdo possuem o maior espectro de acdo contra
bactérias Gram-negativas, e possuem certa estabilidade na presenca de beta-lactamases, porém
s30 menos ativas em bactérias Gram-positivas. Ja as cefalosporinas de 4* geracdo reunem as
vantagens da 1* e 3* geracdo e apresentam boa atividade tanto sobre microrganismos Gram-
positivos quanto Gram- negativos (ADAMS, 2003).

Na mastite bovina, as cefalosporinas de primeira geracdo sdo as mais indicadas,
especialmente em mastite subclinica e no tratamento de vacas secas. Sua melhor atuagdo sobre
bactérias Gram-positivas, causadoras da maior parte das mastites subclinicas, garante-lhes um
lugar de destaque nestes casos. Associado a isto, as cefalosporinas sdo atoxicas e ndo irritantes,

8



persistindo em concentragdes uteis por no minimo 48 horas apos sua aplicagdo e sdo resistentes
as beta-lactamases produzidas por estafilococos (LOPEZ, 1996).

2.2.1.4 Carbapenemas

Os carbapenemas, meropenem € imipenem, representam os beta-lactdmicos com grande
espectro e poténcia antimicrobiana, € sdo os unicos carbapenémicos disponiveis para uso clinico
no Brasil, nos Estados Unidos e na Europa (EDWARDS; BETTS, 2000; PAIL 2001). O
meropenem apresenta atividade in vitro superior contra Gram-negativos enquanto que o
imipenem ¢ discretamente mais ativo contra Gram-positivos (EDWARDS; BETTS, 2000). Estes
antimicrobianos inibem a sintese da parede celular bacteriana, apos fixagdo as proteinas de
ligagdo a penicilina. E estavel a hidrolise pela maioria das classes de beta-lactamases, incluindo
as penicilinases, cefalosporinases e beta-lactamases. Os estafilococos resistentes a meticilina e os
enterococos sao resistentes aos carbapenemas, in vitro, devido a insensibilidade para o alvo das
PBPs (SADER; GALES, 2001).

Até o presente momento ndo foi relatado resisténcia cruzada com outras classes de
antimicrobianos. No entanto, os microrganismos podem apresentar resisténcia a mais do que
uma classe de agentes antibacterianos, quando o mecanismo ¢ impermeabilidade a alguns
compostos e/ou uma bomba de efluxo (PAI 2001; SADER; GALES, 2001).

2.2.2 Glicopepetideos

A vancomicina ¢ um glicopeptideo produzido por Streptococcus orientalis que foi
introduzida em 1958 para o tratamento clinico de infec¢des estafilocdcicas resistentes a oxacilina.
A partir do final de 1986, na Europa, ¢ 1988, nos Estados Unidos, a resisténcia clinicamente
significativa a vancomicina passou a ser identificada entre os enterococos. Neste momento,
infec¢des causadas por estafilococos com sensibilidade diminuida a vancomicina também foram
descritas.

Seu mecanismo de agdo ¢ a inibi¢do da sintese da parede celular bacteriana através da
ligacdo com elevada afinidade ao terminal D-alanil-D-alanina das unidades precursoras da parede
celular. Ocorre bloqueio da transglicosilagdo, mecanismo diferente do empregado pelos farmacos
beta-lactamicos, ndo sendo degradadas, portanto por beta-lactamases. Além disso, alteram a
permeabilidade da membrana celular bacteriana, além de serem capazes de inibir a sintese de
RNA (SCHECHTER; MARANGONI, 1998; HEIJENOORT, 2001).

O primeiro relato de S. aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina ocorreu em
1997, no Japao (HIRAMATSU et al., 1997). Posteriormente, novos casos de resisténcia foram
relatados em outros paises, inclusive no Brasil apds pacientes serem submetidos a terapia com
este antimicrobiano (SMITH et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2001; LOWY et al., 2003).

Até o momento foram identificadas duas formas de resisténcia a vancomicina em
Staphylococcus aureus: VISA (S. aureus com sensibilidade intermediaria a vancomicina) e
VRSA (S. aureus resistente a vancomicina). Os isolados VISA apresentam CIM entre 8 a 16
pg/mL e podem apresentar heteroresisténcia. Acredita-se que este fenotipo esteja associado a
exposicao ao agente antimicrobiano (WALSH; HOWE, 2002; COSGROVE et al., 2005) e com
mudancas na biossintese do peptidoglicano, onde nestes isolados a parede celular ¢ mais espessa
(LOWY, 2003), o que leva a exposi¢ao de maior quantidade de residuos D-alanil-D-alanina para
se ligar ao antimicrobiano. Desta forma a ligacdo da vancomicina na cadeia de peptidoglicano
atua impedindo que moléculas do antimicrobiano alcancem seu alvo na superficie da membrana
plasmatica para exercer sua inibi¢ao da sintese do peptidoglicano (CUI et al., 2006).



J& o segundo fenotipo de resisténcia foi atualmente reportado com CIM superior a 32
pg/mL (TENOVER et al., 2004) decorrente da substitui¢do do peptideo final do terminal D-
alanil-D-alanina para ao terminal D-alanil-D-lactato (LOWY, 2003). Desta forma, este novo
peptideo apresenta reduzida afinidade pela vancomicina. O mecanismo aparente deste fenotipo de
resisténcia estd relacionado a transferéncia do gene vanAd de Enterococcus faecalis para S.
aureus (LOWY, 2003).

2.2.3 Oxazolidona

A linezolida ¢ um farmaco promissor no tratamento de infecgdes por microrganismos
Gram-positivos multirresistentes. E uma oxazolidona que inibe a sintese protéica ao bloquear a
formacao do complexo de iniciagdo, se ligando na por¢ao 50S do ribossoma bacteriano (PERRY
et al., 2001). Segundo Jones e colaboradores (2006) a linezolida apresenta sensibilidade em quase
100% dos estafilococos, 99,4% dos estreptococos € em 96% dos enterococos.

2.2.4 Fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas (ciprofloxacina, enrofloxacina e norfloxacina) representam uma
classe de agentes antimicrobianos amplamente utilizados em medicina humana e veterinaria, no
tratamento de uma variedade de infecgdes bacterianas. Este fArmaco possui amplo espectro de
atividade, toxidade minima sobre eucariotos e facil penetragdo na maioria das células bacterianas
(BLONDEAU et al., 2003).

O mecanismo de a¢do das quinolonas ocorre por inibi¢do da atividade da enzima alvo,
DNA girase, uma toposisomerase [V, responsavel primariamente pela introducdo de um
superenovelamento negativo do DNA, na presenga de ATP. Estas alteragdes no estado topoldgico
do DNA desempenham fung¢des nos processos de replicagdo, transcri¢do, recombinacdo e
reparacdo celular (TAKENOUCHI et al. 1995, ZHANEL et al. 1995).

A resisténcia a este farmaco desenvolve-se como resultado de mutagdes espontaneas na
enzima topoisomerase IV ou DNA girase, ou por inducdo de bomba de efluxo de multiplos
antimicrobianos, denominados NorA, o qual promove o efluxo ativo de diversos compostos,
inclusive fluoroquinolonas (LOWY, 2003).

2.2.5 Macrolideos, lincosaminas e estreptograminas

Apesar dos macrolideos (azitromicina, eritromicina e claritromicina), lincosaminas
(clindamicina e lincomicina) e estreptograminas (dalfopristina e pristinamicina) (MLS)
pertencerem a diferentes classes de antimicrobianos, estes atuam na inibi¢do da sintese protéica
bacteriana devido a ligagdo a subunidade 50S dos ribossomas (MARIMOM et al., 2005). Estes
antimicrobianos sdo utilizados no tratamento de infec¢Oes estafilocdcicas. No entanto, nos
ultimos anos, tem se avaliado que algumas cepas de Stapylococcus spp. resistentes aos
macrolideos apresentam resisténcia cruzada com as lincosamidas e estreptograminas
(JORGENSEN et al., 2004).

A resisténcia a estes antimicrobianos geralmente envolve a expressdao de proteinas
especificas, que atuam como metilases do RNAr, subunidade 50S, ou parte do mecanismo, proton
dependente de efluxo do antibidtico através de membranas. Nessas circunstancias, as metilases
protegem os ribossomos bacterianos opondo-se diretamente, a acdo dos farmacos, enquanto que
as bombas de efluxo afastam o antimicrobiano da fisiologia microbiana (MARIMOM et al.,
2005), sendo denominada fendtipo MLSg. A expressao deste fenotipo pode ser induzivel ou
constitutiva e estd associada a presenga do gene erm. Na resisténcia induzivel os isolados sdo
resistentes somente aos macrolideos (FLUIT et al., 2001; LECLERQ; COURVALIN, 2003) ¢ a
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resisténcia a clindamicina € expressa apos a inducao com a eritromicina. Neste fenotipo observa-
se um achatamento do halo de inibigdo da clindamicina apos a adi¢ao dos discos de antibidticos
colocados a uma distancia de 18 mm. J4 na resisténcia constitutiva os isolados sdo resistentes aos
macrolideos, lincosaminas e estreptograminas. De acordo com o CLSI (2008), isolados de
Staphylococcus spp. com resisténcia indutiva a clindamicina devem ser reportados como
resistentes.

2.2.6 Aminoglicosideos

Aminoglicosideos como gentamicina, tobramicina, amicacina, estreptomicina sao
comumente usados para o tratamento de infec¢des por organismos Gram positivos € Gram
negativos. Na mastite bovina, a gentamicina apresenta um papel destacado no tratamento desta
infec¢do. Estes agentes se ligam aos ribossomos, interferindo na sintese protéica. A resisténcia
aos aminoglicosideos estd associada a modificagdes nos grupamentos amino ou nos grupos
hidroxila e com isso perdem a habilidade de se ligar ao ribossomo, nao inibindo a sintese protéica
(SHAW et al., 1993). Além das enzimas modificadoras de aminoglicosideo, sistema de efluxo e
mutacdes no rRNA tém sido descritos (YOU et al., 2000).

2.2.7 Tetraciclina

As tetraciclinas sdao bacteriostaticos de amplo espectro que atuam por inibi¢ao da sintese
de proteinas, bloqueando a unido de tRNA ao complexo ribossomico de mRNA. A unido
reversivel se produz na subunidade ribossomica 30S dos microrganismos sensiveis. Nao inibem a
sintese da parede celular bacteriana.

Os determinantes de resisténcia mais comuns dos estafilococos sdo as proteinas
codificadas pelos genes fet(M) e tet(O) que protegem os sitios de ligagdo das tetraciclinas aos
ribossomos bacterianos protegendo-os contra a ag¢do antimicrobiana deste farmaco. De forma
menos freqiiente, porém usual, um outro mecanismo de resisténcia as tetraciclinas pode ser
determinado pela expressdo de proteinas codificadas pelos genes tet(K) ou tet(L) que promovem
o bombeamento do antibidtico para fora das células (CHOPRA; ROBERTS, 2001; CULEBRAS
et al., 2002; ZENG et al., 2006). O gene de resisténcia tet(M) ¢ freqiientemente disseminado por
transposons conjugativos da familia Tn916, que também estdo envolvidos na disseminagdo de
genes do tipo erm que promovem a resisténcia a eritromicina (SALYERS et al.,1995; CHOPRA;
ROBERTS, 2001; CULEBRAS et al., 2002; ZENG et al., 20006).

2.3. Uso Indiscriminado de Antibioticos na Medicina Veterinaria

A descoberta dos antibidticos foi um grande avango para a aplicag@o terapéutica tanto na
medicina humana quanto na veterinaria, sendo importantes na reducdo da morbidade e
mortalidade por doengas infecciosas. No entanto, logo apds a introdugdo dos antibidticos no
tratamento médico em 1940, estes foram introduzidos em criagdes animais como profilaticos e
promotores de crescimento para melhorar a eficiéncia ou utilizagdo alimentar, sincronizar ou
controlar o ciclo reprodutivo, o desempenho no cruzamento e aumentar a aceitagdo do
consumidor ao produto final (OLIVEIRA, 2008). Os promotores de crescimento sdo substancias,
naturais ou sintéticas, ou organismos vivos, adicionados as ra¢des animais com os objetivos de
aumentar o ganho de peso, melhorar a eficiéncia alimentar e reprodutiva, bem como diminuir a
mortalidade (NICODEMO, 2001). Uma das possiveis razdes para explicar os efeitos de agentes
antimicrobianos sobre o desempenho animal seria tanto a redugdo dos efeitos de infecgdes
subclinicas sobre o crescimento. Outra possibilidade é que os promotores de crescimento tenham
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um impacto positivo sobre o sistema imune do hospedeiro, afetando hormonios, citocinas e
outros fatores relacionados a resposta imune (McEWEN; FEDORKA-CRAY, 2002).

O uso de antibiodticos na producdo animal ¢ considerado pela Organizacdo Mundial de
Satde um risco crescente para a saide humana, devido ao aumento da resisténcia antimicrobiana.
No entanto, a restri¢do do uso de antimicrobianos pode resultar em um aumento do aparecimento
de doencas infecciosas nos rebanhos, e como conseqiiéncia, produtos de qualidade sanitdria
inferior.

Na avicultura, a administragdo de certos antibidticos em pequenas concentragdes € de
forma continua a ragdo, proporciona aumento significativo do ganho de peso e melhor conversao
alimentar (MOTA et al., 2005). Segundo Young (1994), a adog¢do desse manejo ¢ relatada como
subterapéutico, pois a quantidade utilizada destes farmacos ¢ inferior aquela usada no tratamento
de doengas especificas, favorecendo o aparecimento de resisténcia antimicrobiana em bactérias
patogénicas e diminuindo assim a capacidade destes fArmacos no tratamento de infecgoes em
humanos e animais (MANIE, 1997).

Moreno e colaboradores (1990), avaliaram a presenca de residuos de antibidticos e
bactérias resistentes a antimicrobianos isolados de carne bovina e de frango e verificaram que a
tetraciclina estava presente em 23% das amostras. A estreptomicina, cloranfenicol e gentamicina
estavam presentes em 93%, 67% e 97%, das amostras de frango, respectivamente.

A resisténcia bacteriana pode ser transferida por diversos mecanismos, podendo
estabelecer-se entre microrganismos de uma mesma populacdo ou de diferentes populagdes,
como da microbiota animal para humana e vice-versa (AARESTRUP et al., 2001). O uso de
agentes antimicrobianos tanto em animais quanto no homem, determina o aumento da resisténcia
antimicrobina nos microrganismos de sua microbiota normal e bactérias patogénicas. Segundo
Hardy (2002) existem trés rotas possiveis para o desenvolvimento da resisténcia a antibidticos: as
bactérias se tornam resistentes no animal e sdo transferidas a humanos que consomem alimentos
crus ou parcialmente cozidos ou por meio de manipulacdo e preparo inadequado dos alimentos; a
resisténcia microbiana a antibidticos se desenvolve na populagdo bacteriana animal, que pode nao
ser patogénica ao homem, mas pode transferir essa resisténcia a bactérias humanas e residuos de
antibidticos no alimento dao oportunidade para bactérias humanas desenvolverem resisténcia.

2.3.1 Uso de Antimicrobianos em Bovinos

Em ruminantes, de modo geral, os antibidticos que nao atuam predominantemente sobre o
ramen, reduzem as infecgdes bacterianas intestinais preservando a integridade da mucosa
intestinal e permitindo melhor absor¢ao dos nutrientes, o que resulta em melhor desempenho. O
conceito de promotor de crescimento, neste caso, se confunde com o uso profilatico de
antibioticos, prevenindo a instalacao de patogenos (GEWEHR; LAWISCH, 2003).

No gado leiteiro, os antibioticos sdo usados para o tratamento principalmente de doengas
de bezerros e de vacas adultas. As principais doengas de bezerros que necessitam da prescrigao
de antibidticos sdo diarréias ¢ pneumonias enquanto que na vaca adulta, os principais usos de
antibacterianos sdo para tratamento de mastite, metrite, problemas de casco e lavagens uterinas
apos o parto. Segundo Brito e colaboradores (2000) e Costa e colaboradores (2000) a mastite €
considerada a doenca mais dispendiosa nas fazendas de gado leiteiro devido a enormes gastos
com veterinarios, descarte precoce dos animais, descarte de leite, redugdo na quantidade e
qualidade do leite e significa um risco potencial a satde publica, ja que promove a eliminagao de
patdgenos causadores de zoonoses e toxinas produzidas pelos microrganismos no leite.

O uso profilatico de antimicrobianos no final do periodo de lactacdo ¢ um componente
importante dos programas de controle de mastite. O antibidtico ¢ aplicado por via intramamaria
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no final do periodo de lactacdo, geralmente dois meses antes do parto, quando se interrompe o
processo de ordenha e se inicia a involu¢do do ubere. Apesar do amplo uso da antibioticoterapia
na secagem de vaca leiteira, ndo héa evidéncias de resisténcia associada ao tratamento (ERSKINE
et al., 2002).

Uma das maiores preocupacdes da comunidade cientifica ¢ que estes produtos utilizados
podem ser eliminados pelo leite e causar reacdes alérgicas, afetar culturas lacteas ou criar um
ambiente favoravel para a sele¢do de bactérias resistentes (NUNES; D’ANGELINO, 2007). Além
disso, o uso de medicamentos veterindrios no rebanho pode afetar o comércio internacional de
alimentos, pela presenga de residuos de medicamentos ou de seus metabolitos em produtos
carneos e leite (AERTS et al., 1995).

Paises desenvolvidos como os membros da Unido Européia, Estados Unidos e Canada
foram os paises que mais notificaram na Organizagdo Mundial do Comércio, as restricdes na
compra de determinados produtos que continham um nivel acima dos limites maximos de
residuos impostos pelos mesmos. A maioria dessas imposigdes muitas vezes torna o comércio
inviavel ou até restringe o acesso dos paises em desenvolvimento ao comércio internacional
(RIMAL et al., 2001).

A persisténcia de residuos antimicrobianos no leite varia com o produto e depende de uma
série de variaveis, tais como a dose, a via de administragdo, a solubilidade e o estado de satde do
animal (COSTA, 2002). A presenga de antibidticos no leite pode ser devido a adig¢do fraudulenta,
inibindo o crescimento bacteriano indesejdvel ou da aplicacdo de diferentes substincias
antimicrobianas no rebanho leiteiro, para prevencao ou tratamento de doengas, como infecgoes da
glandula mamaria e doengas do trato reprodutivo (FONSECA; SANTOS, 2000). Este fato tem
sido um dos maiores desafios para os 6rgaos responsaveis pela satide publica e para a industria de
alimentos. Antibidticos como a penicilina, aureomicina, terramicina, cloranfenicol e
estreptomicinas t€ém sua presenga no leite principalmente em conseqiiéncia dos tratamentos por
infusdo intramamaria para mastite e ainda, por adi¢des com propdsitos fraudulentos (OLIVEIRA,
2008), sendo o grupo dos beta-lactamicos os antibidticos mais administrados. Considerando-se a
alta porcentagem de pessoas alérgicas a penicilina e seu amplo uso em fazendas produtoras de
leite, os residuos de penicilina constituem a maior preocupacao com relagdo aos riscos oferecidos
aos humanos (FONSECA; SANTOS, 2000).

Antibioticos como cloranfenicol, a sulfometazina e os nitrofuranos possuem acao
carcinogénica (COSTA, 2002). Em humanos, o cloranfenicol pode causar efeitos colaterais
adversos como anemia aplasica e hipoplasica, granulocitopenias devido a sua acao sobre células
da medula 6ssea ap6s o uso de niveis terapéuticos ou profilaticos (BOOTH, 1992).

A tetraciclina, fairmaco utilizada na dgua do rebanho, ao se ligar ao célcio pode resultar na
inibi¢do do desenvolvimento dos dentes e do crescimento dsseo, podendo os dentes tornar-se
descorados (BOOTH, 1992).

Diante deste quadro ¢ necessario que o abuso de medicamentos veterinarios, seus residuos
e derivados metabolicos do leite, sejam monitorados freqiientemente, especialmente nos paises
onde seu emprego ndo ¢ controlado rigorosamente. Deste modo, a producdo de leite de alta
qualidade e seus derivados, sem residuos de antibioticos, ¢ de grande importancia para os
produtores, levando em conta diversos prejuizos e penalidades por causa da rejeigdo deste
alimento contaminado que ultrapassa os valores acima dos niveis de tolerdncia (CORASSIN;
OLIVEIRA, 2000; NASCIMENTO et al., 2001).

Brito (2003) relata o isolamento de Staphylococcus aureus e espécies de Staphylococcus
coagulase negativo resistentes aos antibidticos a partir de diferentes tipos de queijos preparados
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de leite cru e de produtos preparados de carne crua. As resisténcias mais freqiientes e
caracterizadas foram para cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina e lincomicina.

2.3.2 Mastite Bovina

A mastite bovina ¢ considerada a doenca que acarreta os maiores prejuizos economicos a
producdo leiteira, pela redu¢do da quantidade e pelo comprometimento da qualidade do leite
produzido, ou at¢ mesmo pela perda total da capacidade secretora da glandula mamaria.
Caracteriza-se por uma inflamag¢ao da glandula mamaria cuja etiologia pode ser de origem toxica,
traumatica, alérgica, metabolica e infecciosa, sendo esta ultima a mais freqiiente, podendo ser
classificada como clinica ou subclinica. A mastite clinica apresenta sinais evidentes de
inflama¢do como edema, aumento de temperatura, endurecimento, dor e pus, além de alteragdao
das caracteristicas do leite como a presenca de grumos (FONSECA; SANTOS, 2000). Na forma
subclinica ndo se observam alteragdes macroscopicas de inflamagdo do ubere e sim alteragdes na
composic¢ao do leite, tais como aumento no nimero de células somaticas e dos teores de cloro e
sodio, além da diminui¢do nos teores de caseina, lactose e gordura. A reducdo na produgdo do
leite ¢ decorrente as alteragdes nas cé€lulas epiteliais secretoras e na permeabilidade do alvéolo
secretor durante a infeccdo (FONSECA; SANTOS, 2000; COSTA et al., 2000).

Os patogenos causadores da mastite t€ém sido classificados em 2 grupos diferentes:
contagiosos ¢ ambientais. Os chamados contagiosos necessitam do animal para a sobrevivéncia
na glandula mamaria e sdo transmitidos de uma vaca infectada ou quarto mamario infectado para
uma vaca sadia ou quarto sadio, principalmente durante a ordenha. Os patégenos ambientais sao
oportunistas, estdo presentes no ambiente em que o animal vive e a infec¢do pode ocorrer no
periodo de lactagdo ou no periodo seco (COSTA, 1998; SOMMERHAUSER et al., 2003).

As infecgdes intramamarias sdo freqiientes em bovinos leiteiros, sendo responsaveis por
grandes prejuizos a pecudria leiteira, pois além da redug@o na producdo de leite ha gastos com
medicamentos e assisténcia veterinaria, descarte de leite contaminado apds tratamento e descarte
precoce de animais doentes (COSTA et al., 1998; FONSECA; SANTOS, 2000; REIS, 2005).
Além disso, as mastites adquirem importancia para a satde publica pela possibilidade de
veiculagdo de microrganismos, toxinas e residuos de antimicrobianos no leite (COSTA, 1998).

Dentre os patogenos contagiosos, Staphylococcus spp. € o mais freqiiente nos casos de
mastite bovina (TOLLERSRUD et al., 2000; ZSCHOCK et al., 2000). Possui varios fatores de
viruléncia que contribuem para sua persisténcia no tecido mamario e, embora medidas
preventivas que visam o controle das mastites sejam amplamente praticadas, as mastites causadas
por este patégeno ainda sdo bastante comuns (SANTOS et al., 2006). Este microrganismo além
de ser responsavel por grandes prejuizos a pecudria leiteira apresenta resisténcia a diversos
antibioticos utilizados rotineiramente no tratamento desta doenca, sendo desta forma, de grande
importancia o isolamento e identificacdo desse agente em laboratorios e a andlise in vitro da
sensibilidade antimicrobiana para um melhor controle através de terapéutica adequada. Os
estafilococos sdo disseminados principalmente pelas maos dos ordenhadores e equipamentos de
ordenha, geralmente contaminados a partir do leite de animais infectados. Este microrganismo ¢
dificilmente eliminado dos rebanhos, no entanto pode ser controlado através da adogdo de
procedimentos higiénicos como a desinfeccao das tetas apos a ordenha e o tratamento da vaca ao
final da lactacdo com antibioticos adequados para o periodo seco (ZECCONI; HAHN, 2000).

No Brasil, estima-se que em funcao do alto indice de mastite nos rebanhos (20 a 38%),
possa ocorrer perda de producdo entre 12 e 15%, o que significa um total de 2,8 bilhdes de
litros/ano em relagdo a producao anual de 20 bilhdes de litros (FONSECA; SANTOS, 2000).
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O diagnostico da mastite clinica é realizado a partir da observacdo dos sinais de
inflamagdo e das alteragdes macroscopicas no leite, através do uso da caneca de fundo preto ou
telada (BRITO et al., 2002a).

A mastite subclinica pode ser diagnosticada pelo "California Mastitis Test" (CMT), o qual
detecta a “Contagem de Células Somaticas” (CCS) no leite, uma vez que tanto o ubere quanto o
leite estardo aparentemente normais. As células somaticas sdo, normalmente, células de defesa
(leucocitos) do organismo que migram do sangue para o interior da glandula mamaria com o
objetivo de combater agentes agressores (SHALLIBAUM, 2001). O CMT ¢ usado mundialmente
para o diagnostico da mastite subclinica, tendo a vantagem de poder ser empregado no proprio
rebanho, no momento em que os animais sdo ordenhados além de ser um método de facil
aplicacao e baixo custo (BRITO et al., 2002a). Consiste na coleta de leite dos quartos mamarios,
individualmente, em uma bandeja apropriada, adicionando-se um detergente anidnico neutro, o
qual atua rompendo a membrana dos leucocitos e liberando o material nucléico (DNA), que
apresenta alta viscosidade. De acordo com a intensidade da reacao classifica-se em: negativa (0),
reacao leve (+), moderada (++) e intensa (+++) (FONSECA; SANTOS, 2000; BRITO et al.,
2002a).

Apo6s a realizacio do CMT o diagndstico da mastite subclinica deve ser confirmada
através do crescimento microbiano. O exame bacteriologico do leite, obtido em um unico quarto
ou em todos os quartos mamarios ¢ o procedimento para estabelecer se o ubere esta infectado.
Trata-se de um teste decisivo, porém caro ¢ demorado, sendo pouco aplicavel a rebanhos com
grande numero de animais. No entanto, ¢ considerado o método padrdo para a determinacdo da
satde do ubere e para o diagnostico da mastite bovina, sendo que o seu principal objetivo €
oferecer um resultado seguro ao veterinario, para que ele possa identificar os problemas do
rebanho. Deste modo, medidas especificas de controle direcionadas para o ambiente ou para uma
melhor higienizacdo da ordenha, podem ser indicadas de acordo com o padrdo de infec¢do
encontrado (BRITO et al., 2002b) uma vez que a mastite subclinica apresenta grande
importancia epidemiologica, pois pode disseminar-se silenciosamente pelo rebanho sem que
sejam percebidas alteracdes macroscopicas do ubere e do leite. O conhecimento da cadeia
epidemiolédgica de qualquer enfermidade € passo fundamental para que sejam aplicadas medidas
ideais de profilaxia e controle de uma doenga (AMARAL, 2003).

Segundo Brito (2003) a mastite ainda ¢ uma doenga ndo passivel de erradicacdo, e deste
modo, medidas profilaticas devem ser realizadas para manter a prevaléncia da mastite o mais
baixo possivel. Magalhdes (2006) ressalta que a mastite ¢ o resultado final da interacdo entre
diferentes fatores como a higiene do ambiente, responsavel pela concentragdo de microrganismos
ao qual a vaca estd exposta, o estresse que o animal ¢ submetido, as diferentes espécies de
microrganismos e seus fatores de viruléncia, as estratégias de manejo, incluindo a alimentagdo e
funcionamento dos equipamentos de ordenha, além dos procedimentos da ordenha com énfase na
higienizagdo associado a conscientizagdo dos funcionarios.

Os programas de controle e prevencdo da mastite t€m por objetivo limitar a prevaléncia
das infecgdes e por conseqiiéncia diminuir os impactos econdmicos na atividade leiteira. Um bom
programa de controle deve ter como metas erradicar a mastite contagiosa, manter baixos os
indices de mastite ambiental, manter CCS abaixo de 200.000/mL/leite e possuir 85% das vacas
livres da mastite subclinica. Para alcancar estas metas € necessario atuar sobre a fonte da
infecgdo, detectando corretamente as vacas com mastite clinica e subclinica, tratando-as
corretamente, e eliminar os animais com infecgoes cronicas (RUPP, 2000; BRITO et al., 2002a).

Em qualquer programa de controle uma atengdo especial deve ser dada ao treinamento e
capacitacao da mao-de-obra. As recomendacdes contidas nos programas sao geralmente reunidas
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sob titulos como “procedimentos adequados de ordenha” ou “boas praticas agropecudrias”, que
abrangem cuidados que vao além dos procedimentos comuns de ordenha (BRITO et al., 2002a).
Seguem-se abaixo pontos importantes que devem ser enfatizados em um bom programa de
controle e prevengdo da mastite:

- Mao de obra especializada: para o estabelecimento de um programa de controle eficiente da
mastite ¢ essencial o treinamento dos ordenhadores sobre os principios de higiene, fisiologia da
lactagdo, funcionamento ¢ manutencao dos equipamentos de ordenha (BRITO et al., 2002a).

- Adequacdo do ambiente: a manutencdo dos animais em ambiente higi€nico, seco e confortavel
visa em primeiro plano minimizar os problemas relativos as mastites ambientais, porém
indiretamente tem reflexos na mastite contagiosa (AMARAL et al., 2003).

- Preparag@o do ubere para a ordenha: este procedimento visa a lavagem dos tetos para posterior
realizacdo do “pré-dipping”. Este procedimento consiste em lavar as tetas com agua e usar
desinfetante sanitizante aprovado. Um contato de 30 segundos do desinfetante com as tetas deve
ser realizado para permitir sua atuacdo. Em seguida as tetas sdo secadas cuidadosamente com
papel toalha descartaveis para evitar a contaminacdo do leite com residuos do desinfetante
(OLIVEIRA et al., 1999; BRITO et al., 2002a; MAGALHAES, 2006).

- Desinfeccdo do Ubere pds-ordenha: permite evitar a dissemina¢do dos microrganismos no
rebanho e prevenir a mastite subclinica. O desinfetante deve ser aplicado imediatamente apds a
retirada dos insufladores. A imersdo dos tetos deve ser total, utilizando-se frascos de imersao, nao
permitindo o retorno do produto (BRITO et al., 2002a; DIAS, 2007).

- Higienizagdo e manuten¢do dos equipamentos de ordenha: a limpeza do equipamento € tdo
importante quanto o manejo e higiene da ordenha, sendo fundamental para a qualidade do leite
(BRITO et al., 2002a; DIAS, 2007).

- Terapia da vaca seca: o tratamento de todas as vacas ao final da lactacdo ¢ um dos
procedimentos eficientes para controle da mastite subclinica e tem os objetivos de eliminar as
infeccdes subclinicas existentes e prevenir as infecgdes de ocorréncia comum ao inicio do
periodo seco (OLIVEIRA et al., 1999; RUPP, 2000).

Apesar do controle da mastite ser fundamentado na adocdo de medidas higiénico-
sanitarias, a antibioticoterapia pode exercer um importante papel especialmente se considerada a
possibilidade da reducdo das infec¢des intramamarias e, a conseqiliente eliminagdo das provaveis
fontes de infeccao (ERSKINE et al.,1993).

A eficécia clinica de um antimicrobiano no tratamento da mastite depende de fatores
como variacdes na resposta individual e do rebanho, o tipo de microrganismo envolvido, a
localizacao dos sitios infectados, o grau de endurecimento da glandula mamaria e a duracao da
infecgdo. No entanto, as falhas terap€uticas podem ocorrer em decorréncia da distribui¢ao
inadequada do farmaco pelos fluidos e tecidos do organismo, o baixo grau de ionizag¢do no leite
com pH normal ou alterado, o efeito negativo de sua a¢do nos mecanismos de defesa do
organismo, a localiza¢do do foco infeccioso e a baixa sensibilidade do microrganismo frente ao
farmaco (AMARAL et al., 2003; MAGALHAES et al., 2006), sendo, a resisténcia microbiana o
principal motivo da ineficiéncia terapéutica na mastite.

Tradicionalmente utiliza-se a via de administracdo intramamdria de agentes
antimicrobianos para o tratamento de mastite clinica ou subclinica, a qual permite aplicagdes de
pequenas quantidades de agentes antimicrobianos diretamente no local da infec¢do. Os produtos
usados em vacas lactantes sdo geralmente projetados para a rapida eliminagdo e para a reducao
das restrigdes de suspensdao do uso do leite (RADOSTITS et al., 2000). Antibidticos como
gentamicina, tetraciclina e enrofloxacina tém sido amplamente utilizados no tratamento da
mastite bovina, sendo este ultimo fairmaco de uso exclusivo na Medicina Veterinaria.
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Um aspecto importante da terapia ¢ a exata identificagdo positiva do animal que esta
sendo tratado e o registro de informagdes de relevancia clinica e laboratorial como a identificacao
da vaca, quartos acometidos, data do evento da mastite, nimero de lactag¢des, identificagdo do
patdgeno, tratamento empregado, incluindo dose, via e duracao (BRITO e al., 2002a).

2.4. Fatores de viruléncia de Staphylococcus spp. coagulase-negativos

Segundo Oliveira et al. (2006) o género Staphylococcus apresenta grande versatilidade de
estratégias de patogenicidade, fatores de viruléncia e capacidade de sobrevivéncia e multiplicagdao
em uma diversidade de ambientes. O repertorio genético desta bactéria para adaptacdo a
mudancas e ambientes hostis, foi demonstrado pelo surgimento de cepas que manifestaram
mecanismos de resisténcia a todos os antimicrobianos logo apds a introducdo destes fArmacos na
pratica clinica. Algumas espécies produzem enzimas e toxinas como a coagulase, hialuronidase,
enterotoxinas, toxinas, hemolisinas e leucocidinas.

2.4.1 Formacao de biofilme

Os primeiros relatos sobre a formagao de biofilme datam do século XVII, quando Antoine
van Leeuwenhoek observou, ao microscopio, minusculas particulas aderidas ao dente
(MAESTRE; VERA, 2004). No entanto, o estudo da producao do biofilme (“slime”) iniciou-se
quando Baird-Parker notou a producdo de um material mucoide por varios isolados de
Staphylococcus spp. coagulase-negativos (CHRISTENSEN et al., 1994) e o termo “slime” foi
descrito por Jones em 1963. Somente em 1978, Costerton et al. (1995) langcaram a teoria da
producao de “slime”, explicando os mecanismos pelos quais os organismos se aderem a materiais
vivos e inanimados e os beneficios que resultam deste nicho ecoldgico. Hoje, o termo “slime”,
por alguns autores, ¢ descrito como biofilme, composto por produtos bacterianos e do hospedeiro,
de diferente composi¢ao quimica (ARCIOLA et al., 2001; GELOSIA et al., 2001).

A presenca desta substancia mucodide foi observada por Bayston; Penny (1972) em
Staphylococcus epidermidis isolado de valvulas infectadas utilizadas para o tratamento de
hidrocefalia, demonstrando a importdncia deste material na patogénese das infecgdes
(CHRISTENSEN et al., 1994; FREEMAN et al., 1989; HEINZELMANN et al., 1997).

Embora os ECN sejam relatados como patdogenos oportunistas, a patogenia das infecgdes
causadas por estas bactérias ¢ complexa e multifatorial, sendo véarios os fatores de viruléncia
envolvidos nas infecgdes por estes microrganismos. O grande sucesso deste grupo bacteriano esta
relacionado a sua habilidade em se aderir e permanecer em superficies inertes ou vivas, sob uma
cobertura protetora de um material extracelular que forma, junto ao aglomerado de células
bacterianas, o biofilme.

Os Staphylococcus spp. sdo importantes agentes etioldgicos que causam infecgdes
intramamarias no rebanho leiteiro e estdo associados a varias formas de mastite clinica e
subclinica. A aderéncia destes microrganismos ao epitélio da glandula mamaria ¢ considerada o
primeiro ponto critico na patogenia da mastite. A maioria dos Staphylococcus spp. coagulase-
negativos associados ao quadro de mastite ¢ produtora de “slime” o que auxilia na aderéncia e
coloniza¢do dos microrganismos no epitélio da glandula mamaria (BASELGA et al., 1993;
AGUILAR et al, 2001). Algumas cepas produtoras de ‘“slime” apresentam significativa
capacidade de colonizagdo quando comparadas as cepas nao produtoras (AGUILAR et al., 2001).
A habilidade de Staphylococcus spp. em formar “slime” auxilia no processo de sobrevivéncia
bacteriana em ambientes hostis dentro do hospedeiro e ¢ considerado um fator responsavel pelas
infecgOes cronicas e persistentes. Associado a isto, outro fator importante da producdo do
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“slime” ¢ a aderéncia dos estafilococos aos bocais das ordenhadeiras, o que favorece sua
colonizagdo nas superficies plasticas, que ¢ controlada por interagdes hidrofobicas entre as
bactérias e estas superficies.

Além da habilidade dos Staphylococcus spp. produzirem biofilmes ser um dos fatores de
viruléncia para a mastite, os biofilmes também sdao uns dos problemas em relagdo ao tratamento
das infec¢des por permitir que microrganismos fiquem protegidos da a¢do de antimicrobianos e
da fagocitose pelo sistema imune, o que torna a mastite subclinica persistente
(POMPERMAYER; GAYLARDE, 2000; AGUILAR et al., 2001).

A produgdo do biofilme ¢ regulado pelo quorum sensing, nome dado ao mecanismo de
comunicagao bacteriana sobre a densidade populacional de células no meio em que se encontra.
O efeito quorum sensing € conseguido pela pela bactéria através da comunicacdo entre células
presentes no mesmo ambiente, por meio de moléculas secretadas por uma célula e detectadas
por outras. A expressao deste agrupamento bacteriano € regulado por fatores do meio ambiente e
tem sido demonstrado in vitro por S. epidermidis e in vivo por S. aureus. Em Staphylococcus
spp. O sistema quorum-sensing permite a comunicagdo célula-a-célula e a regulacdo de
numerosos fatores de viruléncia e colonizagdo (JEFFERSON et al., 2004). O sistema regulador
do gene acessorio (agr) de Staphylococcus spp. tem designado um papel central na
patogenicidade de Staphylococcus, particularmente de S. aureus. Este sistema diminui a
expressao de diversas proteinas de superficie celular e aumenta a expressao de muitos fatores de
viruléncia secretados na transmissao do crescimento exponencial tardio para a fase estacionaria in
vitro. A literatura relata que o fendtipo agr e os modelos de expressdo podem influenciar em
diversos aspectos o comportamento do biofilme, incluindo aderéncia de células a superficies,
distribui¢do do biofilme e ainda a natureza cronica de muitas infecgdes associadas aos biofilmes
(MORALES et al., 2004).

A habilidade dos Staphylococcus spp. se aderirem a superficie do epitélio tem sido
associada a produgdo de biofilmes, composto de multicamadas de células embebidas em uma
matriz. Os biofilmes sdo agregados de microrganismos embebidos em uma matriz polimérica e
aderidos a uma superficie solida, formando uma estrutura porosa e altamente hidratada contendo
exopolissacarideos e pequenos canais, abertos por entre micro colonias. Este tipo de organizagao
¢ extremamente vantajosa a todas as espécies de microrganismos por fornecer protecdo contra
adversidades como desidratagdo, colonizagdo por bacteridfagos e resisténcia a antimicrobianos
(AGUILAR et al., 2001; COSTERTON et al., 2003).

O processo da formag¢do do biofilme depende também do tipo de microrganismo, da
composicdo da superficie e das influéncias do meio ambiente. A adesdo inicial da bactéria
depende das interagdes da bactéria com a superficie do material, incluindo as forgas de van der
Waals, interacdes eletrostaticas e hidrofobicas. O primeiro estagio da colonizagdo, a
exposicao ou fase de chegada ¢ importante na determinagdo da infec¢do por microrganismos e €
reversivel (CHRISTENSEN et al., 1994; MORALES et al., 2004). A aderéncia inicial ¢
promovida pela presenga de sitios unicos existentes na superficie do material e variagdes
hidrofobicas, irregularidades superficiais e a presenca de proteinas plasmaticas adsorvidas na
superficie do material (camada condicionante) e o acumulo deste material formam camadas
dando origem ao biofilme. Uma vez as células bacterianas aderidas a superficie do material de
implante, servem de sinal ou de alvo para receptores bacterianos especificos se ligarem
(CHRISTENSEN et al., 1994, GELOSIA et al., 2001). O segundo estagio ou fase de
imobilizagdo ¢ acompanhado pela multiplicacdo local dos Staphylococcus spp. coagulase-
negativos com a formacao de um crescimento superficial aderente protegido por uma camada de
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polissacarideo extracelular denominada de “slime” (GELOSIA et al., 2001; HUSSAIN et al.,
2001; ALCARAZ et al., 2003; MORALES et al., 2004).

A composi¢ao dos biofilmes ¢ heterogénea, devido a presenca do grande nimero de
diferentes microrganismos com varias propriedades fisiologicas e metabolicas (MARQUES,
2005).

A proliferacdao das células para aderir e formar o biofilme ¢ mediada pela produgdo do
adesina intercelular polissacaridica (PIA) ou poli-N-succinil-1,6-glucosamina. O PIA ¢ localizado
na superficie celular mediado por produtos do gene cromossdmico ica (adesdo intercelular) e
corresponde a quatro genes de adesdo intercelular, icad, icaD, icaB e icaC, e um gene regulador,
icaR organizados em uma estrutura de operon, envolvidos na producdo deste polissacarideo e
codificam quatro proteinas que sdo necessarias para a sintese do PIA que sdo, icaA, icaD, icaB e
icaC (ARCIOLA et al., 2001; JOHANNES et al., 2001; CONLON et al., 2002; CAFISO et al.,
2004; FITZGERALD et al., 2005).

O gene icaAd representa atividade catalitica N-acetilglicosaminatransferase e que sozinho
tem baixa atividade de transferase mas, quando ¢ co-expresso com o gene icalD apresenta
atividade total sintetizando residuos longos de 10-20 oligomeros de 1,6-N-acetil glicosamina
(GALDBART et al., 2000; DOBINSKY et al., 2002; GOTZ, 2002). O gene icaB codifica uma
proteina que catalisa reacdes de diacetilacdo durante a biossintese do PIA. O icaC sintetiza
longos oligdbmeros, no entanto, ndo possui atividade bem definida, sua fung¢do provavelmente esta
associada ao transporte transmembrana, ndo tendo atividade essencial para a sintese do PIA
(DOBINSKY et al. , 2002; GOTZ, 2002).

Além do polissacarideo intercelular, um polissacarideo especifico de alto peso molecular
que apresenta a mesma funcao da capsula bacteriana e intervém na aderéncia inicial da bactéria
na superficie do polimero ¢ chamado de polissacarideo capsular/adesina (PS/A) (ARCIOLA et
al., 2001; GOTZ, 2002). Este polissacarideo ¢ descrito como componente da superficie celular e
da camada do biofilme protegendo a bactéria das defesas do hospedeiro e da fagocitose e esta
envolvido no primeiro passo da adesdo primaria, acompanhada da proliferacao das células em
grupamentos multicamadas (ARCIOLA et al., 2001; GERKE et al., 1998).

O “slime” potencializa a patogenicidade dos estafilococos permitindo-lhes resistir aos
mecanismos de defesa do hospedeiro ou fazendo-os menos sensiveis aos agentes antimicrobianos
(POMPERMAYER; GAYLARDE, 2000). Entre os mecanismos responsaveis por essa resisténcia
estdo a barreira de difusdo fisica e quimica formada pela matriz exopolissacaridica que dificulta a
penetragdo dos antimicrobianos, a existéncia de microambientes que antagonizem a agdo do
antibidtico, a ativacao de respostas de estresse que provocam mudangas na fisiologia bacteriana e
o crescimento estavel e mais lento desses microrganismos devido a limitagdo de nutrientes. Além
disso, as bactérias que formam o biofilme estdo em estdgio de laténcia, onde a atividade
metabolica e multiplicagdo sdo baixas. Desta forma, a célula bacteriana perde os alvos para
ligagdo com antibioticos, tornando-se, portanto, resistentes a estes (MAH; O'TOOLE, 2001).

Ao avaliar quadros de sepse associada ao uso de cateter, Christensen et al. (1982; 1985)
observaram que cepas de Staphylococcus spp. coagulase-negativos isoladas de casos clinicos,
quando inoculadas em tubos de plésticos contendo caldo tripticase de soja, cobriam a parede do
tubo com uma espessa camada viscosa observada apds coloragao, formando um filme residual de
bactéria denominada de “slime”. Com o intuito de quantificar esta aderéncia, o método foi
substituido por placas de poliestireno de micro-pogos em U ¢ a leitura medida por densidade
optica com um espectrofotometro automatico do filme aderente corado.

Outros métodos de detecgdo, como a detecgdo qualitativa desta formacgao foi descrita por
Freeman et al. (1989), utilizando o 4gar vermelho Congo, onde os isolados “slime” positivos
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formam colonias negras e os “slime” negativos formam colonias vermelhas (ARCIOLA et al.,
2001; GOTZ, 2002).

2.4.2. Propriedades hemoliticas (genes hla e hlb)

Os Staphylococcus spp. produzem quatro classes de hemolisinas, também chamadas de
citotoxinas, que incluem a- hemolisina, f-hemolisina, y- hemolisina e 6- hemolisina (PREVOST
et al., 1995; CUNHA et al., 1998; NISHIYAMA et al., 2002; LIASSINE et al., 2004). A acao
destas hemolisinas pode auxiliar no poder invasivo das bactérias (SAKO; TSUCHIDA, et al.,
1983).

2.4.2.1 Alfa hemolisina

A a- hemolisina ¢ uma toxina citolitica cuja fun¢do estd relacionada com a formagdo de
poros em membranas celulares. E toxica a varias células de mamiferos, sendo hemolitica para
eritrocitos de carneiro, dermonecrética € neurotoxica. Os mondmeros da o-toxina atacam as
membranas celulares e formam hexdmeros ou heptdmeros, originando a formagdo do poro
(BHAKDI et al., 1991). Estes poros induzem a liberacao de 6xido nitrico pelas células endoteliais
causando apoptose em linfocitos (JONAS et al., 1994). Além deste fator, a formacdo de poros
leva a célula ao desequilibrio osmotico devido a perda de ions (BHAKDI et al., 1991). Sua
capacidade em lisar eritrocitos € varidvel de acordo com o tipo de hospedeiro. No entanto, em
células humanas o efeito citopatogénico nao estd associado a hemolise. O principal efeito da o-
toxina ¢ o dano celular endotelial e a ativagdo de plaquetas, levando ao comprometimento da
microcirculagdo. A toxina age também nas membranas, induzindo a producao de prostaglandinas
que resulta em vasoconstri¢do, em aumento de permeabilidade capilar e em edema. Além disso,
esta hemolisina pode também ativar endonucleases celulares, precipitando a morte da célula
(LTASSINE et al., 2004).

O gene codificador para a a-toxina ¢ o gene hla, que foi clonado e seqiienciado em 1983
(SAKO; TSUCHIDA, et al., 1983) e esta sob controle do gene regulador agr, sendo produzida
na fase estacionaria do crescimento bacteriano. Encontrada principalmente em Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus lugdunensis e
Staphylococcus warneri (CUNHA et al., 1998).

2.4.2.2 Beta hemolisina

A beta-toxina ou esfingomielinase C foi identificada em 1935, a partir de linhagens de
Staphylococcus aureus e clonada e seqiienciada por Projan em 1989 (PROJAN et al.,1997).
Atualmente ja foi isolada e seqiienciada em Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus haemolyticus e Staphylococcus lugdunensis (LIASSINE et al., 2005). Esta
toxina estd localizada no fragmento de DNA cromossémico Cla I de 4Kb e ¢ codificada pelo
gene h/b. Sua sintese ocorre na fase exponencial do crescimento bacteriano.

A beta-hemolisina, diferentemente de outras toxinas citoliticas, ¢ uma enzima que
apresenta atividade de esfingomielinase e destr6i membranas celulares ricas em esfingomielina,
sendo toxica para varios tipos celulares tais como hemacias, leucocitos, plaquetas, fibroblastos e
macrofagos. As diferencas na suscetibilidade dos eritrocitos a beta-hemolisina podem ser
explicadas pela quantidade de esfingomielina presente nos diferentes eritrocitos. No entanto, seu
papel patogénico em infecgdes humanas ¢ desconhecido (NISHIYAMA et al., 2002).
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2.4.2.3 Delta hemolisina

A d-toxina ¢ um peptideo contendo 26 aminoacidos que potencializa a acdo da beta-
hemolisina in vitro, aumentando suas propriedades hemoliticas (RUZIKOVA, 2008). Segundo
Christie e Graydon (1941) (apud WILLIAMS; HARPER, 2005) algumas cepas estafilococicas
sdao capazes de produzir uma area definida de hemolise completa quando inoculados dentro da
zona de efeito beta hemolitico produzido por outros estafilococos. Este método foi denominado
ensaio sinérgico hemolitico (SHA) e ¢ devido a acdo combinada da beta e delta citolisina que
pode ser avaliada em meios de agar contendo eritrdcitos ovinos, bovinos, humanos e eqiiinos.
Como a alfa citolisina ndo tem efeito sobre eritrocitos humanos e eqiiinos, € a beta e gama
citolisina apresentam pouco ou nenhum efeito sobre eritrocitos de eqiiinos se deduz que o SHA
observado ¢ devido a delta toxina e deve ser observado principalmente em sangue de ovino
(HEBERT; HANCOCK,1985).

A $-toxina atua em membranas celulares formando poros em células de mamiferos. E
codificada pelo gene 4ld que estad sob o controle de um sistema de genes reguladores denominado
de agr. A fungdo precisa da o-toxina em doenca humana ainda ndo ¢ clara tendo, porém, uma
grande variedade de efeitos citoliticos em vdrios tipos celulares, como os eritrdcitos, pela
formacao de poros na membrana citoplasmatica (BOHACH et al., 1997; CUNHA, 1998).

Esta toxina também estd associada na estimulacdo da linfocitose e a produgdo de
imunoglobulinas. Em recém-nascidos tem sido implicada na etiologia de enterocolite necrozante
em associagdo com ECN. A d-toxina tem sido detectada em isolados de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus  epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus lugdunensis,
Staphylococcus hominis, Staphylococcus simulans e Staphylococcus warneri (BOHACH et al.,
1997; CUNHA, 1998).

2.4.2.4 Gama hemolisina
Esta toxina, também chamadas de Ileucotoxina, ¢ toxica para neutréfilos
polimorfonucleares, monocitos € macrofagos (LIASSINE et al., 2004).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral:

Avaliar a presenca de espécies de Staphylococcus spp. coagulase-negativos em amostras
de leite positivas para o CMT em bovinos de rebanhos leiteiros, assim como seus fatores de
viruléncia e perfil de suscetibilidade antimicrobiana.

3.2. Objetivos especificos:

- Caracterizar fenotipicamente as espécies de estafilococos coagulase-negativos isoladas de leite
de vacas que apresentaram quadros de mastite clinica/subclinica através de testes de campo;

- Avaliar a suscetibilidade fenotipica dos estafilococos coagulase-negativos aos antibidticos de
eleicdo;

- Detectar a sua resisténcia a oxacilina através de diferentes provas e através da producao de beta-
lactamases;

- Amplificar os genes de resisténcia a oxacilina: mecA, mecR1 e mecl em todos os isolados;

- Amplificar os genes de resisténcia aos beta-lactdmicos pela produgdo de beta-lactamases: blaZ,
blal e blaR1.

- Detectar através de provas fenotipicas os fatores de viruléncia: “slime”, hemolisinas e
sinergismo hemolitico em todos os Staphylococcus spp. coagulase-negativos;

- Amplificar os genes de viruléncia hla e hlb (alfa e beta hemolisinas, respectivamente) e icad e
icaD (“slime”) em todos os isolados;

- Estabelecer perfis bacterianos utilizando como base os parametros avaliados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Origem das amostras de leite

Foram avaliadas 150 amostras de leite de vacas, pertencentes a 10 propriedades situadas
em cidades pertencentes ou adjacentes a regiao Sul Fluminense do Rio de Janeiro (tabela 1).

Tabela 1. Quantidade de amostras de leite de vacas com mastite subclinica de diferentes
propriedades situadas em cidades do Estado do Rio de Janeiro.

Identificacido da propriedade Cidade Nimero de amostras

1 Seropédica 50
2 Resende 15
3 Barra Mansa 14
4 Resende 12
5 Resende 11
6 Barra Mansa 10
7 Barra Mansa 10
8 Barra Mansa 10
9 Barra Mansa 10
10 Resende 8

Total 150

ApOs a coleta por veterinarios colaboradores que atuam na assisténcia aos produtores, as
amostras de leite foram enviadas ao Laboratorio de Bacteriologia Veterinaria, situado no Instituto
de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Os veterinarios foram instruidos
a realizar o “California Mastitis Test” imediatamente antes da ordenha. O resultado, relacionado a
contagem de células somaticas, foi avaliado de acordo com o grau de gelatinizacdo da mistura em
partes iguais de leite e reagente (FONSECA; SANTOS, 2000). Os animais considerados
positivos foram selecionados, tiveram os tetos higienizados com agua e sabao neutro e secagem
com papel toalha e, entdo foi coletado um volume de aproximadamente 10 mL de leite por
ordenha manual em tubo de ensaio estéril. As amostras foram imediatamente transportadas sob
condicdes adequadas de refrigeracdo e posteriormente congeladas. Para a realizagdo do
isolamento a partir das amostras obtidas, estas foram incubadas por 6 h a 37°C.

Ap6s a etapa de identificagdo bioquimica e testes de suscetibilidade aos antimicrobianos,
os isolados avaliados foram mantidos congelados em caldo MH acrescido de glicerol a 4% para
posterior realizagcdo das analises genéticas.

4.2. Identificacdo das espécies

As amostras de leite foram submetidas a rotina de identificagdo que consistiu no
isolamento agar Miieller Hinton (MH) - Micromed - contendo 5% sangue desfibrinado de

carneiro. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e, posteriormente repicadas em agar
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seletivo Manitol Vermelho de Fenol (Britania), para observagao das caracteristicas das colonias e
fermentacao, ou nao, do manitol (KONEMAN et al., 2008).

4.2.1 Método de Gram, prova do hidroxido de potassio (KOH) a 3% e prova da catalase
Apos a identificagdo presuntiva das colonias, estas foram submetidas ao método de Gram,
para confirmagdo das suas caracteristicas morfotintoriais. O teste da catalase foi realizado através
de teste em lamina, onde um fragmento de colonia bacteriana foi adicionada a solugdo de
peréxido de hidrogénio (H,O;). A formagdo de bolhas de O, indicou teste positivo. A prova do
hidroxido de potéssio foi efetuada através da adi¢do de uma gota de KOH (3%) a um fragmento
de colonia bacteriana. A ndo formacdo de um gel viscoso indicou um resultado negativo

confirmando a prova do Gram, uma vez que todas as bactérias Gram positivas sdo negativas na
prova do KOH a 3% (KONEMAN et al., 2008).

4.2.2 Prova da coagulase

O teste para a detec¢do da presenga da coagulase foi realizado utilizando o crescimento
bacteriano obtido em caldo BHI (infuso de cérebro e coragdo - Britania), incubado a 35°C, por 24
horas. Uma aliquota de 0,1 mL de cada amostra foi adicionada a 0,5 mL de plasma de coelho
(Larboclin) e, incubados a 37°C por 6 horas a fim de obter a visualizagdo do coagulo. As

amostras coagulase-negativas foram avaliadas quanto ao seu perfil de resisténcia a bacitracina
(KONEMAN et al., 2008).

4.2.3 Resisténcia a bacitracina

Os Staphylococcus spp. coagulase-negativos apresentam as mesmas caracteristicas que o
género Micrococcus spp. em relacdo a morfologia, coloracdo de Gram e as provas da catalase,
KOH (3%) e coagulase, o que torna necessario a utilizagdo de provas adicionais para sua
diferenciacdo. Neste trabalho foi utilizada a prova da bacitracina para a separagdo destes dois
géneros bacterianos. Uma suspensdo bacteriana (0,1 mL) crescida por 24 horas em Caldo BHI
(Britania) foi distribuida por toda a superficie das placas contendo meio so6lido (agar Miieller
Hinton) com o auxilio da alga de Drigalski. Os discos de bacitracina (0,04U — SENSIFAR-
CEFAR®) foram depositados sobre a superficie do meio de cultura, ja contendo o indculo. Apos
incubacdo por 24 horas a 37°C, os didmetros formados na zona de inibi¢io ao redor do depdsito
do farmaco, foram observados e medidos, em milimetros. Os estafilococos sdo resistentes a
bacitracina (figura 1) e crescem até a borda do disco, enquanto que os micrococos sdo sensiveis €
apresentam halo de 10 mm ou maiores (FORBES, 2002; KONEMAN et al., 2008).
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Figura 1. Resisténcia a bacitracina - o crescimento bacteriano ao redor do disco de antibidtico
indica resisténcia.

4.2.4 Prova de fermentacio de agiicares, producio de urease e reducao de nitrato

A fermentacdo de agucares foi testada utilizando o caldo Vermelho de Fenol (Micromed)
acrescido de 1% do agucar. A produc¢ao de acido, indicado pela diminui¢do do pH e conseqiiente
mudanga de cor, foi avaliada ap6s 24 horas na temperatura de 37°C. Os agucares avaliados foram:
xilose, sacarose, trealose, maltose, lactose, frutose e manose (KONEMAN et al., 2008).

A prova da uréia foi realizada com uma suspensao densa do microrganismo preparada em
uma solu¢do balanceada de sais (KH,PO4 a 0,1%, K,;HPO4 a 0,1%, NaCl a 0,5% e 0,5 mL de
uma solu¢do de vermelho-de-fenol a 2% e uréia). O desenvolvimento de cor rosa no meio apds 4
horas de incubacao representa resultado positivo da prova; as provas negativas foram reincubadas
durante 18h (KONEMAN et al, 2008).

Para avaliacdo da redugdo de nitrato, foi utilizado caldo contendo nitrato de potassio
(KNOs3). A leitura da reducdo do nitrato a nitrito foi realizada em lamina, uma gota do caldo
inoculado apds 24 horas a 37°C e, uma gota de cada reativo (A e B) de Griess Ilosway. A
coloracdo rosa indica presenca de nitrito no caldo e, conseqiientemente prova de reducdo positiva
(KONEMAN et al., 2008). O anexo 1 apresenta o padrao de identificagdo das espécies de
estafilococos coagulase-negativos utilizado, segundo os testes acima citados.

4.3. Testes de suscetibilidade antimicrobiana

Os Staphylococcus spp. coagulase-negativos foram submetidos aos testes de
suscetibilidade segundo os padrdes do Clinical Laboratory Standart Institute (CLSI, 2008).

Os isolados foram suspensos em caldo BHI, incubados durante 24 horas a uma
temperatura de 37°C e diluidos na concentragdo do tubo 0,5 da escala de Mc Farland, equivalente
a 1,5 x 10° células/mL.

Para comparagdo e controle dos testes avaliados foram utilizadas as cepas padrao ATCC
de S. aureus 25923 e ATCC de S. aureus 29213 obtidas junto ao Instituto Nacional de Controle
de Qualidade/INCQS/FIOCRUZ.
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4.3.1. Difusdo em disco simples

Uma suspensdo bacteriana (0,1 mL) foi distribuida por toda a superficie das placas
contendo agar MH (Merck) com o auxilio da al¢ca de Drigalski. Os discos foram depositados
sobre a superficie do meio de cultura, ja contendo o indculo. Apos incubagdo por 24 horas a
370C, os diametros formados na zona de inibigdo ao redor do depdsito dos farmacos, foram
observados e medidos, em milimetros (KOHNER et al., 1999).

4.3.1.1. Discos de antimicrobianos

A eficiacia comparativa da penicilina (10UI), ampicilina (10pg), oxacilina (1pg),
cefoxitina (30pg), ampicilina-sulbactam (10/10pg), ceftriaxona (30ug), cefalotina (30ug),
imipenem (10upg), vancomicina (30pg), gentamicina (10pg), azitromicina (15pg), eritromicina
(15png), tetraciclina (30pg), ciprofloxacina (5pug), norfloxacina (10pg), enrofloxacina (10ug),
clindamicina (2pg), linezolida (30pg), e sulfametoxazol-trimetropim (1,25/23,75ug),
(SENSIFAR-CEFAR ®) foram analisadas para todos os isolados. O quadro 1 especifica as zonas
de inibicao do diametro avaliado em milimetros dos antimicrobianos utilizados.

Quadro 1. Zonas de inibi¢ao avaliadas pelo diametro dos antimicrobianos utilizados segundo o
CLSI (2008):

Zonas de inibicdo (mm)

Antimicrobianos
Resistente  Intermedidrio Sensivel
Penicilina (10UI) <28 - >29
Ampicilina (10pg) <28 - >29
Oxacilina (1pg) <17 - >18
Cefoxitina (30ug) <24 - >25
Ampicilina-sulbactam (10/10ug) <11 12-14 >15
Ceftriaxona (30ug) <13 14-20 >21
Cefalotina (30pug) <14 15-17 >18
Imipenem (10ug) <13 14-15 >16
Vancomicina (30pg) - - 215
Gentamicina (10pg) <12 13-14 >15
Tobramicina (10ug) <12 13-14 >15
Azitromicina (15ng) <I3 14-17 >18
Eritromicina (15pg) <13 14-22 >23
Tetraciclina (30ug) <14 15-16 >19
Ciprofloxacina (5u1g) <15 16-20 >21
Norfloxacina (10ug) <12 13-16 >17
Enrofloxacina (10pg) <14 15-17 >18
Clindamicina (2pug) <14 15-20 >21
Linezolida (30ug) - - 221
Sulfametoxazol-trimetropim <10 11-15 >16

(1,25/23,75ug)
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4.3.2. Teste de suscetibilidade a oxacilina

Para a realizacdo dos testes de suscetibilidade a oxacilina, o antibiético foi diluido a uma
concentracdo estoque de 1,0 mg/mL, em 4gua destilada estéril e foram realizados os testes de
difusdo em disco modificada, dgar “screen”, microdilui¢do em caldo e em placa.

4.3.2.1. Difusdo em disco modificada

Nesta técnica de difusdo em disco, o meio utilizado - agar MH - foi suplementado com
4% de NaCl. A suspensdo bacteriana (0,1mL) foi distribuida por toda a superficie das placas
contendo meio so6lido (dgar MH) com o auxilio da al¢a de Drigalski. Apds incubagdo por 24
horas a 370C, os diametros formados na zona de inibi¢dao ao redor do deposito dos farmacos,
foram observados e medidos em milimetros. Os didmetros acima de 13 mm indicavam a
sensibilidade da amostra ao antibiotico (CLSI, 2008).

4.3.2.2. Agar “screen”

O desenvolvimento desta técnica se fez através da dilui¢do da oxacilina (1,0 mg/mL) a
uma concentracdo final de 6ug de antibidtico por mililitro de meio de cultura (MH),
suplementado com 4% de NaCl. Os isolados foram semeados com o auxilio da alga de platina em
4 estrias por placa. Apds 24 horas de incubagdao a 37°C a resisténcia das cepas bacterianas ao
antibidtico foi avaliada, onde qualquer colonia crescida na superficie do meio de cultura foi
considerada resistente (CLSI, 2008).

.....

O método da microdiluicdo em caldo permitiu a avaliagdo da menor concentracdo de
oxacilina capaz de impedir o crescimento bacteriano. Para isso, a solugao estoque de oxacilina
(1,0 mg/mL) foi diluida nas seguintes concentragdes: 0,25pug/mL; 0,5ug/mL; 1,0ug/mL;
2,0ug/mL; 4,0pg/mL, 8,0pg/mL, 16,0pg/mL, 32,0pg/mL, 64,0ug/mL, 128,0pg/mL e
256,0pg/mL em caldo MH suplementado com 2% de NaCl.

Uma aliquota de 0,1 mL da suspensdo bacteriana, crescida nas mesmas condigdes
descritas anteriormente, foi adicionada a 0,9 mL de caldo MH contendo as concentragdes
distintas do antibiotico e incubadas a 37°C por 24 horas. O resultado foi obtido através do grau de
turvacdo observado nos tubos, através da leitura visual. Qualquer indicio de turvaciao foi
considerado crescimento bacteriano, portanto resistente a concentracdo do farmaco presente no
caldo MH. Logo, o valor da concentracao do caldo posterior ao ultimo que apresentou turvacao,
foi considerado como sendo a concentragdo inibitéria minima da oxacilina (CLSI, 2008).

4.3.2.4. Microdiluicao em agar (determinacio da concentraciio inibitoria minima)

O método da microdilui¢do em agar também permitiu a avaliagdo da menor concentragao
de oxacilina capaz de impedir o crescimento bacteriano. Para isso, a solug¢do estoque de oxacilina
(1,0 mg/mL) foi diluida em diferentes concentra¢des que variaram de 0,25pg/mL; 0,5ug/mL;
1,0pg/mL; 2,0pg/mL; 4,0ug/mL, 8,0ng/mL, 16,0ng/mL, 32,0ug/mL, 64,0png/mL, 128,0ug/mL
até 256,0pg/mL em agar MH.

Os isolados foram repicados no d4gar MH contendo as distintas concentragdes de oxacilina
e as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. O resultado foi avaliado através do crescimento
da colonia no agar. Logo, o valor da concentragdo do agar posterior ao que apresentou o ultimo
crescimento bacteriano, foi considerado como sendo a concentragdo inibitoria minima da
oxacilina (CLSI, 2008).
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4.4. Testes de deteccio de beta-lactamases em Staphylococcus spp.

4.4.1 Teste de nitrocefim

Trata-se de um teste cromogénico que detecta a capacidade da beta-lactamase hidrolisar o
anel beta-lactdmico através de uma cefalosporina cromogénica, ocorrendo uma mudanga de cor
quando houver ruptura do anel beta-lactamico (BERNARDO et al., 2005).

A produgdo de beta-lactamase foi detectada pelo uso de discos impregnados com
Nitrocefina (Oxo01d®), uma cefalosporina cromogénica. Todos os isolados foram semeados em
agar TSA (4gar tripticase de soja) acrescido de 1 pg/mL de penicilina e incubados a 37°C por 24
horas. Posteriormente, o teste de nitrocefin foi realizado segundo metodologia proposta pelo
CLSI (2008). O disco constituido de uma cefalosporina cromogénica foi umedecido com agua
destilada estéril e em seguida foi aplicada sobre a superficie deste algumas coldnias de cada
isolado em agar TSA, empregando ponteiras estéreis. A reacdo positiva foi evidenciada pelo
desenvolvimento de uma coloracdo rosa, no local onde foi aplicado o microrganismo e a
negativa, pela ndo alteracio de cor. Para isolados beta-lactamase negativos, a reagdo foi
reexaminada ap6s uma hora, conforme recomendagdes do fabricante.

4.4.2 Teste de fita para deteccio da producio de beta-lactamases

E um teste cromogénico que detecta a capacidade da beta-lactamase hidrolisar o anel beta-
lactdmico através de uma cefalosporina cromogénica, ocorrendo uma mudanga de cor quando
houver ruptura do anel beta-lactimico (BERNARDO et al., 2005). A metodologia foi realizada
segundo as recomendacdes técnicas do fabricante, na qual um fragmento de cada coldnia crescida
em agar TSA foi colocado na superficie da fita e a coloracdo branca indicou prova positiva e
conseqiiente producdo de beta-lactamase (Probac do Brasil).

4.5. Deteccio da resisténcia induzivel a clindamicina

A resisténcia induzivel a clindamicina foi detectada pela colocagdo do disco de
clindamicina (2 pg) a uma distancia de 15 a 26 mm do disco de eritromicina (15 pg) em agar
MH. Apos o periodo de incubagdo de 24 h a 35°C os microrganismos que nao apresentaram
achatamento do halo de inibi¢do da clindamicina foram considerados sensiveis a clindamicina.
Organismos que apresentarem achatamento do halo da clindamicina adjacente ao disco de
eritromicina indicam resisténcia induzivel a clindamicina e devem ser reportados como
resistentes (CLSI, 2008).

4.6. Deteccao Fenotipica dos Fatores de Viruléncia

4.6.1. Producio de “slime” em microplaca

Os isolados foram semeados em agar sangue por 24h a 37°C e as coldnias foram
inoculadas em microplacas de 96 pocos contendo caldo tripticase soja (Britania) a 0,24% de
glicose, e novamente incubadas por 24h. Apds crescimento bacteriano o caldo foi descartado
vertendo-se a microplaca. Os pogos foram lavados com agua destilada e corados com fucsina por
30 minutos em temperatura ambiente. A produgdo de “slime” foi observada como uma pelicula
aderida a ao fundo da placa (CHRISTENSEN et al., 1985). Os resultados foram avaliados através
de leitura visual segundo a escala: ausente (-), fraco (+), moderado (++) e forte (+++). Para
controle postivio do teste foi utilizada a cepa padrao de Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
4.6.2. Producio de “slime” em agar Vermelho Congo
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As placas de agar Vermelho Congo (CRA) foram preparadas através da adigao de 0,8g de
Vermelho Congo e 36g de sacarose (Sigma) a cada 1L de caldo BHI (Britania). Todos os isolados
foram semeados na superficie do agar e ap6s 24h a 37°C a coloragdo das coldnias foi avaliada. Os
isolados que produziram colonias coradas em preto foram consideradas produtoras de “slime”
enquanto que colonias vermelhas foram classificadas como ndo produtoras (ARCIOLA et al.,
2001). A cepa padrao de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi utilizada como controle do
teste.

4.6.3. Producao de hemolisinas e sinergismo hemolitico (SHA)

Os isolados foram semeados através de estrias radiais em agar sangue para avaliacdo da
producdo de halos de hemolise total e parcial apos 24h a 37°C. Isolados de estafilococos
produtores de hemolise total sio denominados alfa hemoliticos enquanto que os produtores de
hemolise parcial sao denonominados beta hemoliticos.

O SHA foi avaliado através do indculo de S. aureus produtor de beta hemolisina em agar
sangue e os isolados foram semeados perpendicular a este. Uma zona de hemolise total dentro da
zona parcial de beta hemolisina foi considerada como SHA positivo (DEMO,1996). A cepa
padrao de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi utilizada como controle do teste.

4.7. Técnica de Reacio em Cadeia de Polimerase (PCR) para a amplificacio dos genes de
viruléncia e resisténcia

Todo o experimento de amplificagdo dos genes foi realizado no Laboratério de Biologia
Molecular situado no Departamento de Parasitologia e Sanidade Animal do Instituto de
Veterinaria, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRI).

4.7.1. Extracao do DNA bacteriano

A parede celular de bactérias Gram positivas ¢ formada por uma espessa camada de
peptidoglicano que dificulta a extracdo do gene bacteriano (PRESCOTT et al., 1996), fazendo-se
necessaria a utilizagdo de enzimas especificas. Porém novos protocolos de extragdo vém sendo
propostos no intuito de simplificar, otimizar e diminuir os custos da técnica de PCR.

A extracdo do DNA bacteriano foi realizado segundo protocolo de Senna et al., (2002)
onde cada coldnia crescida em agar tripticase de soja (Merck) foi repicada em 10 mL de caldo
BHI (Britania). Apdés 12h a 37°C, uma aliquota de 1,0 mL do caldo contendo o in6culo foi
transferida para microtubos que foram centrifugados a 12.000 rpm por 2 min. Apds trés lavagens
com tampao TE (10mM Tris-HCl e ImM EDTA — ph 8.0) foram adicionadas 4U de lisostafina
(Sigma) a 100ul de TE contendo o precipitado. Apds incubacdo a 37°C por 30 minutos, os
microtubos foram levados ao banho-maria a 100°C por 10 minutos, e ap6s a centrifugacao, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 500 pl de tampao (SENNA et al.,
2002).

A extragdo de DNA para detecgdo do gene de resisténcia a oxacilna e aos antibidticos
beta-lactamicos através da producdo de beta-lactamase foi realizado segundo Senna et al. (2002)
apos o cultivo do microrganismo em agar MH acrescido de 1 mg/mL de oxacilina.
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4.7.2. Amplificacio dos genes através da técnica de PCR

As concentragdes utilizadas em todas as reagdes de PCR foram Tampao 10X (10 mM
TrisHCL, pH 9.0; 50 mM KCI, and 0.1% Triton X-100), 1,25 mM de MgCl,, 1mM de cada
iniciador (Bioneer- Seul, Coréia do Sul), 0,2 mM de dNTP (Fermentas- Burlington, Canadd) e 2
U de TAQ polimerase (Fermentas- Burlington, Canadd) em um volume total de reagdo de 20ul
contendo Sul do DNA extraido (SAMBROOK et al., 2002) .

Os amplicons foram avaliados por eletroforese em gel de agarose, seguido por coloragao
em brometo de etideo (0,5 mg/mL), visualizado em transiluminador ultra-violeta € documentados
pelo programa QuantiOne (BioRad), utilizando marcadores de peso molecular de 100 pb
(Fermentas) e 50 pb (Fermentas).

A cepa padrao de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi utilizada como controle dos
testes genotipicos avaliados.

4.7.2.1. Genes de resisténcia a oxacilina em Staphylococcus spp. coagulase-negativos

Foi realizada a técnica de PCR para a possivel amplificacdo dos genes mecA (COELHO et
al., 2007), mecl (1), mecl (2), mecR1 (ROSATO et al., 2003) e femA (ZOCCHE et al., 2006) em
todos os Staphylococcus spp. coagulase-negativos. Os iniciadores e ciclos utilizados estdo
expostos no quadro 2.

Quadro 2. Iniciadores e ciclos empregados nos ensaios de amplificacdo dos genes de resisténcia
a oxacilina de Staphylococcus spp. coagulase-negativos.

Gene Iniciadores (5" -3 ) Ciclos
(fragmento)
mecA (513pb) AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C 1%
AGT TCT GCA GTA CCG GATTTG C
mecl (1) CCG GAA TTC GCA TAT GGA TTT CAC 2
(639pb) GAT GGT TCG TAG GTT ATG TTG
mecl (2) CGG ATC CGA AAT GGA ATT AAT ATA ATG 2
(348) CGG AAT TCG ACT TGA TTG TTT CCT
mecR1 (234pb) CCA AAC CCG ACA ACT AC 2
CGT GTC AGA TAC ATT TCG
femA (132pb) AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG 3

GAT AAA GAA GAA ACC AGC AG
*1. (94°C 30s, 55°C 30s, 72°C 1 min) x 40 e 72°C Smin. 2. (95°C 1min, 55°C 1 min, 72°C 2 min) x 30. 3.
95°C 5min (95°C 1min, 45°C 1min, 72°C 1min) x 37 ¢ 72°C 105min.

4.7.2.2 Genes de resisténcia relacionados a producio de beta-lactamases de Staphylococcus
spp. coagulase-negativos.

Foi realizada a técnica de PCR para a possivel amplificacdo dos genes blal (1), blal (2),
blaRl, e blaZ (1), blaZ (2), blaZ (3) (ROSATO et al., 2003) em todos os Staphylococcus spp.
coagulase-negativos de mastite subclinica. Os iniciadores e ciclos utilizados estdo expostos no
quadro 3.
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Quadro 3. Iniciadores e ciclos empregados nos ensaios de amplificacdo dos genes de resisténcia
a beta-lactamase de Staphylococcus spp. coagulase-negativos.

Gene (fragmento) Iniciadores (5" -3 ) Ciclos
blal (1) ATG TCT CGC AAT TCT TCA A ]
(513 pb) CTA TGG CTG AAT GGG AT
blal (2) CCC AAT GGG TGT TTT AAATGG CCA A 1
(650 pb) AAT GGT TAT TTT CTG TACACT CT

blaR1 GGT ATC TAACTCTTCTTGC 1
(209 pb) CAT CTG ATA AAT GTGTAG C
blaZ (1) TAC AAC TGT AAT ATC GGA GGG ]
(639 pb) CAT TAC ACT CTT GGC GGT TTC
blaZ (2) GAG GCT TCA ATG ACA TAT AGT G 1
(737 pb) TCT ATC TCA TAT CTA ACT GG
blaZ (3) TCA AAC AGT TAC CAT GCC 1
(639 pb) TTC ATT ACA CTC TGG CG

*1. 94°C Smin. (94°C 30s, 55°C 30s, 72°C 30s) x 35 e 72°C Smin.

4.7.2.2. Genes de viruléncia em Staphylococcus spp. coagulase-negativos

Foi realizada a técnica de PCR simples para a amplificagdo dos genes envolvidos na
producdo de “slime”, icad e icaD (VASUDEVAN et al., 2003) e PCR multiplex para os genes de
producdo de hemolisinas, #la e hlb (NILSSON et al., 1999) em todos os Staphylococcus spp.
coagulase-negativos. Os iniciadores e ciclos utilizados estdo expostos no quadro 4.

Quadro 4. Iniciadores e ciclos empregados nos ensaios de amplificacdo dos genes de viruléncia
de Staphylococcus spp. coagulase-negativos.

Gene (fragmento) Iniciadores (5" -3 ") Ciclos*
hla (210pb) CTG ATT ACT ATC CAA GAA ATT CGA TTG 1
CTT TCC AGC CTACTT TTT TAT CAG T
hib (300pb) GTG CAC TTA CTG ACA ATA GTG C 1
GTT GAT GAG TAG CTA CCT TCA GT
icaA (1315pb) CCT AAC TAA CGA AAG GTA G 2
AAG ATA TAG CGA TAA GTG C
icaD (381pb) AAA CGT AAG AGA GGT GG 2

GGC AAT ATG ATC AAGATAC
*1. 94°C 5min. (94°C 1min, 50°C 1 min., 72°C 1 min) x 30 ¢ 72°C 7min ; 2. (92°C 45s, 49°C 45s. 72°C 1
min) x 30 e 72°C 7min.

4.8. Analise estatistica

Os perfis de suscetibilidade aos farmacos testados foram expressos em porcentagens que
foram analisadas de forma descritiva. Os perfis de suscetibilidade aos farmacos testados foram
expressos em porcentagens que foram analisadas de forma descritiva. O programa Excel
(Microsoft™) foi utilizado para confecgdo dos graficos com os percentuais de suscetibilidade
antimicrobiana.

31



A associagdo entre os testes fenotipicos de resisténcia a oxacilina e a detec¢do do gene
mecA foi avaliada através do Teste de Qui-quadrado (X?), utilizando o programa R, com intervalo
de confianga de 95% (IC=95%).

Os percentuais de sensibilidade e especificidade, dos testes fenotipicos de produgao de
“slime” foram calculados considerando a presenga dos genes icad e/ou icaD, seguindo as
formulas abaixo:

% Sensibilidade = verdadeiros positivos/ verdadeiros positivos + falsos negativos

% Especificidade= verdadeiros negativos/ verdadeiros negativos + falsos positivos

32



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Identificacio das espécies de Staphylococcus coagulase-negativos
Apo6s a semeadura de 150 amostras de leite, foi possivel obter um total de 100 isolados de
Staphylococcus spp. coagulase-negativos expostos na tabela 2 e 3 e 38 Staphylocococus spp.

coagulase-positivos.

Tabela 2. Distribui¢do das espécies de Staphylococcus coagulase-negativos obtidos de mastite
subclinica.

Espécies de ECN Isolados (n=100)
Staphylococcus xylosus 70
Staphylococcus cohnii 10
Staphylococcus hominis 08
Staphylococcus capitis 07
Staphylococcus haemoltyicus 05

Tabela 3. Numero de espécies de Staphylococcus coagulase-negativos por diferentes
propriedades nas respectivas localidades.

Espécies de Staphylococcus spp. coagulase-negativos

Propriedades S. xylosus  S. cohnii ~ S. hominis S. capitis S. haemolyticus
(localidade)
1. Seropédica 35 3

. Resende
. Barra Mansa
. Resende
. Resende

2
2 1 -
3 -
4 1
5
6. Barra Mansa
7
8
9
1

I b 1 e e (N
o= = 1 = N

. Barra Mansa
. Barra Mansa
. Barra Mansa
0. Resende

— WA PRNDPR WO Wm
o= = N

1 = =
N 1 = 1 =

No presente trabalho, foi possivel detectar diferentes espécies de ECN, sendo S. xylosus
(70/100) o microrganismo que apresentou maior freqiiéncia dentre os isolados. Segundo Dordet-
Frisoni e colaboradores (2007) e Nagase e colaboradores (2002) Staphylococcus xylosus ¢ uma
bactéria ubiqua, comensal da pele e membranas mucosas de mamiferos e aves. Pode ser
encontrada em diferentes ambientes (SHALE et al., 2005; NIMRAT et al., 2006) sendo
usualmente isolada de amostras de leite e carne crua. Esta espécie ¢ normalmente definida como
ndo patogénica, no entanto, algumas cepas de S. xylosus sdo relatadas como causadoras de
infecgdes oportunistas em animais ¢ humanos (SIQUEIRA et al., 2002; WON et al., 2002;
TOMPKINS et al., 2004).
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Foram detectadas 10 espécies de Staphylococcus cohnii. Lamaita e colaboradores (2005)
relataram o isolamento de 17 S. conhii a partir de 90 amostras de leite e Mariano e colaboradores
(2007) relatam que S. cohnii tem sido isolados a partir de mastite bovina e ovina.

Mariano e colaboradores (2007) e Stamford e colaboradores (2006) detectaram cepas de
Staphylococcus hominis a partir de amostras de leite. Neste trabalho, foi detectado um total de 08
isolados de S. hominis. A presenca deste microrganismo provavelmente estd relacionada a
transmissao de bactérias entre humanos e animais.

No presente trabalho, foram isolados 07 Staphylococcus capitis. Stamford e colaboradores
(2006) relataram S. capitis como uma espécie comumente isolada de leite in natura e Nickerson e
colaboradores (1995) e Mahoudeau e colaboradores (1997) relataram seu isolamento a partir do
ubere e leite de cabras e ovelhas com mastite.

Foram detectadas 05 espécies de Staphylococus haemolyticus no presente estudo. Shittu e
colaboradores (2004) detectaram S. haemolyticus a partir de amostras de pele e infec¢des de
tecidos moles. Norstrom e colaboradores (2009) relataram a presenca de Staphylococcus
haemolyticus em feridas de animais pos-operatorio.

Apesar de todo avanco nas técnicas de identificagdo dos ECN e do conhecimento destes
como agentes etioldgicos em diversos processos infecciosos, estes microrganimos muitas vezes
sao negligenciados na rotina laboratorial, sendo reconhecidos apenas como contaminantes
(BANNERMAN, 2003; De PAULIS, 2003). O maior problema enfrentado pelos
microbiologistas e clinicos com relacdo a identificacdo dos estafilococos coagulase-negativo €
devido a enorme diversidade de espécies encontradas. A identificagdo das espécies de ECN,
embora de dificil realizacdo para a maioria dos laboratérios clinicos, € necessaria para diferenciar
o potencial patogénico e o perfil de resisténcia de cada espécie (De PAULIS, 2003).

5.2. Perfil de suscetibilidade dos isolados de Staphylococcus spp. coagulase-negativos
O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de elei¢ao foi avaliado através da medicao

do tamanho, em milimetros, da area de inibi¢do dos antibioticos. O grafico 1 demonstra o perfil
de suscetibilidade dos isolados de Staphylococcus spp. coagulase-negativos avaliados.
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Grifico 1. Disposicao grafica do percentual de sensibilidade de isolados de Staphylocococus spp.
coagulase-negativos.
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Foi detectado 21% de sensibilidade a penicilina e ampicilina. Resultados semelhantes
foram demonstrados por Freitas e colaboradores (2005) que detectaram 20% de sensibilidade a
penicilina e ampicilina ao avaliarem 59 isolados de Staphylococcus spp. Mendes e colaboradores
(2002) detectaram 7% de sensibilidade ao avaliarem 131 isolados de ECN. No entanto, Bonna e
colaboradores (2007) ndo detectaram sensibilidade a penicilina e ampicilina ao avaliarem 197
isolados de ECN. Este baixo percentual de sensibilidade deve-se ao fato da penicilina ser um dos
antibidticos mais difundidos e utilizados no tratamento de enfermidades animais. Santos e
colaboradores (2006) detectaram 10% de sensibilidade a penicilina e ampicilina ao avaliarem 30
isolados de Staphylococcus provenientes de leite bovino. Da mesma forma Corréa (2003)
analisou 95 isolados de Staphylococcus spp. provenientes de leite bovino e detectou 21,06% e
22,02% de sensibilidade a ampicilina e penicilina, respectivamente.

Segundo dados da literatura, isolados de Staphylococcus spp. comunitarios apresentam
baixo percentual de sensibilidade a penicilina e ampicilina. Um estudo realizado pelo Programa
de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY com objetivo de monitorar a prevaléncia de
microrganismos patogénicos e o perfil de suscetibilidade antimicrobiana nos Estados Unidos,
Canada, América Latina e Europa revelaram que os ECN estdo entre a terceira causa de infecgdes
hospitalares e a segunda causa de infec¢gdes comunitarias (DIEKEMA, 2001).

A resisténcia a penicilina em Staphylococcus spp. ¢ um fenomeno mundial e com
prevaléncia crescente, apesar dos esfor¢os para conter o aumento da disseminacdo de isolados
resistentes (FREITAS et al., 2005; BONNA et al., 2007).

Foi detectado 71% de sensibilidade a oxacilina nos isolados testados. De modo
semelhante, Menegotto; Picoli, (2007) detectaram 82,5% (n=40) isolados de estafilococos
sensiveis a oxacilina. Santos e colaboradores (2003) detectaram 96,7% (n=30) de sensibilidade
em isolados de estafilococos provenientes de mastite bovina.
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No entanto, a sensibilidade reduzida a oxacilina tem sido relatada por Sadoyama; Gontijo-
Filho (2000), onde relataram que o ambiente hospitalar ¢ o local com maior percentual de
resistécia a oxacilina. O indice de sensibilidade a oxacilina no presente trabalho ¢ alto quando
comparados com trabalhos realizados por John e colaboradores (2002) que analisaram 135
estafilococos coagulase-negativos e detectaram sensibilidade a oxacilina para 38% dos isolados.
Ferreira e colaboradores (2002) encontraram 36% (n=152) de sensibilidade a oxacilina em ECN
isolados de diferentes sitios clinicos.

A oxacilina foi introduzida em 1961 e ¢ considerada o antimicrobiano de escolha para o
tratamento de infec¢des causadas por Staphylococcus spp. resistente a penicilina e ampicilina. No
entanto, com o aumento da resisténcia a oxacilina a vancomicina ¢ uma das principais
alternativas no tratamento das infec¢des causadas por estafilococos resistentes a oxacilina
(CHANG, 2003Db).

Foi detectado 100% de sensibilidade a associag¢do entre ampicilina e sulbactam. Segundo
Hirano; Bayer (1991), o uso de beta-lactimicos com inibidores de beta-lactamase ¢ uma
alternativa terapéutica no tratamento de infec¢des por microrganismos produtores de beta-
lactamase e multirresistentes. Monroy e colaboradores (2003) relataram que a associacdo de
ampicilina-sulbactam foi eficaz frente a 73 isolados de estafilococos. Da mesma forma,
Fernandes e colaboradores (2005) detectaram 80% de sensibilidade ao avaliarem 27 isolados de
estafilococos. A ndo detec¢do da resisténcia a este fArmaco pode estar relacionado ao elevado
custo ¢ ao uso ainda restrito deste tipo de antibidtico nas clinicas veterinarias e humanas
(RUSSEL; CHOPRA, 1996).

Foi detectado 93% de sensibilidade a cefalotina. Resultado semelhante 94,7% (n=23) foi
demonstrado por Aspis e colaboradores (2003) em isolados de Staphylococcus spp. provenientes
de animais. A cefalotina ¢ uma cefalosporina de primeira geragcdo sendo uma das mais indicadas
no tratamento da mastite subclinica e no tratamento de vacas secas. Sua melhor atuacdo sobre
bactérias Gram-positivas, causadoras da maior parte das mastites subclinicas, garante-lhes um
lugar de destaque nestes casos (LOPEZ et al., 1996; LEITER, 2000).

No presente trabalho foi detectado 89% de sensibilidade a cefoxitina. Trata-se de uma
cefalosporina de segunda geracdo que apresenta alta afinidade com a PBP2, PBP4 e resisténcia a
oxacilina, sendo indutora na expressao do gene mecA e apresentando grande especificidade
(CAUWELIER et al., 2004).

Cauwelier e colaboradores (2004) e Palazzo; Darini (2006) encontraram indices de
sensibilidade menores ao exposto pelo presente trabalho. Cauwelier e colaboradores (2004)
encontraram 40% (n=155) de sensibilidade e Palazzo; Darini (2006) obtiveram 50,34% (n=151)
em isolados de ECN.

A redugdo da sensibilidade em estafilococos coagulase-negativos pode estar associada ao
fato as sucessivas exposigdes ao farmaco, o que permite que essas bactérias tornem-se resistentes
a este antibiotico (HARIHARAN et al., 2006).

Foi detectada 60% de sensibilidade a ceftriaxona. Os estafilococos meticilina-resistentes
sd3o normalmente resistentes as cefalosporinas, inclusive a ceftriaxona (LEITER, 2009).

No presente trabalho foi detectado 100% de sensibilidade ao imipenem. De semelhante
modo, Tunon e colaboradores (2008) detectaram 100% (n=18) de sensibilidade em isolados de
estafilococos e Sader e colaboradores (1999) detectaram 88% (n=17) de sensibilidade em
isolados de ECN. O imipenem representa os beta-lactdmicos com maior espectro de agdo e
poténcia antimicrobiana, e sdo os unicos carbapenémicos disponiveis para uso clinico no Brasil,
nos Estados Unidos ¢ na Europa. Seu elevado percentual de sensibilidade provavelmente deve-se
ao fato do uso restrito deste medicamento.
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Foi detectada 100% de sensibilidade a vancomicina. Estudos semelhantes como o de Freitas
e colaboradores (2005a) relatam 100% (n=59) de sensibilidade em isolados de Staphylococcus
spp. provenientes de leites de vacas com quadro de mastite. Dantas e colaboradores (2006)
relataram 94,8% (n=140) de sensibilidade em isolados de Staphylococcus spp. provenientes de
amostras de leite e das maos de manipuladores. A vancomicina ¢ o antibidtico de escolha no
tratamento de infec¢des por estafilococos resistentes a oxacilina.

Foi detectado 100% de sensibilidade a linezolida. Trata-se de um novo antibidtico que atua
contra infecg¢des por estafilococos resistentes a oxacilina. Também ¢ considerada uma alternativa
ao tratamento com vancomicina, porém seu uso prolongado deve ser evitado devido sua
toxicidade (MALTEZOU et al., 2006). Segundo Kim e colaboradores (2004) e Stevens e
colaboradores (2002) a linezolida ¢ um potente antimicrobiano contra estafilococos. No entanto,
segundo Tsiodras e colaboradores (2001) a resisténcia a linezolida foi relatada um ano apods seu
langamento na industria farmacéutica.

A introducdo das fluoroquinolonas, grupo ao qual pertencem a norfloxacina,
ciprofloxacina e enrofloxacina, sendo esta Ultima de uso veterinario, na década de 80, significou
um avanco no tratamento de infecgdes por bactérias multirresistentes, particularmente infecg¢des
do trato urinario, visto que diversas cepas de bactérias resistentes a multiplos antimicrobianos
mostraram-se sensiveis a esse novo grupo de medicamentos. No entanto, a literatura aponta para
uma redugdo na sensibilidade de bactérias as quinolonas (TEIXEIRA et al., 1995).

A sensibilidade a norfloxacina e ciprofloxacina foi detectada em 94% e 85% dos isolados,
respectivamente. Netto e colaboradores (2001) detectaram 95,77% (n=107) de sensibilidade a
norfloxacina em isolados de Staphylococcus spp. Resultado semelhante foi demonstrado por
Moura e colaboradores (2006) ao detectar 100% (n=27) de sensibilidade em isolados de
estafilococos. Em relagdo a ciprofloxacina, resultados semelhantes foram demonstrados por
Lopes e colaboradores (1998) que detectaram 70% de sensibilidade em 55 isolados de
estafilococos. De acordo com Blumberg e colaboradores (1991) tem-se observado diminui¢ao na
freqiiéncia de Staphylococcus spp. sensiveis a norfloxacina e ciprofloxacina. E importante
observar que existem indicagdes que essas cepas de Staphylococcus spp. resistentes a
norfloxacina e ciprofloxacina sdo mais freqiientemente resistentes a diversos outros
antimicrobianos (LOPES et al., 1998).

No presente estudo foi detectado 98% de sensibilidade a enrofloxacina. Estudos in vitro,
utilizando a enrofloxacina para diferentes agentes bacterianos envolvidos na etiologia das
mastites, revelaram resultados favoraveis quanto a sensibilidade desses microrganismos
(CARACAPPA et al., 1991; LANGONI et al.,, 1994; LANGONI et al., 2000). Langoni e
colaboradores (1994) detectaram 71,63% (n=101) de sensibilidade a enrofloxacina em isolados
de estafilococos e Caracappa et al. (1991) relataram que este fairmaco apresenta eficacia no
controle do tratamento das mastites por estafilococos. Da mesma forma, Langoni e colaboradores
(2000) detectaram 72% (n=55) de sensibilidade a enrofloxacina em isolados de Staphylococcus
spp. provenientes de quadros de mastite. Este elevado percentual de sensibilidade provavelmente
deve-se ao fato deste medicamento ser restrito ao tratamento animal.

No grupo dos macrolideos foram detectados 77% e 72% de sensibilidade a azitromicina e
eritromicina, respectivamente. Resultados contrastantes foram demonstrados por Bernardi e
colaboradores (2007) ao detectarem 12,5% (n=27) de sensibilidade a eritromicina em isolados de
ECN e Martinacu e colaboradores (2000) que relataram 1,5% (n=394) de sensibilidade em
isolados clinicos de Staphylococcus spp. Segundo Nawaz e colaboradores (1999) a reducdo da
sensibilidade a eritromicina constitui um alerta para o fato deste formaco ser rotineiramente
empregado no tratamento de doencas em animais, podendo portanto trazer conseqiiéncias
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indesejaveis, como o desenvolvimento de Staphylococcus spp. resistentes a eritromicina. Pereira
et al. (2009) detectaram 60% (n=30) de sensibilidade a azitromicina em S. intermedius, 44,4%
(n=18) em S. aureus ¢ 50% (n=12) em ECN provenientes de diversos quadros infecciosos em
animais. A azitromicina ¢ um antibiotico que permite a administracdo de dose unica diaria com
curto ciclo de tratamento (HANSEN et al. 2002).

Foi detectado 67% de sensibilidade a clindamicina nos isolados de ECN. Ko e
colaboradores (2005) detectaram 61,1% e 96,1% de sensibilidade em isolados de estafilococos
resistentes e sensiveis a oxacilina, respectivamente. No entanto, Bernardi e colaboradores (2007)
detectaram 33,3% (n=27) de sensibilidade a clindamicina em isolados de ECN. A clindamicina ¢
uma boa alternativa para o tratamento de infecgdes estafilcocOcicas, porém podem apresentar
falhas terapé€uticas, causadas por resisténcia a macrolideos, lincosamidas e estreptograminas.
Jorgensen e colaboradores (2004) relataram que a resisténcia aos macrolideos em estafilococos
pode ser devido a modificacdo do alvo ribossomal e esta associada com o fen6tipo de resisténcia
macrolideo-lincosamida-estreptogramina B e a resisténcia pode ser constitutiva ou induzida apos
a exposi¢cdo ao macrolideo. Segundo o CLSI (2008) o uso da clindamicina no tratamento de
infecgOes por estafilococos pode resultar em fracasso terapéutico devido o fendtipo induzivel de
resisténcia, onde ocorre expressdao da resisténcia durante o tratamento. Neste caso, os isolados
devem ser reportados como resistentes. Esta resisténcia induzivel a clindamicina pode ser
detectada pela colocagdo do disco de clindamicina a uma distancia de 15 a 26 mm do disco de
eritromicina. No presente trabalho nao foi detectada resisténcia induzivel a clindamicina.

Em relagdo a associagdo de sulfametoxazol-trimetoprim foi detectada 100% de
sensibilidade nos isolados de ECN. No entanto, Corréa (2003) e Machado e colaboradores (2008)
detectaram 75,79% (n=95) e 52,2% (n=57) de sensibilidade em isolados de estafilococos
provenientes de leite mastitico.

Em relagdo aos aminoglicosideos, foi detectado 85% de sensibilidade a gentamicina nos
isolados testados. Nader Filho e colaboradores (2000) detectaram 94,6% (n=72) de sensibilidade
em isolados de estafilococos. Da mesma forma, Langoni e colaboradores (2000) relataram que a
gentamicina foi o antimicrobiano com maior agdo in vitro sobre S. aureus € afirma ser este um
antibidtico eficaz no tratamento das mastites bovinas de origem estafilococica. Neves e
colaboradores (2007) relataram 96% (n=50) de sensibilidade em isolados de estafilococos
provenientes da glandula mamaria de vacas lactantes sadias. Resultados semelhantes foram
demonstrados por Gentilini et al. (2002) que relataram ser a gentamicina um farmaco eficaz no
tratamento das mastites por ECN. No entanto, resultados discordantes foram demonstrados por
Archer; Scott (1991) que detectaram 40% (n=208) de sensibilidade em isolados de ECN a partir
de varias fontes clinicas e Cunha; Lopes (2002) que detectaram 29,1% (n=60) de isolados de
ECN sensiveis ao farmaco. Segundo estes autores, os ECN transportam genes que codificam
enzimas inativadoras de aminoglicosideos, assim como o S. aureus.

No presente trabalho foi detectado 36% de sensibilidade a tetraciclina. Resultados
contrastantes foram demonstrados por Santos e colaboradores (2006) que detectaram 93,4%
(n=30) de sensibilidade em isolados de estafilococos provenientes de leite mastitico. Da mesma
forma, Bernardi e colaboradores (2007) detectaram 92,5% (n=27) de sensibilidade em isolados
clinicos de ECN. A baixa sensibilidade a tetraciclina detectada no presente estudo, pode estar
associada ao fato deste farmaco ser utilizado na agua do rebanho como medida profilética, tendo
como objetivo a reducgdo de infecgdes (BOOTH, 1992).
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5.2.1. Resisténcia a oxacilina

5.2.1.1 Staphylococcus spp. coagulase-negativos resistentes a oxacilina

Dos isolados de Staphylococcus spp. coagulase-negativos, um total de 29% (29/100)
apresentou resisténcia a oxacilina pela técnica da difusdo em disco simples, sendo 13,8% (4/29)
dos isolados positivos para o gene mecA. O grafico 2 apresenta os percentuais de resisténcia dos
isolados resistentes a oxacilina frente aos antibioticos testados.

Grafico 2. Grafico apresentando o percentual de resisténcia dos Staphylococcus spp. coagulase-
negativos resistentes a oxacilina isolados de mastite bovina aos diferentes antibioticos testados
através da técnica de difusdo em disco.
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* Amp+sulbactam — ampicilina+sulbactam; Sut+trimetropim — sulfametoxazol-trimetropim.

Estes isolados demonstraram 96,5% (28/29) de resisténcia a penicilina e ampicilina e
baixos indices de resisténcia a gentamicina, cefalotina, norfloxacina, ciprofloxacina e
enrofloxacina. A associagdo de ampicilinatsulbactam, vancomicina, sulfametoxazol+trimetropim
e linezolida foram eficazes frente a estes. Resultados similares foram encontrados por Ferreira e
colaboradores (2003), onde isolados de estafilococos coagulase-negativos demonstraram baixos
niveis de resisténcia a gentamicina, vancomicina e teicoplanina, com exce¢ao apenas a penicilina.
No entanto, apesar dos baixos indices de resisténcia detectada, esta provavelmente esta associada
ao uso incorreto de antibioticos, resultando no fenomeno da resisténcia tanto na medicina
veterinaria quanto na humana.

5.2.1.2 Resisténcia fenotipica a oxacilina versus deteccio do gene mecA

Para a triagem da resisténcia a oxacilina o teste de disco-difusdo ¢ o mais utilizado. No
entanto, varias metodologias estdo sendo desenvolvidas e outras modificadas para aumentar a
detec¢do de isolados verdadeiramente resistentes a oxacilina. Entre estas metodologias, destaca-
se o teste de difusdo em disco modificado pela adicdo de NaCl, o método de microdiluicdo em
agar e em caldo para determinacao da CIM e o teste do dgar screen (HUSSAIN et al., 2001).
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De acordo com os resultados dos cinco testes fenotipicos de avaliagdo da suscetibilidade a
oxacilina realizados, os isolados apresentaram 15 perfis de suscetibilidade (tabela 4),
confirmando a heterogeneidade da resisténcia dos Staphylococcus spp. coagulase-negativos a
oxacilina.

Tabela 4. Perfis de suscetibilidade a oxacilina dos isolados de Staphylococcus spp. coagulase-
negativos nos distintos testes fenotipicos.

Testes
Perfis DD* (1pg) DM* (1pg) AS* MP* MC*
(n° de isolados) R<13mm R<13mm 6pg/mL R>4pg/mL.  R>4pg/mL
1 (40) S* S S S R
2(11) S S S S S
309 S R R S S
4 (8) R* S R R R
50 S R S S R
6 (6) R R R R R
7(5) R S R S R
84) R R S R R
9(12) S R S R R
10 (2) R R R S R
11 (2) R S S S S
12 (1) S R R R R
13 (1) S R S S S
14 (1) R S S S R
15(1) R R S S R

* DD: difusdo em disco, DM: difusdo em disco modificada, AS: 4gar “screen”, MP: microdilui¢do em placa, MC:
microdilui¢do em caldo. S - Sensivel, R - Resistente.

A deteccdo da resisténcia a oxacilina através de métodos fenotipicos em isolados de
Staphylococcus spp. tem sido dificultada devido ao fendmeno da heteroresisténcia, onde duas
populagdes, sensivel e resistente, existem em uma mesma cultura. Segundo Lowy (2003), toda
populacdo bacteriana heterogeneamente resistente, assim como todas as células, carregam o gene
mecA, marcador genotipico da resisténcia, porém nem todas expressam fenotipicamente sua
resisténcia da mesma forma. Cada isolado de Staphylococcus spp. resistente a oxacilina apresenta
um perfil caracteristico da propor¢do de células que crescem na presenca de concentragdes
especifica de oxacilina e de diferentes condicdes ambientais. Tal idéia ¢ corroborada com os
estudos de Aarestrup e colaboradores (2001) que relataram que o fenodtipo da heterorresisténcia
pode estar relacionado com a temperatura e tempo de incubagdo, tamanho do in6culo e presenca
de NaCl, assim como induzida pelos proprios antimicrobianos beta-lactamicos. E um fenotipo
menos freqiiente ¢ a resisténcia homogénea, onde toda a populagdo de células ¢ altamente
resistente. De acordo com o CLSI, o uso adicional de sal no meio de cultura tem sido utilizado
para aumentar a acuracia na detecgao da resisténcia a oxacilina. No entanto, outros pesquisadores
apontam para uma elevada freqliéncia de alteracdes na seqiiéncia génica do sistema mec,
incluindo delegdes, mutagdes e transposicdes o que inviabilizaria sua confiabilidade como
marcador de resisténcia (PETINAKI et al., 2001; ROSATO et al., 2003).

No presente trabalho, o gene mecA foi detectado em apenas 13,8% (4/29) dos isolados de
ECN resistentes a oxacilina, representados por Staphylococcus xylosus. Dos isolados resistentes a
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oxacilina, 6 foram resistentes nos diferentes testes fenotipicos a oxacilina, incluindo os 4 isolados
mecA positivos. Os testes fenotipicos de detecgdo de resisténcia a oxacilina sdo avaliados quanto
a sensibilidade, especificidade, valores preditivos negativos e positivos, considerando a
positividade para o gene de resisténcia mecA, o isolado deveria apresentar-se resistente. Como a
taxa de deteccdo do gene mecA foi baixa, ndo foi possivel correlacionar sua presenca com a
sensibilidade e especificidade dos testes.

Segundo os resultados obtidos apods a andlise estatistica (anexo 2), utilizando o programa R,
com um intervalo de confianca de 95%, os testes de difusdo em disco simples, difusdo em disco
modificada, dgar screen e microdiluigdo em &gar apresentaram correlagdo estatistica com a
presenca do gene mecA em isolados de Satphylococcus spp. coagulase negativos. Porém o
método de microdiluicdo em caldo ndo apresentou correlacdo entre o perfil fenotipico de
resisténcia e a detec¢ao do gene mecA.

Entre todas as penicilinas penicilinase-estaveis, a oxacilina, durante anos foi a preferida
para testes in vitro utilizando a difusdo em disco. Estudos demostram acurécias variadas com
diferentes testes fenotipicos de resisténcia a oxacilina provavelmente devido a ocorréncia do
fenomeno da heterorresisténcia (FELTEN et al., 2002; POTTUMARTHY et al., 2005;
SWENSON et al., 2005; MIMICA et al., 2007).

Isolados de estafilococos resistentes a oxacilina devem ser relatados como também
resistentes a outros beta-lactamicos, visto que o mecanismo de resisténcia € 0 mesmo e os testes
in vitro com esses antimicrobianos tém menor acurdcia como preditivos da presenca do gene
mecA do que os testes com oxacilina ou cefoxitina (VELASCO et al., 2005; CLSI, 2008).

A difusdo em disco simples e a difusdo em disco modificada sdo técnicas de facil
execuc¢ao, rapidas e de baixo custo.

A literatura aponta que a técnica do agar screen (figura 2) suplementado com 4% de NaCl
e 6 ug/mL de oxacilina pode ser utilizado para deteccdo da resisténcia com boa acuracia
(FELTEN et al., 2002; SHARP et al., 2005; MIMICA et al., 2007), sendo portanto recomendada
pelo CLSI. Trata-se de um teste simples e econdmico quando comparado aos testes de avaliacao
da concentragdo inibitéria minima, mas que deve ser executado de forma cuidadosa, onde cada
colonia crescida, mesmo que pequena, deve ser considerada resistente.

Figura 2. Técnica de 4gar screen. A seta indica colonia crescida em meio contendo oxacilina
(6pl/mL).

A técnica da microdiluicdo em caldo foi a técnica menos especifica (10%). Esta baixa
especificidade provavelmente pode estar relacionada ao fato que a leitura deste teste se faz
através da turbidez e esta pode ser subjetiva, sendo, portanto, uma prova que considera muitos
isolados falso-positivos.
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Em relagdo a técnica de microdiluicdo em agar, Ferreira e colaboradores (2002) ¢ Rowe e
colaboradores (2002) relataram ser o teste de maior acuracia na detec¢do da resisténcia a
oxacilina e consideram esta técnica mais acurada que a difusdo em disco, apresentando facil
interpretacao.

5.2.1.3 Resisténcia a cefoxitina versus mecA

De igual modo, o baixo percentual de isolados mecA positivos ndo permitiu correlacionar
sua presenca com a sensibilidade dos testes de difusdo em disco com cefoxitina. Segundo os
resultados obtidos apos a andlise estatistica, utilizando o programa R, com um intervalo de
confianca de 95%, os testes de difusdo em disco simples com oxacilina e cefoxitina apresentaram
correlagdo estatistica com a presenca do gene mecA em isolados de Satphylococcus spp.
coagulase negativos.

De acordo com o CLSI (2007), a detec¢do fenotipica da resisténcia a cefoxitina e
oxacilina em ensaios de difusdo em disco representam métodos confidveis para predigdo da
presenca do gene mecA em estafilococos coagulase-negativos. No entanto, a cefoxitina por
apresentar maior especificidade e sensibilidade equivalente a oxacilina tem sido
preferencialmente recomendada como predi¢do da presenca do gene mecA por ser um forte
indutor de seu sistema regulatorio. Estudos t€ém relatado maior eficacia em testes de difusdo em
disco com cefoxitina correlacionado com a presenca do gene mecA, em relacdio ao uso da
oxacilina (SWENSON et al., 2005). A cefoxitina induz a produgdo de PBP2a e tém
provavelmente uma afinidade elevada para PBP2 estafilococica (DANCER, 2001).

A melhor maneira de determinar o perfil de suscetibilidade dos isolados a cefoxitina ¢
através da técnica da difusdo em disco e/ou microdiluicdo em caldo enquanto que para a oxacilina
¢ o teste da CIM. O teste com disco de cefoxitina, quando comparado com os testes de CIM com
oxacilina, possui idéntica sensibilidade, mas maior especificidade, sendo, portanto mais preciso
na identificagdo da resisténcia aos beta-lactamicos em Staphylococcus.

5.2.1.4 Deteccao dos genes regulatérios do sistema mec em Staphylococcus spp. coagulase-
negativos.

Apos a realizacao dos testes fenotipicos de deteccdo da resisténcia a oxacilina, os isolados
foram avaliados quanto a presenca dos genes mecA, mecl € mecR1 (tabela 5; figura 3) através da
técnica de PCR.

Tabela 5. Prevaléncia dos genes envolvidos na expressdo da resisténcia a oxacilina nos 100
isolados de Staphylococcus spp. coagulase-negativos.

Genes Percentual
MecA 4%
mecl 47%
mecR 1 4%
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Figura 3. Perfil eletroforético dos genes de resisténcia a oxacilina em Staphylococus spp.
coagulase-negativos isolados de mastite bovina em gel de agarose 1,5% (isolado positivo
indicado pela seta). A: fragmento do gene mecA (639pb). B: fragmento do gene mecl (639 pb).
C: fragmento do gene mecR1 (234pb). M: marcador de peso molecular (100pB), RN: Reagao
negativa, RP: reagdo positiva.

O gene mecA foi detectado em apenas 4% (4/100) dos isolados, sendo representado por S.
xylosus. Estudos apontam que isolados resistentes a oxacilina em diferentes testes fenotipicos
podem ndo apresentar o gene mecA, podendo este fato ser explicado por outros mecanismos de
resisténcia como a hiperproducdo de beta-lactamases (MARTINEAU et al., 2000; BROWN,
2001; McKINNEY et al., 2001) e modificacdo da afinidade de outras “PBPs”. Segundo Petinaki
e colaboradores (2001), a PBP3 ¢ a principal proteina envolvida neste caso de resisténcia.

Griethuysen e colaboradores (2005) relataram a perda do gene mecA em isolados de
Staphylococus spp. mantidos sob congelamento, onde esta perda estava diretamente relacionada
ao tempo de estocagem. No presente trabalho, as amostras de leite coletadas foram mantidas sob
refrigerag¢do e enviadas ao laboratorio de Bacteriologia. Devido ao elevado niimero de amostras
coletadas, estas foram congeladas para posterior analise. Num primeiro momento, os isolados de
ECN obtidos a partir destas amostras foram submetidos a rotina de identificagdo e aos ensaios de
detecgdo fenotipica de resisténcia a oxacilina. O DNA destes isolados foi extraido somente apos a
realizacdo de todos os testes fenotipicos, o que poderia ser uma explicagdo para a baixa taxa de
detec¢do. No entanto, a elevada taxa de deteccdo do gene mecl, pertencente ao cassete SCCmec
torna esta hipdtese pouco provavel.

Silva (2008) propde o uso de antimicrobiano em baixa concentracdo no meio de cultivo
visando a manuten¢do de determinantes genéticos que podem ser perdidos durante o cultivo sem
pressdo seletiva. No presente estudo, foram realizados subcultivos com concentragdes
subinibitorias de oxacilina antes da extragdo do material genético, ndo acarretando aumento na
taxa, ou qualquer variag@o na deteccao do gene mecA.
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Outra possibilidade ¢ o fato do gene mecA estar contido num elemento genético movel,
denominado SCCmec o qual possui genes adicionais para resisténcia antimicrobiana e outros
genes que codificam enzimas com diversas fungdes e seqiiéncias de inser¢do, como também
genes de fungdes desconhecidas. Os genes regulatérios do complexo mec podem estar integros
ou truncados e esta caracteristica pode estar associada pelo movimento ou inclusdo de seqii€éncias
de inser¢ao (LOWY, 2003). Recentemente, com vistas ao incremento da detec¢ao do gene mecA,
outros primers vem sendo testados, os quais ndo foram utilizados neste experimento
(SCHUENCK et al., 2008; PEREIRA et al., 2009).

Wada e colaboradores (1991) aponta para o fato de que uma transposi¢do intramolecular de
IS431 seja responsavel pela supressdo do gene mecA em Staphylococcus aureus resistente a
oxacilina. Segundo estes autores o gene mecA foi excluido em todos os 7 subclones sensiveis a
meticilina avaliados, e o tamanho da dele¢do variou de 20-100 kilobases dependendo de cada
subclone. Em seis dos sete subclones, no entanto, a supressdo foi confinada ao IS431. Desse
modo, ¢ provavel que diversos fatores possam estar envolvidos com a expressdo variavel do gene
mecA levando a resultados contrastantes quando comparados com os testes fenotipicos de
resisténcia a oxacilina, apontando para a necessidade de novos estudos a fim de elucidar questdes
a respeito da presenca do gene mecA e a regulacdo do complexo mec.

O gene mecl foi detectado em 47% (47/100) dos isolados, sendo considerado positivo o
isolado que amplificou para ao menos um dos genes avaliados (mecl 1:639pb; mecl 2: 348pb)
Destes, 2 isolados apresentaram o gene mecA (2/47), correspondendo a 4,25% dos isolados mecl
positivos. O gene mecR1 foi detectado em 4% (4/100) dos isolados de estafilococos, os quais
foram mecA positivos. Em 2% (2/100) dos isolados foram detectados todos os genes do sistema
mec (mecA-mecl-mecR1) sendo este fenotipicamente resistentes a oxacilina. No trabalho
desenvolvido por Rosato e colaboradores (2003) o gene mecl foi detectado em 76,7% (56/73)
dos isolados de estafilococos resistentes a oxacilina e todos os isolados positivos para a presenca
do gene mecl apresentaram também os genes mecA e mecRI. Segundo estes autores, os outros
17 isolados de estafilococos resistentes a oxacilina apresentaram delecdes nos genes mecl e
mecR 1. Petinaki e colaboradores (2001) apds a realizagdo do sequenciamento do sistema mec de
ECN relataram que de um total de 76 isolados, a dele¢do do gene mecR1 foi detectada em 21%
(16/76) dos isolados e no gene mecl em 1,3% (1/76) dos isolados.

Com base na analise das sequéncias dos genes mecl e mecRI tem sido observada elevada
freqliéncia de mutagdes e delegdes destes genes em isolados de estafilococos. Este fato esta
associado com a expressdao variavel do sistema mec. Provavelmente estas delegdes e mutagdes
tem contribuido para resultados contrastantes entre os testes fenotipicos de resisténcia a oxacilina
com a predicdo do gene mecA (SUZUKI et al., 1993; WELLER etal., 1999; ROSATO et al.,
2003).

Segundo Katayama e colaboradores (2001) sdo reconhecidas cinco classes do complexo
mec ¢ a literatura aponta para o fato de que mudancas nos genes do sistema regulatdrio mec
podem ser desencadeadas por mutagdes, plasmideos, fagos e transposons gerando perfis
genéticos diferenciados. A classe A do complexo mec contém os genes mecRI e mecl intactos. A
classe B, contém o gene mecl e o dominio citoplasmatico do gene mecRI truncados por um
IS1272. A classe C ¢ dividida em C1 e C2. Na por¢ao Cl, o dominio citoplasméatico do gene
mecRI e todo o gene mecl estdo truncados pela IS431 e em C2 tanto o dominio transmembrana
quanto o citolplasmatico do gene mecR1I e todo o gene mecl estdo truncados por um I[S43. Na
classe D o gene mecl esta deletado e o dominio transmembrana do mecR1 estd truncado por um
1S431. E possivel que as discrepancias na detecgdo do complexo mec no presente trabalho sejam
por conta de sua diversidade de classes. Os isolados avaliados podem ter sofrido delecdes ou
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mutagdes no sistema mecRI e mecl, sendo necessaria a realizagdo do sequenciamento do
SCCmec a fim de constatar se tais fenomenos ocorreram.

A tabela 6 apresenta os perfis de resisténcia aos antibidticos beta-lactdmicos e o perfil dos
genes regulatorios do sistema mec encontrados nos isolados mecA positivos.

Tabela 6. Perfil de resisténcia a alguns antibidticos beta-lactaimicos e deteccao dos genes do
sistema regulatdrio mec em isolados de Staphylococcus xylosus mecA positivos.

Perfis Difusdo em Disco Genes
(n° de Oxa* Cef Pen Amp Amp+Sulb mecl mecRI
isolados)
1) R* R R R S* _ +
2(2) R R R R S + +

*Oxa: oxacilina; Cef: cefoxitina; Pen: penicilina; Amp: ampicilina; Amp+sulb:
ampicilinatsulbactam; R: resistente; S: sensivel;

Dos quatro isolados mecA positivos, 50% (2/4) dos isolados ndo apresentaram o gene mecl
e foram resistentes a oxacilina, cefoxitina, penicilina e ampicilina. Estes dados corroboram com
trabalhos desenvolvidos por Katayama e colaboradores (2001) que relataram a ndo deteccao do
gene mecl em isolados resistentes a oxacilina e mecA positivos. O complexo mec apresenta dois
genes, os quais sdo responsaveis pela regulacdo do gene mecA. O mecRI possui atividade
antirepressora, enquanto que o mecl codifica um repressor da transcricdo mecA. Na auséncia de
inducdo através do mecRI por um beta-lactdimico a transcricdo do mecA estd fortemente
reprimida pelo mecl (ARCHER et. al., 1995; LOWY, 2003). Neste caso, ¢ provavel que a
atividade repressora do gene mecl/ tenha sido alterada levando a uma transcri¢ao do gene mecA.

O complexo mec (mecR1, mecl e mecA) foi detectado em 2% (2/100) dos isolado, sendo
este resistente aos antimicrobianos testados, com excegdo da associacdo de penicilinatsulbactam.
Estes dados sdo discordantes com relatos da literatura, onde Dickinson; Archer (2000) relataram
que isolados de ECN que possuem o complexo mec (mecRI, mecl e mecA) sao denominados
estafilococos coagulase-negativos pré-resistentes a oxacilina, pois estes apesar de apresentarem o
gene marcador de resisténcia a oxacilina, sdo sensiveis a este antimicrobiano devido ao produto
do mecl estar intacto e fortemente reprimido pela expressdao do mecA.

A tabela 7 apresenta os diferentes perfis encontrados nos isolados de estafilococos
coagulase-negativos quando avaliados em relacdo a resisténcia a oxacilina e cefoxitina pela
difusdo em disco simples e a presenca dos genes regulatorios do sistema mec.
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Tabela 7. Perfil dos testes fenotipicos de deteccao de resisténcia a oxacilina e cefoxitina e genes
do sistema regulatorio mec em isolados de Staphylococcus spp. coagulase-negativos.

Perfil Antibioticos Genes
(n" de Espécies
isolados)  Oxa*  Cef*  mecd mecl  mecRI
1 (38) S S - - - S. xylosus
2 (33) S S - + - S. xylosus (18);
S. capitis (7);
S. cohnii (4)
S. haemolyticus (3);
3 (10) R S - - - S. hominis (8);
S. cohnii (4)
4 (8) R S - + - S. xylosus (6);
S. haemolyticus (2)
54 R R - + - S. xylosus
6(3) R R - - - S. conhii (2);
S. xylosus (1)
7(2) R R + - + S. xylosus
8(2) R R + + + S. xylosus

*S: sensivel; R: resistente.

Um total de 71 isolados apresentou perfil de sensibilidade a oxacilina e cefoxitina e
auséncia do gene mecA. Este ¢ um achado importante que reporta que nestes isolados de
estafilococos coagulase-negativo provenientes de mastite bovina a resisténcia a oxacilina nao se
encontrou de forma disseminada.

5.2.1.5 Producio de beta-lactamases versus resisténcia a penicilina, ampicilina e
ampicilina+sulbactam versus genes blaZ, blal e blaR1

Dos isolados avaliados, 79% (79/100) apresentaram resisténcia a penicilina e ampicilina,
nao tendo sido detectada resisténcia a ampicilinat+sulbactam. A detec¢do da producdo de beta-
lactamases através da fita com substrato cromogénico (PROBAC) foi detectada nos 100 isolados
avaliados, incluindo os 21% sensiveis. Um total de 16% (16/100) dos isolados foi positivo para a
producao de beta-lactamases através do teste do nitrocefin, sendo todos resistentes a penicilina e
ampicilina. Entre os isolados negativos neste teste (84/100), 63 foram resistentes a penicilina e
ampicilina e 21 isolados foram sensiveis.

Rehder (2006) relata que a resisténcia a penicilina entre os estafilococos coagulase-
negativos, mediada pela producdo de beta-lactamase, ndo foi eficientemente detectada pelo disco
de nitrocefin. Ja Haveri e colaboradores (2005) relatam que a producdo de beta-lactamases em
conjunto aos testes de suscetibilidade pode ser utilizada como método rapido de deteccdo de
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resisténcia aos beta-lactdmicos, principalmente a penicilina. Portanto, no presente trabalho este
teste foi avaliado quanto a sua especificidade (100%) e sensibilidade (100%) considerando o gene
blaZ, relacionado a produgdo de beta-lactamase. Todos os isolados foram submetidos a detecc¢ao
deste gene em adi¢do ao blal e blaR 1 através da técnica de PCR.

Um total de 16%, 21% e 5% dos isolados foi positivo para os genes blaZ, blal, blaR1
(figura 4), respectivamente. Diferentes seqiiéncias foram utilizadas para os genes blaZ e blal,
sendo considerado positivo o isolado que amplificou para ao menos um dos genes avaliados.

M RP RN RP

Figura 4. Perfil eletroforético dos genes envolvidos na resisténcia aos beta-lactdmicos pela
producdo de beta-lactamases em Staphylococus spp. coagulase-negativos isolados de mastite
bovina em gel de agarose 1% (isolado positivo indicado pela seta). A: fragmento do gene blaZ(1)
- 639pb. B: fragmento do gene blal - 513 pb. C: fragmento do gene blaR 1 - 209 pb. M: marcador
de peso molecular (100pB), RN: Rea¢ao negativa, RP: reacao positiva.

A tabela 8 apresenta os perfis de resisténcia a alguns antibioticos beta-lactdmicos, a

producdo de beta-lactamases pelo teste do nitrocefin e a presenga dos genes reguladores da
producdo de beta-lactamase encontrada.
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Tabela 8. Perfis de resisténcia a alguns antibidticos beta-lactamicos, producdo de beta-
lactamases e a presenga de genes reguladores da produgdo de beta-lactamase dos 100 isolados de
Staphylococcus spp. coagulase-negativos provenientes de mastite bovina.

Perfil Antibidticos Genes
(n° de Amp+ Teste Espécies
isolados) Pen* Amp*  Sulb* doNitrocefin blaZ blal  blaR1
1 (63) R* R S* - - - - S. xylosus (47); S.
cohnii (8);
S. hominis (8)
2 (18) S S S - - + - S. xylosus (9);
S. capitis (7);
S. cohnii (2)
3(11) R R S + + - - S. xylosus (9); S.
haemolyticus (2)
4(3) S S S - - - - S. haemolyticus
5(3) R R S + + + + S. xylosus
6(2) R R S + + - + S. xylosus

*Pen: Penicilina; Amp: ampicilina; Amp+sulb: ampicilinatsulbactam; R: resistente; S: sensivel.

Um total de 16 isolados (16%) foi positivo para o gene blaZ, resistentes a penicilina e
ampicilina e positivos no teste de nitrocefin, sendo S. xylosus prevalente com 14 isolados
(87,5%). Pitkala e colaboradores (2009) relataram boa correlagdo entre o teste de deteccdo de
beta-lactamases através de discos de nitrocefin e a técnica de PCR para deteccdo do gene blaZ.
No presente trabalho, o teste do nitrocefin demonstrou correlagdo com a presenga do gene blaZ,
apresentando 100% de sensibilidade e especificidade. Foi detectado somente o gene blaZ em
11% (11/100), 2 isolados (2%) apresentaram os genes blaZ e blaRI, e 3 isolados (3%)
apresentaram todos os genes do sistema bla (blaZ, blal e blaRI). Outros 63 isolados (63%)
negativos para o gene blaZ também apresentaram resisténcia a ampicilina e penicilina.

A tabela 9 correlaciona os dados da resisténcia a alguns antibidticos beta-lactdmicos com a
presenca dos genes dos sistemas regulatorios de producdo de beta-lactamases (bla) e de PBP2a
(mec).
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Tabela 9. Perfis de resisténcia a alguns antibidticos beta-lactdmicos, produgdo de beta-lactamases
e a presenca de genes reguladores da producdo de beta-lactamase e PBP2a dos 100 isolados de
Staphylococcus spp. coagulase-negativos provenientes de mastite bovina.

Antibidticos Teste Genes
Perfil Amp+ do

(n° de Pen*  Amp* Sulb* Oxa* Cef* Nitrocefin blaZ blal blaRl mecA mecl mecRI
isolados)

1(33) R* R S* S S - - - - - + -
2 (20) R R S S S - - - - - - -
3(10) S S S S S - - + - - - -
4 (10) R R S R S - - - - - - -
5(8) S S S R S - - + - - + -
6 (4) R R S R R + + - - - + -
7(3) R R S S S + + - - - - -
8(3) S S S S S - - - - - - -
9(3) R R S R R + + + + - - -
10 (2) R R S S S + + - - - - -
11(2) R R S R R + + - - + - +
12 (2) R R S R R + + - + + + +

* Pen: penicilina; Amp: ampicilina; Amp+sulb: ampicilinatsulbactam; Oxa: oxacilina; Cef: cefoxitina; S:
sensivel; R: resistente.

Dos 16 isolados positivos para o gene blaZ, 4 (25%) foram mecA positivos, sendo todos
resistentes aos antibidticos beta-lactimicos avaliados, com excecdo da associacdo de
ampicilinat+sulbactam. Neste caso, no perfil 11, ndo ¢ possivel distinguir se a resisténcia estaria
associada a producdo de PBP2a mediada pelo gene mecA e/ou a producdo de beta-lactamases
detectada pelo nitrocefin. Ja no perfil 12, segundo Dickinson; Archer (2000) isolados de
estafilococos que possuem o complexo mec (mecRI, mecl e mecA) sdo sensiveis a oxacilina
devido ao produto do mecl estar intacto e fortemente reprimido pela expressdo do mecA. Neste
caso, o mecanismo de resisténcia envolvido ¢ a producdo de beta-lactamases. Foi detectado
apenas o gene mecl em outros 4 isolados blaZ positivos, também resistentes a penicilina e
ampicilina, indicando a produgdo de beta-lactamases como possivel mecanismos.

No conjunto avaliado, 79 isolados apresentaram resisténcia a penicilina e ampicilina, e
apenas 16 (20,2%) foram blaZ positivos, incluindo entre estes, os 4 isolados mecA positivos. Nos
demais 63 isolados (79,8%) nao foi possivel identificar através da andlise genética um provavel
mecanismo de resisténcia. Tal fato pode ser explicado por outros mecanismos nao avaliados neste
trabalho, mas também cabe analisar a baixa positividade detectada para o gene blaZ a semelhanga
do ocorrido com o gene mecA. Haveri e colaboradores (2005) relata que diferentes beta-
lactamases podem ser encontradas em isolados de Staphylococcus spp. e estas modificacdes
podem estar localizadas no sitio de anelamento do primer, podendo comprometer a amplificagao.
Outra hipotese € proposta por Olsen e colaboradores (2006) que relatam a diversidade do gene
blaZ em isolados de Staphylococcus spp. coagulase-negativos provenientes de mastite bovina e
apontam para a possibilidade que diferentes espécies de estafilococos presentes em um mesmo
microambiente possam trocar genes blaZ. Este autor avaliou cinco seqiiéncias distintas de
primers para a amplificacdo do gene blaZ e ao analisar 143 isolados resistentes a penicilina,
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somente dois pares de primers obtiveram 100% de positividade enquanto que um par de primer
nao amplificou nenhum isolado.

Segundo Rehder (2006), estafilococos com fendtipo e genotipo discrepantes quanto a
resisténcia aos beta-lactamicos pode estar associado com a presenca do gene repressor blal ou
devido a delegdes ou mutagdes nos genes regulatérios do complexo bla. Além disso, o gene blaZ
pode estar localizado em elementos moveis como plasmideos podendo estes genes estar integros
ou truncados. Esta caracteristica pode estar associada pelo movimento ou inclusao de seqiiéncias
de insercao.

Olsen e colaboradores (2006) ao avaliarem 143 isolados de estafilococos resistentes a
penicilina, detectaram o gene blaRI (209pb) em todos os isolados, no entanto, ao avaliar uma
seqiiéncia distinta de primers, o gene blaRI nao foi detectado. Este relato aponta para a
importancia do estudo de sequéncias mais confidveis para confecgdo dos primers. Possivelmente,
a baixa taxa de blaRI detectada no presente estudo pode estar associada com a seqliéncia do
primer utilizada. Outra possibilidade ¢ o fato do gene blaR 1 ter sofrido delecdo ou mutagdo como
relatada por Rosato e colaboradores (2003). Logo, o seqlienciamento genético se faz necessario
para avaliar tais fendmenos.

5.2.1.6 Staphylococcus spp. coagulase-negativos e o gene femA

No presente trabalho ndo foi detectada a presenga do gene femA nos 100 isolados
avaliados. O gene femd tem sido relatado como marcador especifico de S. aureus. Este gene
codifica fator essencial para a resisténcia a meticilina e esta universalmente presente em todas as
cepas de S. aureus (MEHROTA et al., 2000).

5.3 Fatores de viruléncia de Staphylococcus spp.

5.3.1 Producio de “slime” pela técnica do agar Vermelho Congo versus genes icaA e icaD

Estudos relatam que estafilococos coagulase-negativos podem produzir uma substancia
extracelular, denominada “slime”, durante seu crescimento sobre superficies inertes, como
biomateriais, facilitando a aderéncia e a formagdo do biofilme, podendo ser considerado um
marcador de patogenicidade associado a viruléncia dos ECN (CHRISTENSEN et al., 1982;
COSTERTON et al., 1995; VUONG; OTTO, 2002).

No presente estudo, dos 100 isolados avaliados quanto a produgdo de “slime”, 46%
(n=46) foram produtores através técnica do agar Vermelho Congo (figura 5), sendo todos
identificados como S. xylosus. Este meio de cultura permite observar as modificagdes fenotipicas
das colonias de Staphylococcus spp, onde colonias produtoras de “slime” apresentam cor negra e
as nao produtoras cor vermelha. Resultados semelhantes foram demonstrados por Fox e
colaboradores (2005) ao estudarem a formagao de biofilmes em isolados de Staphylococcus spp.
provenientes de mastite, onde a presenca de “slime” foi detectada em 41% (48/117) dos isolados.
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Figura 5. Colonias de Staphylococcus spp. coagulase-negativos isolados de mastite bovina
crescidas em agar Vermelho Congo. A: Colonia produtora de “slime” (negra); B: Coldnia
negativa para a producao de “slime” (vermelha).

Turkyilmaz; Esklizmirliler (2006) ao avaliarem a producao de “slime” em 180 cepas de
Staphylococcus spp. isoladas de diversas fontes clinicas, detectaram 61,1% de positividade
usando esta mesma técnica e Vasudevan e colaboradores (2003) detectaram uma produgdo mais
elevada (91,4%) em 35 S. aureus avaliados provenientes de vacas com quadro de mastite.

Um dos fatores limitantes desta técnica ¢ que somente ¢ possivel fazer uma avaliacao
qualitativa e ndo quantitativa das caracteristicas das coldnias, tornando a prova subjetiva, uma
vez que existem inumeras variacdes de coloracdo que podem ocorrer desde a cor preta até a
vermelha. No presente trabalho, dos isolados positivos (46/100) para a producao de ’slime”, 36
isolados apresentaram colonia negras e 10 coldnias cinza, sendo, portanto, consideradas como
positivas, segundo a leitura deste teste proposta por Arciola e colaboradores (2001) (tabela 10). A
literatura aponta que a formagdo de “slime” por Staphylococcus spp. estd associada com a
presenca de ambos os genes icad e icaD (figura 6) (BERNARDI et al., 2005; FOX et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 2006). No entanto, no presente trabalho esta associacdo nao foi encontrada,
pois nenhum isolado apresentou os dois genes. A presenca dos genes icaA e icaD foi detectada
em 9% (9/100) e 10% (10/100) dos isolados produtores de “slime” através desta técnica,
respectivamente. A sensibilidade (100%) e especifidade (67%) desta técnica foram calculadas
considerando positivo o isolado que apresentou o gene icad ou icaD, uma vez que ndo foram
detectados ambos os genes em um mesmo isolado.
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Tabela 10. Presenga dos genes de produgdo de “slime” e caracteristica de coloragdo em agar
vermelho congo em 100 Staphylococcus spp. coagulase-negativos isolados de mastite bovina.

Genes*
icaA icaD  Vermelho Congo N°isolados (%)
- - Vermelho 54
- - Preto 24
- + Preto 6
+ - Preto 6
- + Cinza 4
+ - Cinza 3
- - Cinza 3

* -: negativo; +: positivo.

Segundo Arciola e colaboradores (2001) nem sempre ¢ possivel correlacionar a presenga
de ambos os genes com a producdo de “slime”, podendo detectar apenas a presenga de um unico
gene e a colonia apresentar coloracdo negra. Uma das explicagdes aventadas para este fato ¢ a
nao expressdo dos genes destes isolados nas condi¢des as quais foram submetidos, sendo
possivelmente necessaria uma maior concentragdo de acucar no agar vermelho congo ou maior
tempo de incubagado.

M RN RP RP

500 pb

Figura 6. Perfis eletroforéticos da amplificagdo dos genes icad (A) e icaD (B) em Staphylococcus spp.
coagulase negativos isolados de mastite bovina, em gel de agarose a 1,5% (Isolado positivo indicado pela
seta). A: fragmento do gene icad (1315pb); B: fragmento do gene icaD (381pb); M: marcador de peso
molecular (100pB), RN: Reagdo negativa, RP: reagdo positiva.
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5.3.2 Producio de “slime” pela técnica da microplaca versus genes icaAd e icaD

Um total de 77% (77/100) dos isolados foi positivo, em diferentes escalas, para a
producdo de “slime” (tabela 11) na técnica da microplaca (figura 7), representados por 70 S.
xylosus, 5 S. haemolyticus, 2 S. capitis.

Tabela 11. Niveis de produgdo de “slime” por Staphylococcus spp. coagulase-negativos isolados
de mastite bovina.

Produgao de “slime”*

Espécies - + 4+
S. xylosus (n=70) - - 10 60
S. haemolyticus (n=5) - 2 3 -
S. capitis (n=2) - - 2 -

*: ausente (-), fraco (+), moderado (++) e forte (+++)

Figura 7. Técnica da microplaca revelando a producdo de “slime”, por Staphylococcus spp.
coagulase-negativos isolados de mastite bovina. 1- isolado forte produtor (+++), 2- isolado
produtor moderado (++), 3- isolado fraco produtor (+), 4- isolado nao produtor (-).

No presente trabalho, o gene icad foi detectado em 9% (9/100) e o gene icaD em 10%
(10/100) dos isolados positivos para o “slime”. Em trabalho realizado por Fox e colaboradores
(2005) e Oliveira e colaboradores (2006) a produgdo de “slime” foi positiva em 41% e (48/117) e
37,5% (18/50) dos Staphylocococus spp isolados de mastite bovina, respectivamente, sendo que
nenhuma correlacdo foi feita com a presenca dos genes icaAD. Ao contrario do que foi relatado
em trabalhos desenvolvidos por Vasudevan e colaboradores (2003) e Bernardi e colaboradores
(2005) que encontraram associagdo entre a técnica de microplaca e a deteccdo dos genes icadD.
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A baixa taxa de deteccdo destes genes comparada ao elevado percentual de deteccdo de “slime”
(77%) no presente trabalho sugere o envolvimento de outros genes, possivelmente relacionados a
expressao do “slime”, que ndo foram amplificados. A sensibilidade (100%) e especifidade (28%)
desta técnica foram calculadas considerando positivo o isolado que apresentou o gene icad ou
icaD, uma vez que nao foi detectado ambos os genes em um mesmo isolado.

Segundo Stepanovic e colaboradores (2000), a técnica de aderéncia em microplacas ¢ um
dos métodos usados com freqiiéncia para quantificar a formacdo do “slime” produzido por
Staphylococcus spp. coagulase-negativos, além de funcionar como um indicador de
patogenicidade.

A tabela 12 relata o perfil dos isolados de ECN em relacdo a produgao de “slime” nas
duas técnicas avaliadas e a presenca dos genes icad e icaD.

Tabela 12. Perfis de produgdo de “slime” através da técnica em agar vermelho congo e microplca
e presenca dos genes icad e icaD.

Perfil Vermelho  Microplaca* Genes**
(N° isolados) Congo icaA IcaD
1 (24) Preto -+ - -
2 (23) Vermelho - - -
3 (15) Vermelho ++ - -
4 (14) Vermelho +++ - -
5(6) Preto -+ - +
6 (6) Preto +++ + -
7(4) Cinza +++ - +
8(3) Cinza +++ + -
903) Cinza +++ - -
10 (2) Vermelho + - -

*: ausente (-), fraco (+), moderado (++) e forte (+++). **: negativo (-), positivo (+).

Sabendo-se que o processo de infeccdo da glandula mamaria pode ser ocasionado por
estafilococos e tendo em vista a capacidade dos mesmos se aderir e formarem biofilmes neste
sitio evidencia-se a importancia do manejo profilatico da mastite.

5.3.3 Producio de hemolisinas versus genes hla e hlb

Dos isolados avaliados quanto a produg¢do de hemolisinas, apenas 13% (13/100) foram
hemoliticos (figura 8). Destes, 15,4% (2/13) apresentou hemolise total, sendo representados por
S. haemolyticus e 84,6% (11/13) a hemolise parcial, representados por S. xylosus. A hemolise
parcial, em Staphylococcus spp., € representada pela beta-hemolisina, uma enzima que apresenta
atividade de esfingomielinase, destruindo membranas celulares ricas em esfingomielina, sendo
toxica para varios tipos celulares apresentando grande importancia nos casos de mastite uma vez
que o ubere ¢ rico em esfingomielina (NISHIYAMA et al., 2002; LIASSINE et al., 2005).

Segundo Coelho e colaboradores (2009) a producdo de hemolisinas foi detectada em 12%
(9/21) dos isolados de Staphylococcus spp. provenientes de mastite bovina. Destes, 77,7% (7/9)
foi produtor de hemolise total e parcial e 22,2 % (2/9) foi produtor de hemdlise parcial. Madani-
Bedini e colaboradores (1997) detectaram a produgdo de hemolisinas em 165 isolados de ECN
provenientes de leite de cabra. Destes, 56,9% (94/165) foi produtor de hemdlise e total e 75,1%
(124/165) de hemdlise parcial. O baixo percentual de isolados produtores de hemolisinas no
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presente estudo provavelmente pode estar associado aos multiplos repiques realizados e ao longo
periodo de congelamento antes de serem processados, onde 87% dos isolados ndo produziram
nenhum tipo de hemolisina.

Figura 8. Producdo de hemolisinas por Staphylococcus spp. coagulase-negativos isolados de
mastite bovina. A seta indica um isolado produtor de hemdolise parcial.

Através da técnica de PCR multiplex, os genes hla e hlb (210pb e 300 pb, respectivamente)
nao foram detectados em nenhum isolado, o que sugere o envolvimento de outros genes,
possivelmente relacionados a expressao destas toxinas em ECN, que ndo foram amplificados no
presente trabalho.

O SHA foi positivo em 15% (15/100) dos isolados sendo que destes, 14 ndo apresentaram
hemolisinas. Silva e colaboradores (2005) detectaram o sinergismo hemolitico em 34,5%
(122/353) dos isolados de estafilococos avaliados nao hemoliticos. A literatura relata que isolados
nao hemoliticos com produgdo de sinergismo podem ser portadores da delta hemolisina, a qual ¢
expressa somente na presenga da beta-hemolisina. Além disso, acredita-se que o fendmeno de
sinergismo hemolitico seja independente da producdo de hemolisinas, porém sua acdo ¢
considerada potencializadora para isolados que sdo hemoliticos (REINOSO, 2004).
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6. CONCLUSOES

o A espécie S. xylosus foi mais frequente dentre os estafilococos identificados;

o Os isolados apresentaram elevada resisténcia a penicilina e a ampicilina, tendo a
associagdo entre ampicilina e sulbactam, a vancomicina, a linezolida e a imipinema mostrado
maior eficacia in vitro frente a estes;

o A difusdao em disco com a cefoxitina foi mais especifica que a oxacilina.

o Foram encontrados 15 perfis distintos nos testes fenotipicos de suscetibilidade a
oxacilina.

. As cepas resistentes a oxacilina apresentaram elevada resisténcia a penicilina e
ampicilina.
o A técnica de microdiluicao em caldo foi a menos especifica.

o O gene mecA foi detectado em apenas 13,8% dos isolados resistentes a oxacilina, os
quais também foram mecR [ positivos.

o O gene mecl foi detectado em 47% dos isolados. Destes, 2 isolados apresentaram o
gene mecA.

o Em 2% dos isolados foram detectados todos os genes do sistema mec (mecA-mecl-
mecR1) sendo este fenotipicamente resistentes a oxacilina.

° A detecgdo da producdo de beta-lactamases através da fita com substrato
cromogeénico foi observada nos 100 isolados avaliados, incluindo os 21% sensiveis a penicilina.

o Um total de 16 isolados foi positivo para o gene blaZ, resistentes a penicilina e
ampicilina e positivos no teste de nitrocefin.

o O teste do nitrocefin demonstrou concordancia com a presenca do gene blaZ,
apresentando 100% de sensibilidade e especificidade.

o Foi detectado somente o gene blaZ em 11% dos isolados.

o Em 2 isolados foram detectado os genes blaZ e blaRI, e 3 isolados apresentaram
todos os genes do sistema bla (blaZ, blal e blaRI).

o Dos 16 isolados positivos para o gene blaZ, 4 foram mecA positivos.

o Um total de 79 isolados apresentaram resisténcia a penicilina e ampicilina, e apenas
16 foram blaZ positivos.
o Em 63 isolados resistentes a penicilina e ampicilina ndo foi possivel identificar

através da analise genética um provavel mecanismo de resisténcia.

o O gene femA foi nao foi detectado em nenhum dos isolados de Stapylococcus spp.
coagulase-negativos;

o Os Staphylococcus spp. produziram “slime” em diferentes escalas na técnica da
microplaca e agar vermelho congo.

o Os genes de producao de “slime”, icad e icaD, foram detectados em 9% e 10% dos
Staphylococcus spp. coagulase negativos, respectivamente;

o Nao foi detectada associa¢do entre ambos os genes icad e icaD com a produgdo de
“slime”.

o Um total de apenas 13% foi produtor de hemolisinas e destes 15,4% apresentaram
hemolise total e 84,6% a hemdlise parcial.

o O SHA foi positivo em 15 isolados sendo que destes, 14 ndo apresentaram
hemolisinas.

o Os genes hla e hlb nao foram detectados em nenhum dos isolados.

56



Nao foi possivel estabelecer uma correlag@o entre os testes fenotipicos e genotipicos

de resisténcia aos antibioticos beta-lactamicos nos isolados avaliados.

6.1. Consideracodes Finais

A grande diversidade de espécies bacterianas pertencentes ao grupo dos
Staphylococcus coagulase-negativos associados a processos infecciosos, em
particular a mastite bovina, torna a execugdo dos testes de identificacdo bacteriana
e a realizacdo do antibiograma ferramentas importantes para evitar falhas na
terapéutica veterindria, bem como impedir sua disseminagdo silenciosa nos
rebanhos leiteiros.

Dados sobre os percentuais de resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos
entre os estafilococos coagulase-negativos bem como a avaliagdo dos provaveis
mecanismos de resisténcia apresentados pelos mesmos tém importancia relevante
no contexto do uso racional de antimicrobianos.

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana avaliado no presente trabalho
representam condigdes in vitro, podendo estes resultados ser diferentes em
condi¢des in vivo.

A baixa correlacdo do gene mecA com a resisténcia a oxacilina inviabiliza sua
confiabilidade como marcador de resisténcia e padrdo ouro, apontando para a
necessidade de novos estudos, uma vez que os parametros estabelecidos para a
deteccdo deste gene utiliza Staphylococcus aureus como modelo. Associado a
isso, a diversidade de espécies encontrada no grupo dos ECN levanta questdes a
respeito deste gene ser o marcador de resisténcia em todas as espécies.

A resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos, especialmente a oxacilina, tem
sido correlacionada com a presenga da proteina PBP2a estafilococica. Neste
contexto, estudos sdo necessarios para a deteccdo da produgdo da proteina PBP2a
nos isolados avaliados. Associado a isso, existe a necessidade de estudos mais
acurados sobre a produgdo de PBP2a em estafilococos coagulase-negativos, uma
vez que os trabalhos utilizados na literatura utilizam S. aureus como modelo.

De acordo com o CLSI, isolados de estafilococos resistentes a cefoxitina sdo
resistentes aos antimicrobianos beta-lactimicos, fato ndo observado nos isolados
provenientes de animais no presente trabalho.
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ANEXO 01
Testes de identificagdo das espécies de Staphylococcus spp. coagulase-negativos, segundo

Koneman et al. (2008).
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ANEXO 2
Resultados obtidos através do teste de Qui-Quadrado (X?) com intervalo de seguranga de

95%:

1.Teste comparativo entre a difusdo em disco simples com oxacilina e a presenca do gene mecA4:
p-value = 0.009021

2. Teste comparativo entre o dgar screen e a presenca do gene mecA:
p-value = 0.01338

3. Teste comparativo entre o teste difusdo em disco modificada e a presenga do gene mecA:
p-value = 0.01898

4. Teste comparativo entre a microdilui¢do em agar e a presencga do gene mecA:
p-value = 0.0009312

5. Teste comparativo entre o teste microdiluicdo em caldo e presenga do gene mecA:
p-value = 0.6039

6. Teste comparativo entre a difusdo em disco simples com cefoxitina e a presenca do gene
mecA:

p-value = 6.954e-07
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