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RESUMO

MENDONCA, Elaine Concei¢do Liporage. Caracterizacio fenogenotipica da
resisténcia antimicrobiana em Staphylococcus spp. isolados de mastites clinicas e
subclinicas em unidades leiteiras de municipios do Rio de Janeiro como subsidio
para implementacio de medidas de controle. 89 p. Dissertacio (Mestrado em
Ciéncias Veterindrias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

A utilizagdo de antibidticos no controle das infec¢des intramamarias e na eliminagdo de
provaveis fontes de infec¢do nas fazendas leiteiras se constitui em importante medida de
controle. No entanto, o uso inadequado de antibidticos no tratamento da doenga pode
gerar o aparecimento de cepas resistentes e comprometer a eficiéncia do tratamento.
Bactérias do género Staphylococcus spp. estdo entre os principais agentes etioldgicos da
mastite bovina e sdo freqiientemente resistentes aos antimicrobianos, em especial aos
beta-lactdmicos, principalmente por dois mecanismos distintos: a producdo da enzima
extracelular beta-lactamase, codificada pelo gene blaZ, e a producdo de PBP2a ou
PBP2’, uma proteina ligante de penicilina de baixa afinidade, codificada pelo gene
mecA. A expressao do gene mecA ¢ constitutiva ou induzida por antibioticos
betalactamicos, como a oxacilina e cefoxitina. O gene mecA estad inserido no
cromossomo estafilococico através de um elemento genético moével, denominado
cassete estafilococico cromossomico mec (SCCmec). O presente estudo avaliou o perfil
fenogenotipico de resisténcia aos beta-lactdmicos em 250 isolados de Staphylococcus
spp, utilizando os marcadores oxacilina e cefoxitina, de modo a produzir dados que
possam contribuir para o conhecimento da resisténcia antimicrobiana em algumas
propriedades leiteiras das regides Sul-Fluminense e Metropolitana do Estado do Rio de
Janeiro com o objetivo de subsidiar a implementacdo de medidas de controle dessa
enfermidade. A avaliacdo da resisténcia foi feita a partir de 8 diferentes testes
fenotipicos, sendo obtidos 54 perfis. Os testes de difusdo em disco simples e dgar screen
com oxacilina foram utilizados como “padrdo ouro” para os calculos dos valores de
sensibilidade, especificidade e predi¢do por serem preconizados pelo CLSI veterinario.
O teste de difusdao em disco simples com cefoxitina foi o de melhor desempenho na
predicdo da resisténcia a oxacilina. Na avalia¢do genotipica, ndo foi detectado qualquer
isolado positivo para o gene mecA, ja os genes mecl e mecRI foram detectados
igualmente em 11,6% (29/250) dos Staphylococcus spp avaliados. Foram detectados os
quatro tipos de cassete mec analisados (I, II, III e IV), sendo o tipo I o que teve mais
ampla distribuicdo entre as regides estudadas. Gene blaZ foi detectado em 5,2%
(13/250) dos isolados, sendo que nestes, todo o sistema blaZ-blal- blaR1 foi detectado
em 23,1% (3/13) dos isolados.

Palavras-chave: Mastite bovina, resisténcia antimicrobiana, Staphylococcus spp..



ABSTRACT

MENDONCA, Elaine Conceicdo Liporage. Fenogenotipica Characterization of
antimicrobial resistance in Staphylococcus spp. isolated from clinical or subclinical
mastitis in dairy units of municipalities of Rio de Janeiro as a subsidy for
implementation of control measures. 89 p. Dissertation (Master in Veterinary
Science). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

The use of antibiotic in the control of intramammary infections and in the elimination of
its possible sources in dairy farms is an important control measure. However, the
inappropriate use of antibiotics can result in the appearance of resistant strains and
compromise the efficiency of the treatment. Besides Staphylococcus spp. are among the
main pathogens of bovine mastitis, they are often resistant to antibiotics, especially
beta-lactamics, mainly by two distinct mechanisms: the production of extracellular
enzyme beta-lactamase, encoded by the blaZ gene, and production of PBP2a or PBP2 '
a penicillin-binding protein with low affinity, encoded by the mecA gene. The
expression of mecA gene is constitutive or induced by beta-lactamic antibiotics, such as
oxacillin and cefoxitin. The mecA gene is inserted into the chromosome through a
staphylococcal mobile genetic element, called staphylococcal cassette chromosome mec
(SCCmec). The present study evaluated the phenogenotypical resistance profile to beta-
lactam antibiotics of 250 Staphylococcus spp. isolates, using oxacillin and cefoxitin as
markers in order to produce data to the knowledge of resistance in dairy farms located
in the South-Fluminense and the Metropolitan regions of the State of Rio de Janeiro to
support the implementation of measures to control this disease. The assessment of
resistance was made through 8 different phenotypic tests and yielded 54 profiles. Disk
diffusion and agar screen with oxacillin were used as "gold standard" for the calculation
of sensitivity, specificity and prediction once they are recommended by the CLSI
veterinarian as standardized tests. Disk diffusion with cefoxitin achieved the best
performance in the prediction of oxacillin resistance. Genotypic detection of mecA do
not provided any positive isolate, otherwise mecl and mecRI genes were also detected in
11.6% (29/250) of the studied Staphylococcus spp. Four cassette mec types were
detected (I, II, III and IV), being type I the most disseminated one. Gene blaZ was
detected in 5.2% (13/250) isolates. From these 13 blaZ positive isolates, the whole
system comprising blaR I-blal-blaZ was detected in 23.1% (3/13) isolates.

KEY WORD: Bovine mastitis, antibiotic resistance, Staphylococcus spp..
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APGF = Agua—Pepto-Glico-Fosfatada

BHI = Infuso Cérebro Coragao

CCS = Contagem de Cé¢lulas Somaticas

ccr: “Cassete Chromossome Recombinases”

CIM = Concentra¢ao Inibitéria Minima

CLSI: “Clinical and Laboratory Standards Institute”

CMT = “California Mastitis Test”

DNA = 4cido desoxiribonucléico

ECN: Estafilococos Coagulase Negativos

ECP: Estafilococos Coagulase Positivos

h = horas

H,0, = peréxido de hidrogénio

15431 ilha de patogenicidade 431

KOH = hidréxido de potassio

MH = “Miieller-Hinton”

mL = mililitros

mm = milimetros

mM = milimolar

MVF: Agar Manitol Vermelho de Fenol

MRSA = “Methicillin resistant Staphylococcus aureus” - Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina

NaCl = cloreto de s6dio

NCCLS: “National Committee for Clinical Laboratory Standards”
nm=nanometro

ORSA= Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina

pb = pares de base

PBP = “Penicillin Binding Protein” - Proteina Ligadora de Penicilina
pH = potencial hidrogenidnico

PCR = “Polymerase Chain Reaction” - reagao em cadeia de polimerase
rpm = rotagdo por minuto

SCCmec: cassete cromossomico de mec estafilocdocico

SIG: Grupo de Staphylococcus intermedius
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UlI= unidade internacional
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VP =“Voges Proskauer”
Lg = micrograma
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1. INTRODUCAO

A mastite ¢ uma inflamag¢do da glandula mamaria causada principalmente por bactérias,
dentre as quais o género Staphylococcus ocupa um papel importante na sua etiologia, sendo
freqlientemente isolado nas infec¢des clinicas e subclinicas. Apesar de inimeras pesquisas
voltadas para o controle desta enfermidade, a mastite continua sendo o maior problema da
industria leiteira, causando severas perdas economicas decorrentes da redugdo da producao
lactea, perda da qualidade do leite e pode ser considerada como sério problema para saude
publica.

O controle da mastite tem como chave a prevencdo, ja que a erradicagdo desta
enfermidade ¢ impossivel. O manejo adequado no momento da ordenha (higiene,
procedimentos e utensilios) pode diminuir o nimero de animais acometidos por casos de
mastite clinica e subclinica, reduzir a taxa de novas infec¢des, diminuir a CCS (contagem de
células somaticas) do leite dos animais de forma consideravel. Além disso, melhorar a
qualidade do leite produzido, o que trard beneficios diretos aos produtores de leite, industrias
e consumidores.

Além das medidas higiénicas indicadas durante a ordenha para reduzir os indices de
infeccdo da glandula mamaria, a utilizacdo de antibidticos ¢ uma medida importante no
controle das infecgdes intramamarias, além de eliminar provaveis fontes de infec¢do nas
fazendas leiteira. No entanto, o uso inadequado de antibioticos no tratamento da doenga pode
gerar o aparecimento de cepas resistentes e comprometer a eficiéncia do tratamento.

Isolados de Staphylococcus spp. sdo freqiientemente resistentes aos antibidticos beta-
lactamicos, incluindo & oxacilina, que representa um marcador para avaliagcdo da resisténcia
cruzada com todos os antimicrobianos desta classe. A resisténcia estafilococica aos
antibidticos beta-lactamicos deve-se principalmente a dois mecanismos distintos, como a
produgdo da enzima beta-lactamase codificada na maioria das vezes por plasmideos e a
producao de PBP2a.

O mecanismo de resisténcia a penicilina associada a produ¢do da beta-lactamase, uma
enzima extracelular, ¢ decorrente da hidrolise do anel beta-lactdmico apos a exposi¢ao do
microrganismo ao antibidtico. A sintese de beta-lactamase em Staphylococcus spp. ¢
codificada pelo gene plasmidial blaZ ou cromossomal e pode ser constitutiva ou regulada
pela presenca do antibiotico, através de dois genes adjacentes, blal e blaRI. O primeiro ¢ um
repressor da transcrigao de blaZ, e o segundo, um anti-repressor. Quando a penicilina esté
presente, a proteina se liga a enzima BlaRI, presente na membrana celular, que por sua vez
cliva a enzima Blal, ativando o promotor de blaZ e conseqlientemente iniciando a produgao
de beta-lactamase.

Outro mecanismo de resisténcia ¢ a alteracdo do sitio de acdo do antibidtico pela
produg¢do de uma proteina ligante de penicilina adicional (PBP2a ou PBP2’), de baixa
afinidade, que esta ausente em isolados de Staphylococcus spp. sensiveis a meticilina e €
codificada pelo gene mecA. Pesquisadores identificaram o elemento regulador mecRI-mecl, o
qual ¢ um divergon do gene mecA e estd localizado na por¢do “upstream” deste gene. Os
genes mecl e mecRI, tem atividade repressora e anti-repressora, respectivamente, sobre o gene
mecA. A regulacao da expressao de resisténcia ocorre por ligacdo de um betalactdmico com a
proteina MecRI (produto de mecRI = anti-repressor de mecA), que ativada, cliva a Mecl
(produto do gene repressor mecl) € permite a transcricdo de mec4 com produgdo de PBP2a. A
expressdo do gene mecA € constitutiva ou induzida por antibidtico betalactamico, como a
oxacilina e meticilina .

O gene mecA esta inserido no cromossomo estafilococico através de um elemento
genético movel, denominado cassete estafilococico cromossomico mec (SCCmec-



“staphylococcal cassette chromosome™), que pode ser transferido via plasmideos, transposons,
e se integrarem a ilhas de patogenicidade do genoma bacteriano. O SCCmec ¢ composto por
diversos elementos genéticos essenciais: o complexo mec, composto pela ilha de
patogenicidade IS431, os genes mecA e seus reguladores mecl e mecRI, € o complexo ccr
(Cassete Chromossome Recombinases), caracterizado pela presenga de genes que codificam
recombinases. Com base na classe do complexo dos genes mec e ccr presentes € em suas
combinagdes, os cassetes SCCmec sdo classificados em sete tipos, I, ILIII, IV, V, VI e VIL

Diversos estudos que abordaram a suscetibilidade a antimicrobianos de patégenos da
mastite bovina no Brasil apontam para um aumento crescente no padrao de resisténcia. Logo,
o conhecimento de padrdoes de resisténcia aos antimicrobianos ¢ fundamental para o
desenvolvimento de métodos preventivos efetivos para o controle da doenca e para a
elaboracdo de estratégias de tratamento quando necessario.

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de conhecer a realidade de algumas
propriedades leiteiras das regides Sul-Fluminense e Metropolitana do Estado do Rio de
Janeiro, através de visitas que permitiram observar o manejo € as condi¢des sanitarias destas,
bem como coletar amostras de leite mastitico buscando isolamento de espécies do género
Staphylococcus e avaliar o perfil fenogenotipico de resisténcia desses isolados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mastite

O termo mastite deriva das palavras gregas mastos, que significa “peitos”” e itis que
significa “inflamagdo”. Logo, pode-se dizer que a mastite caracteriza-se por uma inflamagao
da glandula mamaria cuja etiologia pode ser de origem tdxica, traumatica, alérgica,
metabolica e infecciosa, sendo esta ultima a mais freqiiente (FONSECA; SANTOS, 2000).

A mastite ¢ conhecida desde que o homem domesticou a vaca e apesar de todo o
avango cientifico continua sendo a enfermidade mais comum e dispendiosa no mundo inteiro
(WATTS, 1988).

A infec¢do da glandula mamaria bovina continua sendo o maior problema da industria
leiteira, apesar das inumeras pesquisas voltadas para o controle desta enfermidade, causando
severas perdas econdmicas decorrentes da reducao da producao lactea (COSTA et al. 2000),
perda da qualidade do leite (REIS et al. 2003) e pode ser considerada como sério problema
para saude publica (TYLER et al. 1992, CARDOSO et al. 1999). Segundo Santos et al. (2004)
a colonizagdo da glandula mamaria bovina por bactérias patogénicas resulta em eventos que
conduzem a alteracdes na composicdo do leite. Inicialmente ocorrem elevados niveis de
bactérias patogénicas, seguido pelo aumento marcante no nimero de células somaticas.

A enfermidade pode ser classificada como:

- Clinica, onde se observa a presenca dos sinais evidentes de inflamacdo como edema,
rubor, aumento de temperatura, endurecimento, dor e pus, além de alteragdo das
caracteristicas do leite como a presenca de grumos (BRADLEY et al., 2002).

« Subclinica, ao contrario da forma clinica, ndo ocorrem mudangas visiveis no aspecto
do leite ou do tibere (PERSSON WALLER et al., 2003). Esta caracteriza-se por altera¢des na
composicao do leite, tais como aumento na contagem de células somaticas (CCS), dos teores
de cloro e sddio, e dos teores de proteinas séricas; além da diminuigdo nos teores de caseina,
lactose, gordura e calcio do leite (GIANOLA et al., 2004); fazendo com que haja menor
rendimento na producao de seus derivados, além de diminuir o tempo de prateleira do produto
(BRADLEY et al., 2002). Estudos revelaram que a reducdo na producao do leite ¢ decorrente
as alteracdes nas cé€lulas epiteliais secretoras e na permeabilidade do alvéolo secretor durante
a infec¢ao (FONSECA; SANTOS, 2000; COSTA et al., 2000).

A mastite pode ser de duas origens:

» Ambiental, neste caso a maioria das novas infecgdes ocorre durante o periodo entre
as ordenhas, embora também haja ocorréncia de novos casos durante a ordenha,
especialmente em situacdes nas quais ha problemas de funcionamento do sistema de ordenha.
A enfermidade esta associada a patdgenos ambientais oportunistas que estdo presentes no
habitat normal dos animais, em locais que apresentam esterco, urina, barro € camas organicas,
com destaque para a espécie Escherichia coli. Além disso, dada a grande disseminagao destas
bactérias ambientais na fazenda, todas as categorias animais estdo sob risco: vacas em
lactagdo, vacas secas e novilhas (BEAUDEAU et al., 2002).

« Contagiosa, ao contrario da mastite ambiental, este caso de mastite caracteriza-se por
baixa incidéncia de casos clinicos e alta incidéncia de casos subclinicos, geralmente de longa
duragdo ou cronicos e apresentam alta contagem de células somaticas (CCS). Esse tipo de
mastite ¢ causado por patogenos cujo habitat preferencial € o interior da glandula mamaria e a
superficie da pele dos tetos. Desta forma, o principal momento de transmissao ocorre durante



a ordenha (SVILAND & WAAGE, 2002; SOMMERHAUSER et al., 2003). Os agentes mais
envolvidos sdo Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae. (BRITO & BRITO, 2000).
Sendo o primeiro, o patdégeno contagioso mais frequentemente isolado do leite mastitico
(COELHO et al., 2009; PINHEIRO et al. 2004).

Segundo Pedersen et al. (2003) quando um agente patogénico invade a glandula
mamaria, o organismo do animal reage, mandando para o local células de defesa,
principalmente leucocitos, a maioria neutrofilos polimorfonucleares, para tentar reverter o
processo infeccioso. Essas células de defesa somadas as células de descamacgdo do epitélio
secretor sdo chamadas células somaéticas.

A mastite faz com que as células epiteliais do tecido secretor, os alvéolos, sejam
substituidas por tecido conjuntivo, ocasionando queda na produgao de leite, pois para células
somaticas alcangarem o interior dos alvéolos e combater as bactérias, passam por entre duas
células secretoras de leite e acabam destruindo estas células (SOMMERHAUSER et al.,
2003). O aumento na CCS ¢ a principal caracteristica utilizada para o diagndstico da mastite
subclinica. Dessa forma, existem vdrios testes que avaliam o teor de células somaticas do
leite, e entre esses testes destaca-se o CMT (California Mastitis Test) (RUPP et al., 2000).

2.2. Aspectos economicos e epidemiologicos da mastite bovina

Entre as enfermidades que acometem os bovinos leiteiros, a mastite bovina ¢ a que
causa os maiores prejuizos a cadeia produtiva (RIBEIRO et al., 2003). Acredita-se que 15 a
20% das vacas leiteiras estejam infectadas por alguma forma de mastite. As perdas
econOmicas estdo relacionadas principalmente a reducao da producao leiteira, gastos com o
tratamento, descarte e morte prematura dos animais, custos com drogas e com servicos
veterindrios e prejuizos na industria leiteira em conseqiiéncia da perda do valor bioldgico do
leite que altera a qualidade dos subprodutos industrializados (GODDEN et al., 2002;
RADOSTITS et al., 2002).

No caso das infecgdes subclinicas, os prejuizos sdo maiores, levando-se em
consideracdo a sua frequéncia nos rebanhos e a longa persisténcia inaparente de infecgdes. A
continua ag¢ao irritante de microorganismos sobre a mucosa, durante uma ou varias lactagdes,
provoca perda progressiva do epitélio secretor, reduzindo a producdo lactea
(SOMMERHAUSER et al., 2003).

Busato et al. (2000) afirma que o prejuizo acarretado pela mastite constitui cerca de
25% de todas as doengas de importancia econdmica, que a mastite clinica representa 18% do
prejuizo total por causar morte ou descarte prematuro e que a reducdo na producdo total ¢
representada principalmente pela mastite subclinica (82%). Além disso, compromete a
qualidade do leite por determinar sérias alteragdes na composicdo do leite, devido a
diminui¢do na gordura, lactose, caseina, calcio e fosforo.

Estima-se que, anualmente, as perdas mundiais devido a mastite aproximam-se de 35
bilhoes de dolares. Nos Estados Unidos, o custo anual da mastite tem sido estimado em 1,5 a
2,0 bilhdes de dolares, enquanto que as perdas de produgdo de leite, devido a mastite
subclinica, e custos de reposicdo associados a alta contagem de células somaticas (CCS)
foram estimados em 960 milhdes de doélares (Silva, 2008). No Brasil o produtor arca com
altos custos para tratar as vacas com mastite. Os prejuizos sao calculados com perdas de 17%
do volume total de producdo de leite em decorréncia da doenga. Em 2008, por exemplo,
quando a produgdo no pais foi de 27 bilhdes de litros, segundo a Embrapa, a perda seria de R$
2,3 bilhdes para o Brasil (EMBRAPA, 2008).



A enfermidade geralmente ¢ o resultado final da interagdo de varios fatores, que
podem ser individuais ou ambientais. Nos fatores individuais, estdo incluidos os mecanismos
de defesa do animal e a anatomia da glandula mamaria. Os ambientais estao relacionados com
o tipo de clima da regido, limpeza das instalagdes, alimentagdo e a capacidade do
microrganismo se instalar no organismo do animal (WHIST et al., 2006).

A redugdo quantitativa e qualitativa do leite provocada pela mastite subclinica no
quarto infectado, na vaca ou no rebanho, varia muito, dependendo de fatores ligados a
natureza do(s) agente(s) etioldgico(s), da resposta imunitdria do animal, da evolucdo e
duracdo da infec¢do e da propagacdo da mastite no rebanho. Estas condi¢des ainda sdo
influenciadas pelos cuidados e medidas sanitarias adotadas (BAREILLE et al., 2003).

A demanda por uma maior qualidade dos produtos por parte das industrias lacteas vem
promovendo o desenvolvimento de linhas de investigacdo orientadas para o desenvolvimento
de estratégias de manejo apropriada para controlar as infecgdes mamarias (BUZZOLA et al.,
2001; SORDELLI et al., 2000).

A prevengao ¢ a chave para o controle da mastite, uma vez que sua erradica¢do nao ¢
possivel. Um adequado manejo de ordenha (higiene, procedimentos e equipamentos correios)
pode diminuir o nimero de animais acometidos por mastite clinica e subclinica, reduzir a taxa
de novas infeccdes, melhorar a CCS (contagem de células somaticas) do rebanho e a
qualidade do leite produzido, o que trara beneficios diretos aos produtores de leite, industrias
e consumidores (RUPP et al., 2000; SANTOS et al., 2003).

Para que se realize um programa de prevencao e controle da mastite, Radotits et al.
(2002), recomenda: imersdo de tetos pré e pos-ordenha de todos os animais ordenhados com
desinfetante germicida que ndo agrida a pele dos tetos; descarte de animais que apresentam
mastite cronica ou mais de trés casos clinicos na mesma lactagdo; tratamento adequado e
imediato de todos os casos clinicos; adog¢ao de terapia da “vaca seca” para todos os animais
do rebanho; correta manuten¢ao do equipamento de ordenha.

Rupp et al., (2000) afirma que o primeiro passo do programa ¢ verificar o "status"” de
mastite do rebanho antes de qualquer alteracio do manejo € que um dos pontos mais
importantes no controle da mastite ¢ conscientizagdo dos produtores das perdas econdmicas e
educagdo sanitaria dos tratadores e ordenhadores, sendo a higiene destes um ponto crucial na
profilaxia da enfermidade. As maos dos ordenhadores sdo o grande agente transmissor de
bactérias para o Ubere, o leite e todo o material utilizado (DINGWELL et al., 2004).

Segundo Busato et al. (2000) na pratica ¢ muito mais facil prevenir a mastite
contagiosa que a ambiental, ¢ uma particularidade da mastite ambiental ¢ o fato de que
geralmente manifesta-se em rebanhos bem manejados e com baixa contagem de células
somaticas. Lembra ainda que um rigido manejo e higiene na ordenha sem ado¢ao de medidas
de controle ambiental (barro, lama, esterco, cama organica, etc), pode resultar na queda
significativa na CCS, seguida de surtos de mastite ambiental clinica aguda.

Além das medidas higiénicas indicadas durante a ordenha para reduzir os indices de
infeccdo da glandula mamaria, a utilizacdo de antibidticos ¢ uma medida importante no
controle das infecgdes intramamarias, além de eliminar provaveis fontes de infec¢do nas
fazendas leiteiras (ERSKINE et al., 2000). No entanto, o uso inadequado de antibidticos no
tratamento da doenca pode gerar o aparecimento de cepas resistentes e comprometer a
eficiéncia do tratamento (BARBERIO et al. 2002).

De acordo com Brito et al. (2001), diversos estudos sobre a sensibilidade
antimicrobiana realizados no Brasil com patdgenos envolvidos na mastite bovina demonstram
um aumento crescente no padrao de resisténcia, principalmente para S. aureus.



2.3. Género Staphylococcus e sua importancia na etiologia das mastites.

O género Staphylococcus esta amplamente distribuido na natureza e faz parte da
microbiota normal da mucosa e da pele de mamiferos e aves. Atualmente abrange mais de 50
espécies e 24 sub-espécies registradas no banco de dados Taxonomy Browser, sendo 20
espécies associadas a uma ampla variedade de infec¢des de carater oportunista, comumente
isoladas de amostras bioldgicas em seres humanos e animais. O género Staphylococcus
pertence a familia Staphylococcaceae (LUDWIG, 2009), a qual ¢ constituida também pelos
géneros Planococcus, Micrococcus e Stomatococcus (NCBI, 2011).

Os estafilococos sao classificados como cocos Gram-positivos organizados em forma de
cachos de uva, devido a sua divisao de planos perpendiculares onde as células permanece
ligadas um a outra depois de cada divisdo sucessiva. Também podem se agrupar aos pares, em
tétrades ou em massas irregulares. Sao imdveis, ndo esporulados e produtores da enzima
catalase. Os membros da familia Staphylococcaceae sdo diferenciados da familia
Streptococcacae pela positividade a prova da catalase, que detecta a presenga de citocromo
oxidase, exceto para S. aureus subsp anaerobius e S. saccharolyticus, que sdo espécies
estritamente anaerdbias. (KONEMAN et al., 2008).

Apresentam coldnias grandes, com 1 a 2 mm de didmetro, opacas, convexas, cremosas ¢
suas cores variam do branco a varios tons de amarelo, dependendo da espécie. Sao mesofilos,
apresentando temperatura 6tima de 35°C a 37°C e sdo tolerantes a concentragdes de 10% de
cloreto de so6dio (FRAZIER; WESHOFF, 2000). Apresentam capacidade de crescer dentro de
uma escala compreendida entre os valores de pH 4,0 ¢ 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 presenca 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 descri¢ao
taxondmica, 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, 1976).

As espécies de Staphylococcus sdo separadas em dois grupos distintos, com base na
sua capacidade de produzir a enzima coagulase, sendo o género dividido em dois grupos:

- Staphylococcus coagulase-positivos, este grupo inclui as principais espécies
patogénicas de Staphylococcus, destacando-se Staphylococcus aureus, que € capaz de se
instalar e causar enfermidade em uma grande variedade de espécies animais (SAKAI, 2004).
Na medicina veterinaria, outros estafilococos coagulase-positivos sao descritos como
patoégenos importantes, como o Staphylococcus intermedius, cuja reclassificacdo foi proposto
por Devriese et al. (2005), criando o grupo de S. intermedius (SIG), incluindo S. intermedius ¢
as espécies S. pseudintermedius ¢ S. delphini. Outros significativos coagulase-positivos em
animais sao S. schleiferi subsp. coagulans, S. aureus subsp. anaerobius (SOUZA et al. 2012)

A proteina coagulase tem a capacidade de transformar o fibrinogénio em fibrina por
um mecanismo diferente dos naturais de coagulagdo (PALMA et al., 1999). Esta proteina ¢
codificada pelo gene coa que possui uma conservada e uma regido polimorfica repetida, as
quais podem ser usadas para medir a afinidade entre os isolados de Staphylococcus coagulase
positiva (REINOSO et al., 2006).

- E o grupo dos Staphylococcus coagulase-negativos (ECNs), o qual inclui a maioria
das espécies de Staphylococcus, consideradas tradicionalmente como os menores agentes



infecciosos e agora se tornaram mais comuns (HUXLEY et al., 2002). As espécies que tem
sido mais isoladas de espécimes clinicos de animais sdo Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus simulans, Staphylococcus xylosus, chromogenes aureus, Staphylococcus
warneri, Staphylococcus haemolyticus, sciuri aureus, Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus hominis, Staphylococcus caprae, Staphylococcus cohnii subsp. cohnii,
Staphylococcus cohnii  subsp. urealyticus, Staphylococcus capitis subsp. capitis e
Staphylococcus capitis subsp. urealyticus (LILENBAUM et al, 2000; PEREIRA et al, 2009;
PYORALA et al, 2009; SOARES et al, 2008).

Os métodos convencionais de identificagdo dos ECNs foram originalmente
desenvolvidos para cepas humanas e seu mau desempenho para identificacdo de cepas de
origem animal parece estar relacionada a um numero limitado de cepas de veterinaria em
bancos de dados (Bes et al., 2000). Além disso, o método de referéncia desenvolvido pela
Bannerman (2003) ¢ caro e muito demorado para ser usado em um laboratorio clinico. Por
isso, varios alvos moleculares tém sido explorados para a identificagdo molecular de espécies
de Staphylococcus, incluindo o gene groEl (Goh et al., 1996), que sera estudado em projetos
em andamento do Laboratério de Bacteriologia Veterinaria da Universidade Fderal Rural do
Rio de Janeiro.

Em geral, os Staphylococcus spp. apresentam uma relagdo de comensalismo com o
hospedeiro, estando presente em pele e algumas mucosas de forma equilibrada, sem causar
danos. No entanto adquirem potencial patogé€nico se tiverem acesso aos tecidos pelo
rompimento da barreira cutanea, através de microfissuras no teto da vaca, causadas por
processos traumaticos, por isso, sdo ditos microrganismos essencialmente oportunistas, uma
vez que prevalecem de inimeras situacdes organicas para produzir graves infeccoes (CUNHA
et al., 2002).

Apo6s a entrada na glandula mamaria e a formac¢ao de microabcessos, estes poderdo
romper-se num momento de maior fragilidade do sistema imunolégico do animal, liberando o
microrganismo no interior da glandula mamaria e caracterizando as infeccdes de longa
duracdo, com tendéncia a se tornarem cronicas € com baixas taxas de cura que sao proprias do
agente (SABOUR et al., 2004). Staphylococcus spp. apresentam elevado risco potencial de
bacteremia em animais imunocomprometidos (HUDOME; FISHER, 2001; CUNHA et al.,
2002).

Burton e Erskine (2003) avaliaram diversos trabalhos sobre mecanismos de controle
das mastite e concluiram que as células de defesa (neutrofilos) e os anticorpos sdo as
principais barreiras de defesa do ubere contra infecgdes bacterianas. Esta resposta varia em
intensidade dentre as vacas, havendo aquelas reagem a infec¢do, podendo se curar, enquanto
outras ndo ou tém uma resposta débil, apresentando casos prolongados, recidivas e casos mais
graves. Quando estes sistemas falham ou sdo insuficientes surgem as mastites clinicas.

2.4. Resisténcia antimicrobiana em Staphylococcus spp.

Além de sua importancia como patégeno em diversos quadros de infeccdes os
estafilococos apresentam elevada resisténcia aos antimicrobianos, desenvolvida,
principalmente devido ao uso inadequado destes farmacos. O que propicia o aparecimento de
cepas multi-resistentes, € o consequente comprometimento da eficiéncia do tratamento das
enfermidades causadas por esses microrganismos (BARBERIO et al., 2002).



2.4.1. Fluoroquinolonas

As fluorquinolonas (ciprofloxacina, enrofloxacina e norfloxacina) representam uma
classe de agentes antimicrobianos amplamente utilizados em medicina humana e veterinaria,
no tratamento de uma variedade de infec¢des bacterianas. Estes farmacos possuem amplo
espectro de atividade, toxidade minima sobre eucariotos e facil penetracdo na maioria das
células bacterianas (BLONDEAU et al., 2003).

O mecanismo de acdo das quinolonas ocorre por inibicdo da atividade da enzima alvo,
DNA girase, uma toposisomerase IV, responsavel primariamente pela introducdo de um
superenovelamento negativo do DNA, na presenca de ATP. Estas alteracdes no estado
topolégico do DNA desempenham fungdes nos processos de replicacdo, transcri¢ao,
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 indu¢do de bomba de efluxo de multiplos
antimicrobianos, denominados NorA, o qual promove o efluxo ativo de diversos compostos,
inclusive fluoroquinolonas (LOWY, 2003).

2.4.2. 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 infeccdo. Estes agentes se ligam aos ribossomos, interferindo na sintese protéica. A
resisténcia aos aminoglicosideos estd associada a modificacdes nos grupamentos amino ou
nos grupos hidroxila e com isso perdem a habilidade de se ligar ao ribossomo, ndo inibindo a
sintese protéica (SHAW et al., 1993). Além das enzimas modificadoras de aminoglicosideo,
sistema de efluxo e mutagdes no rRNA tém sido descritos como marcadores responsaveis pela
resisténcia (YOU et al., 2000).

2.4.3. Tetraciclina

As tetraciclinas sdo bacteriostaticos de amplo espectro que atuam por inibicdo da
sintese de proteinas, bloqueando a unido de tRNA ao complexo ribossémico 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 aos estafilococos sao codificados pelos
genes tet(M) e tet(O) que sdo proteinas que protegem os sitios de ligacdo das tetraciclinas aos
ribossomos bacterianos protegendo-os contra a acdo antimicrobiana deste farmaco. De forma
menos freqiliente, porém usual, um outro mecanismo de resisténcia as tetraciclinas pode ser
determinado pela expressdo de proteinas codificadas pelos genes tet(K) ou fet(L) que
promovem o bombeamento do antibiotico para fora das células (CHOPRA; ROBERTS, 2001;
CULEBRAS et al., 2002; ZENG et al., 2006). O gene de resisténcia fet(M) ¢ freqiientemente
segregado por transposons conjugativos da familia Tn916, que também estdo envolvidos na
segregacao de genes do tipo erm que promovem a resisténcia a eritromicina (CHOPRA &
ROBERTS, 2001; CULEBRAS et al., 2002; ZENG et al., 2006).

2.4.4 Betalactamicos

Isolados de Staphylococcus spp. sdo freqiientemente resistentes aos antibidticos beta-
lactamicos, incluindo & oxacilina, que representa um marcador para avaliagcdo da resisténcia



cruzada com todos os antimicrobianos desta classe. Limitando assim, cada vez mais a escolha
do antibiotico para o tratamento das infec¢des (COELHO et al., 2009).

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,
especialmente, trés classificagdes: penicilinas naturais (ex. penicilinas G e V),
aminopenicilinas (ex. ampicilina e amoxicilina) e penicilinas antiestafilocdcicas, como a
oxacilina e a meticilina, sendo esta Ultima, ainda ndo utilizada no Brasil (BLACK, 2002;
LOWY, 2003). Além das penicilinas, também pertencem a este grupo as cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenémicos.

2.4.1.1 Penicilinas

No inicio da década de 40, quando a penicilina comecgou a ser comercializada nos
Estados Unidos, todas as bactérias do género Staphylococcus eram susceptiveis a esse
medicamento, porém em poucos anos foram isoladas cepas resistentes (ITO et al., 2003). Para
combater essas novas infec¢des, foram utilizados outros antibioticos lancados a época, como
eritromicina, tetraciclina e aminoglicosideos, o que resultou no surgimento de cepas multi-
resistentes ja na década de 50 (ITO et al., 2003).

Em 1960 foi langado um novo antibiotico, uma penicilina sintética que possuia
atividade bactericida inclusive contra as bactérias multi-resistentes, a meticilina (WASHERA
et al., 2006). A comunidade médica e cientifica ficou entdo convencida que tinha armas
suficientes para combater qualquer tipo de infec¢do que pudesse surgir (LOWY et al., 2003).
Tal consideragdo, entretanto foi revista quando, somente um ano apos o langamento da
meticilina, Jevons et al. (1961) descreveu o isolamento de uma cepa resistente ao novo
antibiotico.

Embora a maioria dos isolados de estafilococos clinicamente significativos apresentem
resisténcia a penicilina, esses farmacos ainda sdo amplamente utilizados no tratamento das
infecgdes estafilococicas em animais, pois oferecem vantagens devido ao baixo custo, sendo,
portanto recomendados para o tratamento de varias enfermidades, na tentativa de que os
isolados sejam sensiveis (GRAHAN, 2000).

A resisténcia aos antibioticos p-lactdmicos tem sido relatada em bactérias de origem
animal, incluindo as espécies Escherichia coli, Salmonella spp., Campylobacter spp.,
Enterococcus spp. € Staphylococcus spp. provenientes de animais de produgdo e animais de
companhia, que podem atuar como reservatorios dessa resisténcia para humanos. Os
mecanismos de resisténcia aos B-lactamicos incluem: reducdo do transporte até alvo celular
(reducdo da afinidade de PBPs), alteragdo do sitio ativo, bombas de efluxo e inativagdo por [3-
lactamases (LI; NIKAIDO, 2004). Diversos tipos de enzimas [-lactamases tem sido
identificadas em diferentes espécies bacterianas, dentre estas, os Staphylococcus spp.
apresentam a capacidade de expressar [-lactamases que atuam como mecanismo de
resisténcia para multiplos antimicrobianos. Os genes que codificam para estas enzimas podem
coexistir com outros determinantes para resisténcia antimicrobiana contidos em transposons,
integrons e plasmideos que contribuem para a disseminagdo intra e interespecifica (LI et al.,
2007).

Antibioticos que possuem o anel beta-lactamico atuam na inibi¢ao da sintese da parede
celular bacteriana através da ligacdo com proteinas especificas associadas a sintese de
peptidoglicano (“PBP” — Proteina Ligante de Penicilina), assim denominadas por se ligarem a
estes antibioticos. As “PBPs” sdo proteinas de membrana que estdo envolvidas na biossintese
da parede celular e que possuem fungdo de transpeptidase (LOWY, 2003). Estas proteinas
catalisam a reagdo de transpeptidacao que faz a ligagao cruzada dos peptidoglicanos da parede



celular. As quatro principais “PBPs” sdao PBP 1, 2, 3 ¢ 4 e sdo produzidas tanto por isolados
de Staphylococcus spp. sensiveis como resistentes (CHAMBERS, 1997). Promovem a
formacdo das pontes transversas de pentaglicinas do peptidoglicano, através da ligacao da D-
alanina de uma cadeia peptidica com a L-lisina da cadeia subseqiiente. Os antimicrobianos f3-
lactamicos ao inibirem estas “PBPs”, impedem a formacao da camada de peptidoglicano da
parede celular de forma correta, levando a formag¢do de uma parede celular fragil que nao
suporta a diferenca osmotica, levando a lise celular bacteriana (CHAMBERS, 1999; WEESE
et al., 2005).

A resisténcia estafilococica aos antibioticos beta-lactamicos deve-se principalmente a
dois mecanismos distintos: a produ¢do da enzima beta-lactamase codificada na maioria das
vezes por plasmideos e a producdo de PBP2a.

O mecanismo de resisténcia a penicilina associada a produ¢do da beta-lactamase, uma
enzima extracelular, ¢ decorrente da hidrolise do anel beta-lactamico apos a exposi¢ao do
microrganismo ao antibidtico (STAPLETON; TAYLOR, 2002; LOWY, 2003). A sintese de
beta-lactamase em Staphylococcus spp. ¢ codificada pelo gene plasmidial blaZ ou
cromossomal e pode 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 transcricdo de blaZ, e o segundo, um anti-repressor. Quando nao
existe penicilina no meio, Blal se liga ao promotor de blaZ, inibindo a transcrigdo do gene.
Quando a penicilina estd presente, a proteina se liga a enzima BlaRI, presente na membrana
celular, que por sua vez cliva a enzima Blal, ativando o promotor de blaZ e conseqilientemente
iniciando a producdo de beta-lactamase (GREGORY et al., 1997; LEWIS et al., 1999;
CLARKE; DYKE, 2001). A ativagdo de blaZ inicia-se com a acilagdo irreversivel
concomitante a abertura do anel betalactimico. A acilagdo ¢ o primeiro evento na transdugao
do sinal (WILKE et al., 2005; GOLEMI-KOTRA et al., 2003). O antibidtico liga-se a parte
extracelular (terminal carboxil) de BlaR1 e causa uma mudanca conformacional que leva a
ativacdo proteolitica intracelular de BlaRI. O segundo evento na transdu¢@o de sinal ¢ uma
discreta clivagem proteolitica do dominio intracitoplasmatico de BlaRI. A autoclivagem ¢
seguida pela propagacdo citoplasmatica do sinal e posteriormente pela protedlise da proteina
repressora. O repressor Blal apos clivado pela protease BlaRI libera blaZ do controle
transcricional negativo, permitindo a transcri¢do de blaZ e sintese da beta-lactamase (FUDA
et al., 2005) (Figura 1).

10



Regifo do operon

>
blaz blaR1 bilal
- BlaR2
3-1 Blal
V(‘ actamase / . -
(ativo) 0

DU 80 IV. !

J-lactamase " . .
| - Bial Blal / Clivagem

{ativo) (inativo)

Intracellular

Extracellular

Hidrélise e
R S inativagéo F\ S >
_—-— a
2 HN P Dominio da PBP
w N——7
v, O oo coH 0
" P~ CO.H
Acido Peniciléico Penicilina .
{ativa)

{inativo)

Figura 1. Esquema do funcionamento do operon Blaz que codifica a produgdo de B-lactamase,
uma enzima que inativa a penicilina.
Fonte:Lowy et al. (2003), com adaptagdes.

A oxacilina foi a primeira penicilina semi-sintética resistente a beta-lactamase, porém
o mecanismo de resisténcia anteriormente baseado na inativacdo da droga por acdo
enzimatica, foi substituido ou acrescido por um segundo mecanismo baseado na alteragcdo da
enzima alvo, a PBP (LOWY, 2003).

Esse mecanismo de resisténcia esta associado a alteracdo do sitio de agdao do
antibiodtico 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
e € codificada pelo gene mecA (KATAYAMA et al., 2001; KURODA et al., 2001). Hiramatsu
e colaboradores (2001) identificaram o elemento regulador mecRI-mecl, o qual ¢ um divergon
do gene mecA e esté localizado na porc¢ao “upstream’ deste gene. Os genes mecl € mecRI, tem
atividade repressora e anti-repressora, respectivamente, sobre o gene mec4A (MCKINNEY et
al., 2001). A regulagdo da expressdo de resisténcia ocorre por ligacdo de um betalactimico
com a proteina MecRI (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 expressao do gene mecA ¢ constitutiva ou induzida por antibiotico betalactamico,
como a oxacilina e meticilina (LOWY, 2003) (figura 2). Vale ressaltar que a estrutura de
regulagao do gene mecA ¢ similar ao do gene blaZ, que produz a B-lactamase (Figura 1).
Apesar da semelhanca na cadeia de sinalizagdo e do objetivo desses genes, o meio pelo qual
eles conferem resisténcia a bactéria sdo muito diferentes.
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Figura 2. Complexo do gene mec.
Fonte: Lowy et al. (2003), com adaptagdes.

A produgdo de PBP2a com baixa afinidade aos antimicrobianos beta-lactamicos,
substitui as fungdes das PBPs de alta afinidade, permitindo que a célula se desenvolva em
concentragdes do antibiotico que em outras condi¢des seriam letais. E é, 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
(PETINAKI et al., 2001; SWENSON et al., 2005).

Nos ultimos anos, o CLSI padronizou o uso do disco de cefoxitina, uma cefalosporina
de segunda geragdo, para deteccao do gene mecA por ser um forte indutor de seu sistema
regulatorio. Estudos t€m relatado maior eficacia em testes de difusdo em disco com cefoxitina
correlacionado com a presenca do gene mecA, em relagdo ao uso da oxacilina (SWENSON et
al., 2005). Este farmaco induz a produ¢do de PBP2a e tém provavelmente uma afinidade
elevada para PBP2 estafiloc6cica (DANCER, 2001).

O gene mecA regula a producao de uma proteina alvo modificada de baixa afinidade
pelos antibioticos B-lactamicos, denominada de PBP2a ou PBP2’ (MOON et al., 2007). Este
gene ¢ inserido no cromossomo estafilococico através de um elemento genético movel,
denominado cassete estafilococico cromossomico mec (SCCmec-“staphylococcal cassete
chromosome”), que pode ser transferido via plasmideos, transposons, e se integrarem a ilhas
de patogenicidade do genoma bacteriano (KATAYAMA, ITO; HIRAMATSU, 2000).

Ha mais de uma década, a literatura relata a ocorréncia de diferentes tipos de SCCmec
em isolados estafilococicos de origem humana (ITO et al., 2001; DAUM et al., 2002), mas a
existéncia deste sistema cromossdmico em isolados provenientes de animais tem sido relatada
em trabalhos recentes (JANSEN et al., 2009).

O SCCmec ¢ composto por diversos elementos genéticos essenciais: o complexo mec,
composto pela ilha de patogenicidade IS431, os genes mecA e seus reguladores mecl e mecRI,
e o complexo ccr (Cassete Chromossome Recombinases), caracterizado pela presenca de
genes que codificam recombinases. Esses complexos genéticos possuem terminais invertidos
que podem ser reconhecidos pelas recombinases tanto do complexo ccr quanto pelo gene mec.
O restante do DNA presente no SCCmec ¢ denominado regido “J” (J significa sucata —
junkyard em inglés), que contém varios genes ou pseudogenes que aparentemente nao sao
utilizados pela célula bacteriana (ITO et al., 2004). Em todos os tipos de SCCmec, a sequéncia
do gene mecA ¢ altamente conservada em cepas de Staphylococcus aureus e Staphylococcus
spp. coagulase negativos (WELLER, 2000; MA et al., 2002).

Com base na classe do complexo dos genes mec e ccr presentes € em suas
combinagdes, os cassetes SCCmec sdo classificados em sete tipos, I, II, III, IV, V, VI e VII
(ITO et al, 2004; OLIVEIRA, MILHEIRICO; DE LENCASTRE, 2006). Os elementos
SCCmec tipos 1, 11, III e VI estdo mais associados a infec¢des causadas por Staphylococcus
spp. de origem nosocomiais, enquanto que os tipos IV, V e VII sdo encontrados com maior
freqiiéncia em Staphylococcus spp. de infecgdes comunitaria (HISATA et al, 2005;
KLUYTMANS et al, 2006; KONDO et al, 2007; BOYLE-VAVRA et al, 2008;
DEURENBERG et al., 2009).
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Figura 3. Estruturas dos cassetes estafilococicos mec tipos 1, II, III, IV (subtipos IVa, IVb e Ivc) e V. (ITO et al.,
2004) ), com adaptagdes.

Katayama e colaboradores (2001) relataram a existéncia de cinco classes diferentes de
complexo mec. A classe A, que contem o complexo mecRI e mecl intacto. A classe B, que
contem o gene mecl ¢ o dominio citolasmatico do gene mecRI truncados por uma IS1272. A
classe C que subdivide-se em, C1 que contem o dominio citoplasmatico do gene mecRI e
todo o gene mecl truncados pela IS431 e C2 que possui tanto o dominio citoplasmatico
quanto o transmembrana do gene mecRI e todo o gene mecl truncados pela IS43. Na classe D
o gene mecl estd deletado e o dominio transmembrana do mecR1 esta truncado pela [S431.

O cassete mec carreia outros elementos genéticos como 7n554, pUB110 e pT181, que
codificam a resisténcia as outras classes de antimicrobianos causando multirresisténcia. A
transferéncia horizontal do gene mecA em Staphylococcus spp. resultou na disseminagao
mundial de clones oxacilina e multidroga-resistentes, tornado-se uma dificuldade adicional
para o controle de infecgdes causadas por este agente (ITO et al., 2001).

Vale ressaltar que os genes do complexo genético blaZ estdo localizados num mesmo
transposon, Tn552, que foi completamente seqilienciado € que pode se encontrar inserido no
cassete SCCmec (ROWLAND; DIKE, 1990).

Esta variedade de marcadores genéticos da resisténcia aos antibioticos B-lactamicos
influencia a expressdo de fenotipos heterogéneos que dificultam a detec¢do da resisténcia
antimicrobiana por técnicas laboratoriais tradicionais. Muitas pesquisas tém utilizado a
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técnica da Reagcdo em Cadeia de Polimerase (PCR), para detec¢do de cepas de ORSA através
do gene mecA (MURAKAMI et al., 1991; TOKUE et al., 1992).

2.4.1.2. Cefalosporinas

As cefalosporinas pertencem ao grupo dos antibidticos beta-lactdmicos, como as
penicilinas. Em 1945 foram identificadas diversas substancias 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 a¢do da penicilinase, seu uso em infecgdes estafilococicas foi sugerido, pois ja
naquela época a resisténcia deste microrganismo as penicilinas era um problema emergente
(LEITER, 2000).

A agdo destes antibidticos € a inibi¢ao da ligagao final do peptidoglicano, impedindo a
formacao da parede celular bacteriana. Desta forma, a bactéria ndo ¢ capaz de manter sua
forma nem o equilibrio osmotico com o meio externo. Como agem sobre a formagao da
parede bacteriana, as cefalosporinas sdo especialmente ativas em bactérias em fase de
multiplicagdo (BOOTH; MCDONALD, 1992).

A estrutura das cefalosporinas ¢ baseada no acido aminocefalosporanico, enquanto que
as penicilinas sdo baseadas no 4cido penicilinanico. Esta diferenga estrutural, embora
pequena, ¢ suficiente para impedir a acao das penicilinases sobre as cefalosporinas. As
diferencas em cadeias laterais “R” deram origem as diferentes cefalosporinas e causam
variagoes no espectro de acdo destes antibioticos (LEITER, 2000).

Segundo Spinosa et al. (2006) as cefalosporinas sdo classificadas por geragdes de
acordo com a atividade antimicrobiana. As cefalosporinas de primeira geracdo sao
caracterizadas por espectro de a¢do antimicrobiano mais estreito, atuando predominantemente
sobre bactérias Gram-positivas; sdo ativas também contra estafilococos produtores de
penicilinase. As cefalosporinas de segunda geracdo sdo menos ativas que as de primeira
geragdo contra bactérias Gram-positivas, porém tem maior atividade contra bactérias entéricas
Gram-negativas. As cefalosporinas de terceira geragdo possuem o maior espectro de acao
contra bactérias Gram-negativas, ¢ possuem certa estabilidade na presenga de beta-
lactamases, porém sdo menos ativas em bactérias Gram-positivas. Ja as cefalosporinas de 4*
geragdo reunem as vantagens da 1* e 3* geracdo e apresentam boa atividade tanto sobre
microrganismos Gram-positivos quanto Gram- negativos (ADAMS, 2003).

2.4. Importancia do Monitoramento da Resisténcia Antimicrobiana em Animais de
Producio.

O isolamento ¢ identificacdo laboratorial e a andlise in vitro da sensibilidade
antimicrobiana sdo requisitos para um melhor controle através de terapéutica adequada.
Entretanto, varios fatores impedem ou dificultam a implementa¢ao de uma rotina diagndstica
nas propriedades leiteiras, entre eles, distdncia dos centros de diagnoéstico, custo dos exames
laboratoriais, dificuldade na compreensdo da importancia deste monitoramento por parte do
pessoal envolvido no processo de producao (PEREIRA et al., 2010; FREITAS et al., 2005).
Assim, rotineiramente, a escolha do medicamento anti-mastitico tem sido feita de forma
empirica, baseada apenas no quadro clinico da enfermidade, ou ainda na chamada terapia
profilatica.

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

A utilizagdo de antibidticos na producao animal é considerado um risco crescente para
a saide humana, devido a uma possivel contribui¢do na geracdo de cepas resistentes de
microrganismos que podem ser transmitidas ao ser humano pela ingestdo de produtos de
origem animal. Inimeros estudos vem sendo conduzidos pela Organizacdo Mundial de Saude,
pela Comunidade Européia e pelos Ministérios da Agricultura, Pecudria e Abastecimento e da
Satde no Brasil, no intuito de regulamentar a utilizacdo dos antimicrobianos como aditivos
alimentares na produgdo animal, bem como de seus residuos nos produtos derivados. Esta ¢
uma questao bastante controversa, uma vez que existem os defensores de que a restricdo do
uso de antimicrobianos pode resultar em um aumento do aparecimento de doencgas infecciosas
nos rebanhos, € como conseqiiéncia, produtos de qualidade sanitaria inferior. Por outro lado, a
opinido do mercado europeu que tem gerado importantes embargos a produtos com residuos
de antimicrobianos ¢ de que diversos fatores influenciam o aparecimento das doengas e seu
impacto sobre a produ¢do, e que em situacdo de manejo eficiente, a probabilidade de sucesso
no tratamento das doengas pode ser aumentada (FAO/WHO, 2006, 2004; BRASIL, 2004;
2003 (a) e (b), 2002, 2000, 1998 (a) e (b); EUROPEAN COMMISSION, 1998). A presenca
de residuos de antibioticos no leite, além da questdo econdmica, também implica em risco a
saude publica por poder ocasionar ao consumidor, problemas como a ocorréncia de reagdes de
hipersensibilidade e possivel choque anafildtico em individuos mais sensiveis, (MARTINS;
MARQUES; NETO, 2006; NUNES; D ANGELINO, 2007).

A resisténcia bacteriana pode ser transferida por diversos mecanismos, podendo
estabelecer-se de modo intra e interespecifico, entre microrganismos saprofitas e patogénicos,
como também da microbiota animal para humana e vice-versa (HARDY al., 2002;
AARESTRUP et al., 2001).

Diversos estudos que abordaram a suscetibilidade a antimicrobianos de patégenos da
mastite bovina no Brasil apontam para um aumento crescente no padrdo de resisténcia
(BRITO et al., 2001; COELHO et al., 2009). Logo, o conhecimento de padrdes de resisténcia
aos antimicrobianos ¢ fundamental para o desenvolvimento de métodos preventivos efetivos
para o controle da doenca e para a elaboragdo de estratégias de tratamento quando necessario
(SABOUR et al., 2004).

Dentro desse contexto, vem sendo desenvolvido através do Grupo de Pesquisa em
Bacteriologia Veterindria da UFRRJ um projeto integrado de extensdo e pesquisa com o
objetivo de conhecer a realidade de algumas propriedades leiteiras das regides Sul-
Fluminense e Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, através de visitas que permitiram
observar o manejo e as condi¢cdes sanitarias destas, bem como coletar amostras para
isolamento bacteriano. Em especial, o objetivo do presente trabalho foi isolar espécies do
género Staphylococcus através de amostras de leite mastitico e avaliar o perfil fenogenotipico
de resisténcia desses isolados.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

Isolar espécies do género Staphylococcus através de amostras de leite mastitico coletados em
propriedades leiteiras das regides Sul-Fluminense e Metropolitana do Estado do Rio de
janeiro, e avaliar o perfil fenogenotipico de resisténcia desses isolados.

3.2. Objetivos especificos:

- Isolar e identificar bactérias do género Staphylococcus spp. presentes no leite de vacas
positivas para mastite clinica ou subclinica;

- Caracterizar genotipicamente as espécies de Staphylococcus spp.

- Avaliar o fenotipo de resisténcia dos isolados de Staphylococcus spp;

- Detectar genes implicados na resisténcia a antimicrobianos beta-lactdmicos através das
técnicas de reacdo em cadeia de polimerase e eletroforese em gel.

- Buscar correlagdo entre as andlises genotipicas e fenotipicas de resisténcia antimicrobiana;

- Determinar os antibiotipos prevalentes em cada unidade leiteira;

- Correlacionar alguns dados obtidos através do questionario aplicado para monitoramento
com o resultado das analises bacterioldgicas.

16



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Origem das amostras de leite

Foram coletadas 272 amostras de leite de vacas pertencentes a 8 propriedades, sendo 4
localizadas em Rio Claro, 1 em Pirai, 2 em Paracambi e 1 em Seropédica, todas cidades
pertencentes ou adjacentes a regido Sul Fluminense do Rio de Janeiro.

Tabela 1. Relacdo das propriedades com suas respectivas cidades, nimeros de amostra e vacas.
I
e

I

dentificacao Numero de amostras (n" de

da propriedade Cidade vacas)®
A Seropédica 101 (26)

B Rio Claro 62 (17)

C Pirai 40 (13)

D Rio Claro 20(5)

E Paracambi 16 (4)

F Paracambi 15 (4)

G Rio Claro 10 (3)

H Rio Claro 8 (4)
Total 272 (76)

*Em alguns casos, o nimero de amostras ndo corresponde a quatro vezes o numero de vacas, porque muitos
animais tinham tetos fibrosados.

Imediatamente antes da ordenha, foi realizado o “California Mastitis Test” (CMT) de
todos os animais em lactacdo e 20% destes considerados positivos foram segregados. 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 aplicagdo e baixo custo (BRITO et al., 2002). 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
reacdo classifica-se em: negativa (0), reacdo leve (+), moderada (++) e intensa (+++)
(FONSECA; SANTOS, 2000; BRITO et al., 2002).

A coleta do leite foi feita por meio de ordenha manual e individual, antecedida por
lavagem das maos do ordenhador e do ubere do animal com agua e sabao e alcool a 70%, com
secagem dos mesmos com papel toalha. Os jatos de leite serdo colhidos diretamente em
frascos estéreis, colocados em caixas isotérmicas com gelo e encaminhadas imediatamente ao
Laboratério de Bacteriologia Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

4.2. Isolamento Bacteriano

As amostras de leite foram pré-enriquecidas com incubagdo de 6 horas a 37°C e
posteriomente foram submetidas a rotina de identificagdo que consistiu no isolamento
primario em agar sangue (AS), constituido por agar columbia base (Merck), a semeadura foi
feita com ponteiras estéreis. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e, posteriormente
repicadas em agar seletivo Manitol Vermelho de Fenol (MVF - Himedia) para obten¢do de
culturas puras de Staphylococcus spp., através da observagao das caracteristicas das colonias
e fermentagdo, ou ndo, do manitol (KONEMAN et al., 2008).

17



4.2.1. Coloracio de Gram, Prova do Hidrdéxido de Potassio (KOH) a 3% e Prova da
Catalase

Apos a identificacdo presuntiva das colonias, estas foram submetidas ao método de
Gram, para confirmacgao das suas caracteristicas morfotintoriais.

A prova do hidroxido de potéssio foi efetuada através da adicdo de uma gota de KOH
(3%) a uma gota da suspensdo 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%.

O teste da catalase foi realizado através de teste em lamina, nos isolados que se
apresentavam como cocos Gram positivos. Para tal, foi depositada uma gota da suspensao
bacteriana homogénea, a qual adicionou-se uma gota da solucdo de peroxido de hidrogénio
(H20,). A liberagdo de O, gasoso e consequente liberagdo de bolhas indicava teste positivo.
(KONEMAN et al., 2008).

4.2.2. Prova da coagulase

O teste para a detec¢do da atividade da enzima coagulase, foi realizado utilizando o
crescimento bacteriano obtido em caldo BHI (Infuso de Cérebro e Coragao-MERCK),
incubado a 35°C, por 24 horas. Uma aliquota de 0,1 ml de cada amostra foi adicionada a 0,3
ml de plasma de coelho liofilizado (LABORCLIN) suspenso em solugdo fisioldgica estéril
(NaCl 0,85%) e, incubados a 37°C por 4 a 24 horas a fim de obter a visualizacdo do coagulo.
As amostras coagulase-positivas tiveram sua identificagdo comprovada através da inoculagao
de 0,1 mL de suspensdo bacteriana em 3 mL de cada caldo dos testes Voges-Proskauer
(APGF-VETEC), fermentagdo da maltose e redugdo do nitrato a nitrito (KONEMAN et al.,
2008).

4.2.3. Resisténcia a bacitracina

As amostras coagulase-negativas foram submetidas a prova da resisténcia a
bacitracina para diferenciagdo entre Micrococcus spp., sensiveis, e Staphylococcus spp.
coagulase-negativos (SCN), resistentes; uma vez que estes apresentam as mesmas
caracteristicas em relagdo a morfologia, coloragdo de Gram e as provas da catalase, KOH
(3%) e coagulase, o que torna necessario a utilizagdo de provas adicionais para sua
diferenciagdo. Neste trabalho foi utilizada a prova da bacitracina para a separagdo destes dois
géneros bacterianos. Uma suspensao bacteriana (0,1 mL) crescida por 24 horas em Caldo BHI
(MERCK) foi distribuida por toda a superficie das placas contendo meio sélido (dgar Miieller
Hinton) com o auxilio da al¢a de Drigalski. Os discos de bacitracina (0,04U — SENSIFAR-
CEFAR®) foram depositados sobre a superficie do meio de cultura, ja contendo o indculo.
Apos incubagao por 24 horas a 37°C, os didametros formados na zona de inibi¢do ao redor do
deposito do farmaco, foram observados e medidos, em milimetros. Os estafilococos sao
resistentes a bacitracina (figura 1) e crescem até a borda do disco, enquanto que os
micrococos sao sensiveis e apresentam halo de 10 mm ou maiores (FORBES, 2002;
KONEMAN et al., 2008).
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4.2.4. Prova de Voges-Proskauer, fermentacio da maltose e reduc¢io de nitrato

As amostras coagulase-positivas tiveram sua identificagdo comprovada através das
provas de Voges-Proskauer (VP), fermentacdo da maltose e reducao do nitrato (KONEMAN
et al., 2008)

A prova de Voges-Proskauer foi realizada utilizando-se o caldo APGF (Agua—Pepto-
Glico-Fosfatada) que apresenta na sua composi¢do glicose, peptona, agua e fosfato. A
utilizacdao da glicose, apresentando como produto final a acetoina ¢ indicada pela coloragao
rosa apoés a adi¢do de 0,3 ml de a-naftol a 5% e 0,6 ml de KOH (40%) no caldo contendo o
in6culo incubado por 24 horas a 37°C.

A fermentacdo da maltose foi testada utilizando o caldo contendo o indicativo de pH
vermelho de fenol e o actcar a 1%. A produgdo de 4cido, indicada pela diminui¢do do pH e
conseqiiente mudanca de cor, foi avaliada ap6s 24 horas na temperatura de 37°C.

Para avalia¢ao da reducdo de nitrato, foi utilizado caldo contendo nitrato de potéassio
(KNO3). A leitura da reducao do nitrato a nitrito foi realizada adicionando-se em uma 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 coloragdo rosa indica presenca de nitrito no caldo e, conseqiientemente
prova de redugdo positiva.

O quadro 1 apresenta o padrao de identificagdo das espécies estafilococicas coagulase-
positivas utilizado, segundo os testes acima citados.

Quadro 1. Testes de identificagdo das espécies de Staphylococcus spp coagulase-positivas™.

Staphylococcus spp. Maltose Caldo Nitratado APGF**
S. aureus + + +
S. intermedius +/- + -
S.hiycus - + -

* ngundo Koneman et al., (2008).
** Agua—Pepto-Glico-Fosfatada

4.3. Testes de suscetibilidade antimicrobiana

Staphylococcus spp. foram submetidos aos testes de suscetibilidade segundo os padrdes
do Clinical Laboratory Sandart Institute (CLSI, 2011).

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.  Tal concentragio foi ajustada através do
espectrofotometro de absorvancia, onde a densidade correta de turbidez variou de 0,08 a 0,1
utilizando comprimento de onda de 625nm.

A referida concentragdo foi confirmada através da quantificacdo do numero de coldnias
crescidas em agar Mueller Hinton (Himedia), ap6s semeadura desse caldo e incubagdo por 24
horas a 37°C.

Para comparagdo e controle dos testes foi utilizada a cepa padrao ATCC 43300 S.
aureus obtida junto ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade/INCQS/FIOCRUZ.

4.3.1. Difusao em disco simples

A suspensao bacteriana (0,1ml) foi distribuida por toda a superficie das placas contendo
agar Mueller Hinton (Merck) com o auxilio da alga de Drigalski. Os discos foram depositados
sobre a superficie do meio de cultura, ja contendo o in6culo. Apods incubacao por 24 horas a
37°C, os didmetros formados na zona de inibigdo ao redor do deposito dos farmacos, foram
observados e medidos, em milimetros (KOHNER et al., 1999).
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4.3.1.1. Discos de antimicrobianos

No quadro abaixo estdo listados os antibioticos testados nesse estudo e suas respctivas
zonas de inibi¢do de acordo com o CLSI, 2011. A escolha dos antibidticos foi feita a partir de
informacdes dos fArmacos mais utilizados nas propriedades para o tratamento da mastite.

Quadro 2. Zonas de inibi¢do avaliadas pelo didmetro dos antimicrobianos utilizados.
Zonas de inibicao (mm)

Antimicrobianos
Resistente Intermediirio Sensivel
Tetraciclina (30ug) <14 15-16 >19
Gentamicina (10ug) <12 13-14 >15
Enrofloxacina (10pg) <14 15-17 >18
Cefalotina (30ug) <14 15-17 >18
Ampicilina (10ug) <28 - >29
Penicilina (10UI) <28 - >29
Sulfametoxazol-trimetropim (25ug) <10 11-15 >16
Oxacilina (1pug) <10 11-12 >13
Cefoxitina (30ug) <24 - >25

CLSI, 2011

4.3.2. Teste de suscetibilidade aos betalactimicos

4.3.2.1. Difusao em disco modificada

Nesta técnica de difusdo em disco, o meio utilizado - 4gar Mueller Hinton (Himedia) -
foi suplementado com 4% de NaCl. A suspensdo bacteriana (0,5ml) foi distribuida por toda a
superficie das placas contendo meio solido (4gar Miieller Hinton) com o auxilio da al¢a de
Drigalski, sobre a qual se colocou o disco de oxacilina (1ug). Apds incubagdo por 24 horas a
37°C, os didmetros formados na zona de inibigdo ao redor do deposito dos farmacos, foram
observados e medidos em milimetros. Os diametros acima de 13 mm indicavam a
sensibilidade da amostra ao antibiotico (KOHNER et al., 1999).

4.3.2.2. Agar “screen”

O desenvolvimento desta técnica se fez através da diluicdo da oxacilina (1,0mg/ml) a
uma concentragdo final de 6ug de antibiotico por mililitro de meio de cultura (Miieller
Hinton), suplementado com 4% de NaCl. As placas de Petri foram divididas em oito partes
iguais e sobre cada linha foi possivel a inoculagdo de uma suspensdo, ou seja, para cada placa
foi possivel a inoculacdo de 8 suspensdes bacterianas distintas, semeadas com o auxilio da
alca de platina. Apds 24 horas de incubacdo a 37°C a resisténcia das cepas bacterianas ao
antibiotico foi avaliada, onde qualquer colonia crescida na superficie do meio de cultura foi
considerada resistente (KOHNER et al., 1999).

4.3.2.3. Microdilui¢ao em caldo (determinacio da concentrac¢ao inibitéria minima)

O método da microdilui¢ao em caldo permitiu a avaliagdo da menor concentracdo de
oxacilina capaz de impedir o crescimento bacteriano. Para isso, a solucdo estoque de
oxacilina (1,0mg/ml) foi diluida em diferentes concentragdes que variaram de 0,25ug/ml;
0,5pug/ml; 1,0pug/ml; 2,0pug/ml; 4,0ng/ml, 8,0ug/ml, 16pg/ml, 32pg/ml, 64ug/ml, 128uge /ml,
256pg/ml e 512pg/ml em caldo Miieller Hinton (MH).

Ap6s inoculacdo 4 a 5ml de caldo MH, as bactérias foram incubadas a 35°C até
alcangarem a turbidez de uma solucdo padrao de McFarland 0,5 em geral obtida apo6s duas a
seis horas de incubacdo. A densidade correta de turbidez foi confirmada com o uso do
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espectrofotometro com luz de absorvancia, devendo esta variar de 0,08 a 0,1, utilizando um
comprimento de onda de 625nm (CLSI, 2011).

Uma aliquota de Sul da suspensdo bacteriana foi adicionada a 95ul de caldo MH
contendo as concentragdes distintas do antibidtico e incubadas a 35°C por 24 horas. O
resultado foi obtido através do grau de turvag@o observado nos pogos da microplaca utilizada.
Qualquer indicio de turvagdo foi considerado crescimento bacteriano, portanto resistente a
concentragdo da droga presente no caldo MH. Logo, o valor da concentragdo do caldo
posterior ao ultimo que apresentou turvacao, foi considerado como sendo a concentragao
inibitéria minima da oxacilina (KOHNER et al., 1999).

4.3.2.4. Microdiluicio em agar (determinac¢io da concentracio inibitéria minima)

O método da microdiluigdo em dagar também permitiu a avaliagdo da menor
concentragdo de oxacilina capaz de impedir o crescimento bacteriano. Para isso, a solugdo
estoque de oxacilina (1,0mg/ml) foi diluida em diferentes concentragdes que variaram de
0,25ug/ml; 0,5pg/ml; 1,0png/ml; 2,0ug/ml; 4,0pug/ml, 8,0pug/ml, 16pug/ml, 32ug/ml, 64pg/mi,
128ug/ml, 256pg/ml e 512pg/ml em dgar Miieller Hinton (MH).

ApoOs os processos de inoculagdo, incubagdo e leitura no espectrofotometro ja descritos
anteriormente, os isolados foram repicados no d4gar MH contendo as distintas concentragdes
de oxacilina e as placas foram incubadas a 35°C por 24 horas. O resultado foi avaliado através
do crescimento da colonia no 4gar. Logo, o valor da concentracdo do agar posterior ao que
apresentou o ultimo crescimento bacteriano, foi considerado como sendo a concentragdo
inibitéria minima da oxacilina (KOHNER et al., 1999).

4.4. Producao de betalactamases

Trata-se de um teste cromogénico que detecta a producdo da beta-lactamase, através
de uma cefalosporina cromogénica, ocorrendo uma mudanga de cor quando houver ruptura do
anel beta-lactamico (REIS et al., 2001). Este método ¢ recomendado pelo CLSI (2011) para
confirmacao de microrganismos portadores de enzimas beta-lactamase. A metodologia foi
realizada pelo uso de discos impregnados com Nitrocefina (Sigma®), uma cefalosporina
cromogénica. Cada disco foi umedecido com agua destilada estéril e em seguida foi aplicada
sobre a superficie deste algumas colonias de cada isolado estudado, empregando ponteiras
estéreis. A reacao positiva foi evidenciada pelo desenvolvimento de uma coloragdo rosa, no
local onde foi aplicado o microrganismo e a negativa, pela ndo alteragdo de cor. Para isolados
betalactamase negativos, a reacdo foi reexaminada apds uma hora, conforme recomendagdes
do fabricante.

4.5. Testes de suscetibilidade a cefoxitina

4.5.1. Microdiluicio em caldo (determinaciao da concentracao inibitéria minima)

O método da microdilui¢do em caldo permitiu a avaliagdo da menor concentracdao de
cefoxitina capaz de impedir o crescimento bacteriano. Para isso, a solu¢ao estoque de
cefoxitina (1,0mg/ml) foi diluida em diferentes concentragcdes que variaram de 0,25pg/ml;
0,5nug/ml; 1,0ug/ml; 2,0ug/ml; 4,0pug/ml, 8,0ug/ml, 16pg/ml, 32pg/ml, 64ug/ml, 128ug/ml,
256pg/ml e 512pg/ml em caldo Miieller Hinton (MH).

Apbs os processos de inoculacdo, incubagao, leitura no espectrofotdmetro (CLSI, 2011)
e avaliacdo dos tubos apds 24 horas, pode-se determinar o CIM, como ja foi descrito
anteriormente para oxacilina (KOHNER et al., 1999).
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4.5.2. Microdiluicio em agar (determinacio da concentracio inibitéria minima)

O método da microdiluicdo em 4&gar também permitiu a avaliagdo da menor
concentracdo de oxacilina capaz de impedir o crescimento bacteriano. Para isso, a solugdo
estoque de oxacilina (1,0mg/ml) foi diluida em diferentes concentragdes que variaram de
0,25ug/ml; 0,5pg/ml; 1,0png/ml; 2,0ug/ml; 4,0png/ml, 8,0png/ml, 16pg/ml, 32pg/ml, 64pg/ml,
128ug/ml, 256pug/ml e 512ug/ml em agar Miieller Hinton (MH).

Todo o processo de realizagdo, leitura e interpretacdo desta técnica foi idéntico ao ja
descrito para oxacilina (CLSI, 2011).

4.6. Técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) para a amplificacdo dos genes
de resisténcia

Todo o experimento de extracdo do DNA e amplificacdo dos genes de resisténcia foi
realizado no Laboratorio de Biologia Molecular situado no Instituto de Medicina Veterinaria
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

4.6.1. Extraciao do DNA bacteriano

A parede celular de bactérias Gram positivas ¢ formada por uma espessa camada de
peptidoglicano que dificulta a extragdo do gene bacteriano (PRESCOTT et al., 1996),
fazendo-se necessaria a utilizagdo de enzimas especificas. Porém novos protocolos de
extracdo 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 que estd sendo
otimizado pelo Laboratorio de Bacteriologia Veterinaria da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, onde cada colonia crescida em dgar manitol vermelho de fenol foi repicada em
5 mL de caldo BHI (MERK). Apds 18hs a 37°C, uma aliquota de 1,5 mL do caldo contendo o
indculo foi transferida para microtubos que foram centrifugados a 14.000 rpm por 1 min, tal
processo foi repetido trés vezes, afim de se obter um pellet maior. Apos duas lavagens com
500ul de tampao TE a 14.000 rpm por 1 min, ressuspendeu-se o pellet em 250ul de tampao de
extracdo (NaCl 150mM; Tris-HCI 100mM e¢ EDTA 20mM) e foi adicionada lisostafina
(SIGMA) para concentragao final de 20pg/ml (Sul de lisostafina — Img/ml). Apods incubagao
a 37°C por 30 minutos, foi adicionado SDS 1% aos microtubos para concentracdo final de
3mg/ml, os quais foram levados ao banho-maria a 50°C por 1 hora e posteriormente
incubados a -20°C por 10 min. Apds a centrifugagdo a 14.000 rpm por 10 min, o sobrenadante
foi transferido para um novo microtubo, adicionado a este o mesmo volume de
cloroférmio:élcool isoamilico (24:1) e misturado por inversao por 5 min. Logo apds a
centrifugacdo a 14.000 rpm por 1 min, o sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo, adicionado NaCl para concentracao final de 0,3M e misturado por inversao,
acrescentado 2 volumes de etanol 100% e também misturado por inversdo, seguido de
incubacdo a -20°C por 2 horas ou overnight. Apds isto, procedeu-se a centrifugacdo a 14.000
rpm por 30min e descarte do sobrenadante, o pellet foi lavado com 500ul de etanol 70% e
colocado para secar a temperatura ambiente. O pellet foi ressuspendido em 30 ul de agua
mili-Q.

O DNA de cada isolado extraido foi submetido a eletroforese em gel de agarose
(UNISCIENCE) 0,8% para quantificacdo do material genético, a partir da comparagao deste
com o DNA lambda nas concentragdes de 25 e 50ng/pul. Assim, o material genético de todos
os isolados foi padronizado na concentragdo de 10ng/ul para realizacdo das etapas de
amplificacdo dos genes de caracterizacdo e resisténcia.
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4.6.2. Amplificacao dos genes através da técnica de PCR

As concentragdes utilizadas em todas as reagdes de PCR foram Tampao 1X (10 mM
Tris-HCI; 50 mM KCI, e 0,1% Triton X-100, 2,0 mM de MgCl,; pH 9,0), 0,5 mM de cada
iniciador (BIONEER), 0,2 mM de dNTP (FERMENTAS), 2 U de Dream Taq"™ Green DNA
Polimerase (FERMENTAS) e dgua mili-Q para completar um volume total de reacao de 20ul,
contendo 2ul do DNA extraido (SAMBROOK et al., 2002).

Os amplicons foram avaliados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, contendo
corante SYBR Green (INVITROGEN) diluido. A diluigdo foi feita na propor¢ao de 1ul de
solucdo estoque concentrada 10000X do corante para cada 10ml de gel de agarose,
possibilitando a visualizagdo dos amplicons no transiluminador ultra-violeta ¢ documentacao
pela camera fotografica (SONY — Modelo DSC-HX1), utilizando marcador de peso molecular
de 100 pb (FERMENTAS).

4.6.2.1. Caracterizacio genotipica das espécies de Staphylococcus spp.

Todos os isolados foram caracterizados genotipicamente. Inicialmente foi realizada
uma PCR multiplex para os genes caracteristicos de Staph (Staphylococcus spp.) (ZHANG et
al., 2004) e S. aureus (DNAr) (STRAUB et al., 1999), e adicionalmente foi realizada a
deteccdo do gene coa (KARAHAN & CETINKAYA, 2006). Apds essa etapa, foram
realizadas amplificacdes dos genes espécie-especificos, S. intermedius (nuc 3 e 4) (SILVA et
al., 2003) e SIG (pta) (BANNOEHR et al., 2007) para outras espécies de estafilococos
coagulase positivos (ECP) (Quadro 3).

Quadro 3. Iniciadores ¢ ciclos empregados para amplificagdo dos genes de identificacdo das espécies de
Staphylococcus spp. coagulase-positivos.

Gene Espécie Primer (5°- 37) Ciclo*
Staph Staphylococcus spp. AAC TCT GTT ATT AGG GAA GAA CA 1
(756 pb) CCA CCT TCC TCC GGT TTG TCA CC
DNAr S. aureus ACG GAG TTA CAA AGG ACG AC
(930 pb) AGC TCA GCC TTA ACG AGT AC 1
coa Staphylococcus ATA GAG ATG CTG GTA CAG G 2
coagulase-positivos GCT TCC GAT TGT TCG ATG C
nuc 3e 4 S. intermedius GCC CCT GCA ATG AGA GG 3
(431 pb) CGG ACCACTTTCCGT C
pta Grupo SIG AAA GAC AAA CTT TCA GGT AA 4
(320pb) GCA TAA ACA AGC ATT GTA CCG

*1. 94°C 5min. (94°C 1min, 55°C 1 min., 72°C 1 min) x 30 ¢ 72°C 10min; 2. 94°C 4min. (94°C 1min, 60°C 1
min., 72°C 1 min) x 30 e 72°C 5min; 3. (95°C 50s., 42°C 2 min., 72°C 4 min) x 40 ¢ 72°C 1 min; 4. 95°C 2min.
(95°C 1min, 53°C 1 min., 72°C 1 min) x 30 e 72°C 7min.

4.6.2.2. Genes relacionados a producao de p-lactamases de Staphylococcus spp.

Foi realizada a técnica de PCR para amplificagdo dos genes blaZ, blal e blaRI
(ROSATO et al., 2003). Os genes do sistema bla regulam a producao de B-lactamases em
Staphylococcus spp. (ROSATO et al., 2003). (Quadro 4).

Quadro 4. Iniciadores e ciclos empregados para amplificag@o dos genes bla de Staphylococcus spp.

Gene Primers Ciclos *
blaZ TAC AAC TGT AAT ATC GGA GG 1
(861 pb) CAT TAC ACT CTT GGC GGT TT
blal ATG TCT CGC AAT TCT TCA A 1
(331 pb) CTA TGG CTG AAT GGG AT
blaR1 GGT ATC TAACTCTTCTTG C 1
(1566 pb) CAT CTG ATA AAT GTG TAG C

*1. 94°C 5min. (94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s) x 35 e 72°C 5min, amplifica¢ao do tipo hot- start.
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4.6.2.3. Genes de resisténcia a oxacilina de Staphylococcus spp.

Foi realizada a técnica de PCR para amplificagdo dos genes mecA (COELHO et
al.,2007), mecl (LENCASTRE et al., 2002) e mecRI (ROSATO et al., 2003). Tal técnica foi
realizada em todos os isolados de Staphylococcus spp. no presente estudo (Quadro 5).

Quadro 5. Iniciadores e ciclos empregados para a amplificacdo dos genes do sistema mec de Staphylococcus
spp.

Gene Primers Ciclos *
mecA AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGGC 1
(513 pb) AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C
mecl ATC AAG ACT TGC ATT CAG GC 2
(209pb) GCG GTT TCA ATT CACTTG TC
mecRI CCA AAC CCG ACA ACT AC 3
(234 pb) CGT GTC AGA TAC ATT TCG

*1. (94°C 30s, 55°C 30s, 72°C 1 min) x 40 ¢ 72°C S5min; 2. 94°C 4min. (94°C 30s, 53°C 30s, 72°C 1min) x 30
€72°C 4min ; 3. (95°C Imin, 55°C 1 min, 72°C 2 min) x 30.

4.6.2.4. Genes do cassette cromossomal estafilococico (SCCmec) identificados em
Staphylococcus spp.

Foi realizada a técnica de PCR para amplificacdo do gene mecl, referente aos SSCmec
tipos 1II e III; do gene cif, relacionado ao SSCmec tipo I e do gene dcs, correspondente aos
SSCmec tipos 1, I e IV (LENCASTRE et al., 2002) (Quadro 6).

Quadro 6. Iniciadores e ciclos empregados para amplificacdo dos genes de tipos de cassete de Staphylococcus
spp-

Gene Primers Ciclos * Tipos de SSCmec
mecl ATC AAG ACT TGC ATT CAG GC 1 eIl
(209pb) GCG GTT TCA ATT CACTTG TC
Cif TTC GAG TTG CTG ATG AAG AAG G 1 I
(495 pb) ATT TAC CAC AAG GACTACCAGC
dcs CAT CCT ATG ATA GCT TGG TC 1 LIelV
(342 pb) CTA AAT CAT AGC CAT GAC CG

*1. 94°C 4min. (94°C 30s, 53°C 30s, 72°C Imin) x 30 e 72°C 4min.
4.7. Analise Estatistica

Os perfis de resisténcia antimicrobiana obtidos nos diferentes testes foram expressos em
porcentagens analisadas de forma descritiva. Os percentuais de sensibilidade, especificidade,
valores preditivos positivos (VPP) e negativos (VPN) dos testes fenotipicos de suscetibilidade
a oxacilina e cefoxitina foram calculados considerando os resultados obtidos nos testes de
Difusdo em Disco Simples (DDS) e Agar Screen (AS) padronizados pelo CLSI veterinario
(2008), seguindo as formulas abaixo:

% Sensibilidade = verdadeiros positivos/ verdadeiros positivos + falsos negativos

% Especificidade= verdadeiros negativos/ verdadeiros negativos + falsos positivos

% VPP= verdadeiros positivos/ verdadeiros positivos + falsos positivos

% VPN= verdadeiros negativos/ verdadeiros negativos + falsos negativos
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A tabela abaixo expressa o critério interpretativo adotado:

Tabela 2. Critério representativo adotado para analise estatistica dos testes fenotipicos de resisténcia a oxacilina.

Testes padrao M¢étodo analisado

DDS e AS Resistente Sensivel

Resistente Verdadeiro Positivo | Falso Negativo
Sensivel Falso Positivo Verdadeiro Negativo

25



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Identificacido das espécies de Staphylococcus spp.

Ap6s a semeadura de 272 amostras de leite, foi obtido um total de 250 isolados de
Staphylococcus spp., objeto deste estudo, além de outros microrganismos pertencentes a
outros géneros bacterianos e leveduras.

A 1dentificacdo fenogenotipica das espécies revelou 58% (145/250) de Staphylococcus
spp. coagulase negativos e 42% (105/250) de Staphylococcus spp coagulase positivos, através
da amplificagdo dos genes Staph e coéa (Figura 4). Dentre as espécies coagulase-positivas
identificadas obteve-se 36,2% (38/105) de S.aureus, 11,4% de S.intermedius (12/105) e 3,8%
(4/105) de Staphylococcus spp. coagulase positivos do grupo SIG, de acordo com o perfil
bioquimico e a amplificagdo dos genes especificos de caracterizacdo (Figura 5 e Tabela 1). Os
demais 51 (48,6%; 51/105) isolados foram fenotipicamente caracterizados como estafilococos
coagulase-positivos, no entanto ndo amplificaram qualquer dos genes de caracterizagdo
especifica utilizados: DNAr de S.aureus, nuc3, nuc4 e pta. A proéxima etapa sera submeté-los
a PCR para amplificacdo dos genes nucl e nuc2, para uma possivel identificacdo de S. hyicus.
Desse modo, eles serdo referenciados daqui por diante como ECP.

Figura 4. Grafico apresentando a prevaléncia de Staphylococcus coagulase positivos e Staphylococcus
coagulase negativos isolados das amostras de leite mastitico bovino.
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Figura 5. Grafico apresentando a distribuicdo percentual das espécies de Staphylococcus coagulase
positivo isolados das amostras de leite mastitico bovino.

A celetroforese da reacdo de PCR multiplex do DNAr de Staphylococcus spp. €
S.aureus (Figura 6) produziu fragmentos tnicos de 756 pb e 930 pb, respectivamente. O gene
nuc 3 e 4 de S.intermedius (Figura 7) amplificou mais de um fragmento, porém apresentou a
banda esperada de 431pb corroborando com Silva et al.(2003). O gene pta de ECP (Figura 8)
amplificou um fragmento tnico de 320 pb, de acordo com Bannoehr et al. (2007).

Ml CP CINF i Wl @€Y €N

1000 pb

500 pb 500 pb —

Figura 6. Gel de produto de PCR do
multiplex dos genes Staph de Staphylococcus
spp. (756 pb) e S.aureus (930 pb). M: marcador
de peso molecular (100bp), CP: controle
positivo, CN: controle negativo e 1: Isolado
positivo.

Figura 7. Gel de produto de PCR do
gene nuc 3 e 4 de S.intermedius (431 pb). M:
marcador de peso molecular (100bp), CP:
controle positivo, CN: controle negativo e 1:
Isolado positivo.
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Figura 8. Gel de produto de PCR do
gene pta de ECP (320 pb). M: marcador de
peso molecular (100bp), CP: controle positivo,
CN: controle negativo e 1: Isolado positivo.

Tabela 3. Percentagem da distribuicdo das espécies de Staphylococcus isoladas nas quatro regides
estudadas.

Espécies*
Regido ECN ECP | S. aureus | S. intermedius | SIG
(n=145) | (n=51) | (n=38) (n=12) (n=4)
Rio Claro | 53,.8% | 64,7% | 36,8% 50,0% 100
Pirai 15,9% | 19,6% | 7,9% 0 0
Paracambi | 13,1% |5,9% |42,1% 41,7% 0
Seropédica | 17,2% |9,8% | 13,2% 8,3% 0

*ECN - Staphylococcus spp. coagulase negativos; ECP - Staphylococcus spp. coagulase positivos; S. aureus; S.
intermedius e SIG.

O consideravel progresso na classificagdo sistematica dos estafilococos e no
desenvolvimento de métodos para a identificacdo do género, espécies e subespécies, tem
permitido o reconhecimento da variedade de ECN presentes em diversos tipos de amostras,
bem como sua implicagdo como agentes etiologicos de uma série de processos infecciosos
(CUNHA et al., 2002).

Durante muito tempo os estafilococos coagulase-negativos (ECN) foram, considerados
microrganismos saprofitas e raramente patogénicos, sendo encontrados na pele sa do teto da
vaca ¢ nas maos do ordenhador. No entanto, atualmente, sdo reconhecidos como agentes
etiologicos de uma série de processos infecciosos, sendo comumente isolados de amostras
clinicas animais (BANNERMAN, 2003). Sdo, portanto reconhecidos como microrganismos
essencialmente oportunistas, que aproveitam inuimeras situagdes organicas para produzir
graves infecgdes, colonizando o canal do teto e penetrando até aos tecidos secretores, no caso
da mastite (CUNHA et al., 2002).

A importancia dos ECN implicados na mastite bovina tem aumentado nos ultimos
anos, representando perdas econdmicas. A frequéncia de isolamento dos Staphylococcus
coagulase-negativos a partir de mastites clinicas e subclinicas em vacas e novilhas de todo o
mundo tem aumentado consideravelmente, tornando-os agentes emergentes na mastite bovina
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(GENTILINI et al., 2002; PITKALA et al., 2004; FREITAS et al., 2005; SOARES et al.,
2009).

Esses relatos suportam o elevado percentual de ECN encontrado neste estudo nas
regides de Rio Claro, Pirai, Paracambi e Seropédica (tabela 2), confirmando a ampla
disseminagdo destes agentes em ambientes de producgdo leiteira. Este achado embasou a
elaboracdo de outro projeto destinado a identificacdo genotipica dos ECN, afim de que se
possa mapear as espécies relacionadas e os possiveis clones circulantes em cada regido
estudada.

Tem sido relatado que, de modo geral, ECN tende a estar implicado em casos de
mastite subclinica, causando uma infec¢do leve, que pode evoluir para cura espontanea ou se
agravar, causando alteracdes na CCS e apresentando os sinais clinicos classicos de mastite
clinica (AMARAL et al., 2003). No presente trabalho, foi possivel observar que a maior
freqiiéncia de isolamentos dos ECNs se deu a partir das amostras de leite de vacas que
apresentavam CMT + ou ++, mesmo que fosse em apenas um dos tetos, tendo menor
freqiiéncia em amostras de animais que apresentavam CMT +++.

Embora a capacidade dos ECN de causar infeccdes seja bem documentada, esses
microrganismos ainda tém sido em alguns casos negligenciados quanto a sua importancia
clinica (CUNHA et al., 2002), desconsiderando inclusive seu elevado risco potencial de
bacteremia em animais imunocomprometidos (HUDOME; FISHER, 2001; CUNHA et al.,
2002).

Staphylococcus spp coagulase-positivos, em especial S. aureus, tem sido considerados
como os principais agentes etiologicos de mastites clinicas e subclinicas em bovinos leiteiros
(BRITO et al., 2002). De acordo com Freitas et al., (2005), além de S. aureus, outros
coagulase-positivos também podem ser implicados nesta etiologia. No presente trabalho,
apesar da prevaléncia de S. aureus dentre os coagulase-positivos identificados, houve um
significativo percentual de ECPs cuja identificagdo em nivel de espécie ndo pode ser
concluida através da metodologia padronizada. Tal fato requer uma abordagem metodologica
diferenciada que possibilite a identificagdo destes agentes ¢ a melhor compreensdo de seu
envolvimento com os casos de mastite estudados. Além disso, S. intermedius e
Staphylococcus do grupo SIG também foram isolados, porém em menor proporg¢ao.

Em estudo desenvolvido por Moroni et al., (2006), verificou-se que o Staphylococcus
intermedius foi isolado em 12,20%, das 82 amostras avaliadas. A importancia de
Staphylococcus intermedius ainda ¢ pouco discutida na etiologia das mastites, sendo esta
espécie mais associada a caes. Recentemente, um grupo de pesquisa conseguiu realizar o
sequenciamento de locus da espécie Staphylococcus intermedius, podendo assim demonstrar
que esta era considerada a responsavel por muitas enfermidades em animais de forma
equivocada (BANNOEHR et al., 2009). A andlise genotipica revelou as espécies
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus pseudintermedius e Staphylococcus delphini, as
quais eram classificadas fenotipicamente como S. intermedius, assim surgiu o grupo S.
intermedius (SIG) (BANNOEHR et al., 2007; DEVRIESE et al., 2008). Assim também foi
descoberto que S. pseudintermedius, € ndo S. intermedius, ¢ o patégeno de muitas doencas
animais e que S. delphini foi isolado a partir de varias espécie animais, podendo ser mais
importante clinicamente do que se pensava (BANNOEHR et al., 2007; DEVRIESE et al.,
2008). O recém-identificado S. pseudintermedius (DEVRIESE et al., 2005) ¢ ocasionalmente
isolado de infeccdes humanas graves, e a emergéncia e propagacdo de cepas de S.
pseudintermedius resistentes a meticilina sdo os principais problemas de satde veterinaria e
publica (GUARDABASSI et al., 2004; VAN HOOVELS et al., 2006; BANNOEHR et al.,
2007; SASAKI et al., 2007; DESCLOUX et al., 2008; DEVRIESE et al., 2008). Sasaki et al.
reportou ser possivel diferenciar bioquimicamente S. intermedius das outras espécies SIG,
mas nao identificou marcadores fenotipicos para discriminar S. pseudintermedius, de
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importancia clinica, de S. delphini (SASAKI et al.,, 2007), logo concluiu que o
seqienciamento de DNA ¢ atualmente necessario para identificar S. pseudintermedius
(BANNOEHR et al., 2007; SASAKI et al., 2007). Foi realizada uma reacdo de PCR para
amplificacdo do gene pta (320 pb), o qual esta presente em vdrias espécies de Staphylococcus.
Este fragmento foi posteriormente submetido a acao da enzima de restricio Mbol, produzindo
fragmentos de 213 e 107 pb para a S. pseudintermedius, que possui apenas um sitio de a¢ao
para a enzima de restricao. As espécies S. intermedius, S. delphini e S. schleiferi ndo tem sitio
de agdo para Mbol e portanto, ndo produziram fragmentos. Staphylococcus aureus produziu
fragmentos de 156 e 164 pb. Assim, a diferenciacdo das espécies de Staphylococcus foi
possivel (BANNOEHR et al., 2009). No presente trabalho foi realizada somente a reacdo de
PCR para amplificacdo do gene pta para identificagdo de Staphylococcus spp. do grupo SIG,
sem a submissdo do fragmento a acdo da enzima Mbol, esta andlise mais detalhada sera
realizada em estudos futuros.

5.2. Perfil de suscetibilidade dos Staphylococcus spp.
A figura 9 ilustra um antibiograma, onde se pode observar o halo de inibi¢ao do

crescimento bacteriano ao redor de um dos discos de antibidtico, na regido superior esquerda
da figura. Nos demais, a bactéria testada apresentou resisténcia aos antibioticos.

Figura 9. Método de difusdo em disco. A linha demonstra o halo de
sensibilidade ao disco em milimetros, os demais isolados sdo resistentes.

Os resultados dos percentuais de resisténcia de Staphylococcus spp. obtidos através do
ensaio de difusdo em disco estdo dispostos na Tabela 4 e Figura 10.

Tabela 4. Percentuais de resisténcia encontrados para os antibioticos testados.

Antibioticos Percentual (%)
Sensibilidade Resisténcia

Tetraciclina 46 54
Gentamicina 72,4 27,6

Enrofloxacina 80 20

Cefalotina 80 20

Ampicilina 42 58

Penicilina 20 80

Sulfametoxazol+trimetropim 80 20
Oxacilina 34,4 65,6
Cefoxitina 33,6 66,4
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Figura 10. Percentual de resisténcia dos Staphylococcus spp. isolados de mastite bovina.
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O elevado percentual de resisténcia a penicilina (80%) e a ampicilina (58%)
encontrado deve-se ao fato de serem antibidticos muito difundidos no tratamento de
enfermidades animais. Santos et al. (2006) detectaram 90% de resisténcia a penicilina e
ampicilina em 30 isolados de Staphylococcus provenientes de leite bovino. Da mesma forma
Corréa (2003) analisou 95 isolados de Staphylococcus spp. provenientes de leite mastitico
bovino no Brasil e detectou 78,94% e 77,98% de resisténcia a ampicilina e penicilina,
respectivamente. Essa resisténcia encontrada para esses dois antibioticos justifica-se em razao
do uso indiscriminado e inadequado (subdosagens) na medicina veterinaria, pois sao
frequentemente utilizados para controle de mastite (ANDRADE et al., 2000; ROBINSON;
ENRIGHT, 2003; COELHO et al., 2007). A utilizacao indiscriminada destes principios ativos
nas propriedades visitadas foi evidenciada através da investigacdo epidemiologica realizada
durante as visitas, onde foi possivel constatar que a penicilina ¢ um dos antibioticos mais
escolhidos para o tratamento empirico dos casos de mastite.

Foi detectado 65,6% de resisténcia a oxacilina nos isolados estudados. Fontana et al.
(2010) detectaram 96,5% de resisténcia a oxacilina em Staphylococcus aureus isolados de
mastite subclinica na regido de Jatai, sudoeste de Goids. De outro modo, Narder Filho et al.
(2007) encontraram 15,3% de resisténcia a oxacilina em isolados de S. aureus isolados de
mastite bovina no Estado de Sao Paulo. Coelho et al. (2007) observaram 33,8% de resisténcia
a esse farmaco em isolados de Staphylococcus spp. isolados de mastite bovina.

No presente trabalho foi detectado 66,4% de resisténcia a cefoxitina. Cauwelier et al.
(2004) encontraram 60% (n=155) e Palazzo; Darini (2006) detectaram 49,66% (n=151) de
resisténcia a cefoxitina em isolados de Staphylococcus spp. isolados a partir de leite mastitico.
Soares et al. (2008) observaram 37,5% de resisténcia a esse farmaco em ECNs ao estudarem
amostras de leite bovino mastitico. Algumas cefalosporinas, como a cefalexina, eram usadas
nas propriedades investigadas no presente estudo, demonstrando que existe uma pressao de
selecdo positiva para o desencadeamento da resisténcia observada a esta classe de
antimicrobianos. Trata-se de uma cefalosporina de segunda geragdo que apresenta alta
afinidade com a PBP2, PBP4, apresentando grande especificidade na indugao da expressao do
gene mecA (CAUWELIER et al., 2004).

Foi detectado um significativo percentual 54% de resisténcia a tetraciclina nos
isolados de Staphylococcus estudados. Resultados contrastantes foram demonstrados por
Donatele et al. (2002), que ao avaliar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos de 180
amostras de Staphylococcus aureus isolados de mastite subclinica em rebanhos do estado do
Rio de Janeiro, verificaram 24,4% de resisténcia a tetraciclinas e Santos et al. (2006) que
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detectaram apenas 6,6% (n=30) de resisténcia a essse agente no mesmo tipo de amostra. Em
estudo realizado no Para, Oliveira et al. (2011, a) encontraram 26,1% de resisténcia a
tetraciclina em ECNs e 6,7% para S. aureus.

Em relagdo aos aminoglicosideos, foi detectado 27,6% de resisténcia a gentamicina nos
isolados testados. COSTA et al. (2000) e FREITAS et al. (2005) detectaram 46% e 51% de
resisténcia a este farmaco, respectivamente, ao pesquisarem o perfil de suscetibilidade de
Staphylococcus spp. em isolados de mastite bovina. Entretanto, relatos de Nader Filho et al.
(2000) e Neves et al. (2007) relataram percentuais bem mais baixos, como 5,4% (n=72) e 4%
(n=50), respectivamente, de resisténcia a gentamicina em isolados de estafilococos
provenientes da glandula mamaria de vacas lactantes sadias. Langoni et al. (2000) consideram
que a gentamicina continua sendo um antibiotico eficaz no tratamento das mastites bovinas de
origem estafilococica. No presente estudo, observou-se que este antimicrobiano ¢
amplamente utilizado em 37,5% (3/8) das propriedades leiteiras visitadas.

Neste estudo foi detectado 20% de resisténcia a enrofloxacina, uma quinolona de uso
veterinario, que nao ¢ muito difundida em ambientes de produgdo leiteira, sendo restrita ao
tratamento de mastites clinicas. Langoni et al. (2000) também encontraram resultado
semelhante ao detectarem 28% (n=55) de resisténcia a enrofloxacina em isolados de
Staphylococcus spp. provenientes de quadros de mastite. Da mesma forma, Marinho et al.
(2002) ao avaliar Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp. isolados de leite mastitico
detectaram niveis de resisténcia de 28,37% e 26,04%, respectivamente, a acdo da
enrofloxacina na regido de Botucatu, Sdo Paulo. J& em Minas Gerais, Cardoso et al. (2000)
isolaram 127 S. aureus provenientes de 23 municipios e detectaram apenas 1,6% de
resisténcia a enrofloxacina. Este elevado percentual de sensibilidade provavelmente deve-se
ao fato deste medicamento ser de uso restrito ao tratamento animal.

Em relagdo a associagdo de sulfametoxazol-trimetoprim foi detectado 20% de
resisténcia. Correa (2003) encontrou 24,21% (n=95) de resisténcia na regido de Jaboticabal,
no Estado de Sdo Paulo. Cardoso et al. (2000), no Estado de Minas Gerais, encontraram
13,4% de resisténcia a sulfametoxazol-trimetoprim. J& o relato mais recente de Machado et al.
(2008) reporta 47,8% (n=57) de resisténcia ao agente. Em controvérsia, Zafalon et al. (2007)
observaram 2,7% de resisténcia e Oliveira et al. (2011, a) detectaram 0% de resisténcia a esse
farmaco. Todos avaliaram isolados de Staphylococcus spp. de leite mastitico.

Foi detectado 20% de resisténcia a cefalotina, uma cefalosporina de primeira geracao
indicada no tratamento da mastite subclinica ¢ de vacas secas (LEITER, 2000). Oliveira et al.
(2011, a) encontraram 13% de resisténcia a cefalotina em Staphylococcus spp. isolados
mastite bovina no Estado do Para. De outro modo, Oliveira et al. (2011, b), observaram 7% de
resisténcia a esse farmaco em Staphylococcus spp. isolados de vacas com mastite subclinica
no agreste do Estado de Pernambuco.

Foi observada uma grande variacdo quanto ao perfil da resisténcia antimicrobiana das
amostras de Staphylococcus spp. envolvidas na etiologia da mastite bovina em rebanhos
brasileiros. De acordo com Sol et al. (2000) e Zafalon et al. (2007), a possibilidade de cura
depende da estirpe bacteriana ou do animal. Algumas amostras de S.aureus parecem ser mais
sensiveis ao tratamento do que outras e, também, algumas vacas se recuperam melhor,
tratadas ou ndo. Assim, varios fatores podem interferir na cura bacterioldégica quando se
utiliza a terapia antimicrobiana, seja em razao do estagio da ocorréncia da infeccao, seja da
presencga de bactérias em abscessos, além do estado imunitario do animal (ZAFALON et al.,
2007).

5.2.1 Perfil de Antibiotipos dos Staphylococcus spp.
Os Staphylococcus spp foram classificados em antibiotipos segundo os seus perfis de
resisténcia aos antibioticos mais utilizados nas propriedades leiteiras visitadas. Como exposto
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na tabela do Anexo I observa-se 68 perfis, o que demonstra a intensa heterogeneidade desses
250 isolados.

Os antibiotipos prevalentes para os 145 isolados de ECN foram de sensibilidade a todos
os antibioticos (perfil 1; 9,0%), resisténcia a ampicilina e penicilina (perfil 3; 8,3%) e
resisténcia a tetraciclina e penicilina (perfil 42; 7,6%). Para os 51 isolados de ECP nao
identificados em nivel de espécie, destacam-se os antibiotipos de resisténcia a tetraciclina
(perfil 10; 9,8%), seguido da resisténcia a cefalotina, ampicilina e penicilina (perfil 14) e da
resisténcia a tetraciclina, cefalotina, ampicilina e penicilina (perfil 35), ambos com 7,8%.
Quanto aos 38 isolados de S. aureus predominaram os antibiotipos de resisténcia a tetraciclina
(perfil 10; 18,4%), resisténcia a penicilina (perfil 5; 13,1%), e resisténcia a tetraciclina,
gentamicina, cefalotina, ampicilina, penicilina e sulfametoxazol+trimetropim (perfil 12;
10,5%). Para os 12 isolados de S. intermedius predominaram os antibiotipos de resisténcia a
todos os antibidticos testados (perfil 2; 25%), e os antibiotipos de resisténcia a tetraciclina,
ampicilina e penicilina (perfil 4), e de resisténcia a tetraciclina, cefalotina, ampicilina e
penicilina (perfil 15), ambos com 16,6% de frequéncia. E por fim, os 4 isolados do grupo SIG
apresentaram antibiotipos distintos pertencentes aos perfis 2, 3, 10 e 37, de resisténcia a todos
os antibidticos, a ampicilina e penicilina, a tetraciclina e a gentamicina, cefalotina e
penicilina, respectivamente.

A variedade de antibiotipos observada pode ser explicada por diversos fatores, como a
propria diversidade genética do género Staphylococcus spp. pela sua intensa recombinagio
génica inter e intraespecifica; pelas diferencas estruturais ¢ de manejo entre as unidades
leiteiras visitadas o que acarreta diferentes pressdes de selecdo por parte do meio ambiente,
uma vez que a antibioticoterapia adotada e os principios ativos mais utilizados variavam entre
as oito propriedades avaliadas; e ainda pelas caracteristicas raciais e genéticas dos rebanhos
leiteiros estudados.

A figura abaixo apresenta os percentuais dos perfis predominantes nas espécies de
Staphylococcus.

0, -
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0%
ECN (145} ECP (51) S.aureus (38) S. SIG (4) m Perfil 35
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(12)

Perfis nas Espécies Perfil 42

Perfil 37

Figura 11. Percentual dos perfis que se destacaram em cada espécie de Staphylococcus.
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A tabela abaixo destaca os perfis mais encontrados para cada espécie de Staphylococcus

identificada de acordo com as quatro regides estudadas.

Tabela 5. Distribui¢do dos antibiotipos das diferentes espécies avaliadas de acordo com as regides envolvidas

neste estudo.

Regides
Rio Claro Pirai Paracambi Seropédica
Espécies (n) N=4 N=1 N=2 N=1
Perfil | %(n=78) | Perfil | %(n=23) | Perfil | %(n=19) | Perfil | %(n=25)
42 11,5 3 13 1 16 10 16
3 10,2 1 8,7 15 16 34 16
8.9 2 8,7 54 16 20 8
ECN (145) 32 6,4 5 8,7 - - - -
Perfil | %(n=33) | Perfil | %(n=10) | Perfil| %(n=3) | Perfil | %(n=5)
3 9,1 ok 2 33,3 10 40
10 9,1 - - 15 33,3 9 20
14 9,1 - - 35 33,3 38 20
ECP (51) 35 9,1 - - 68 20
Perfil | %(n=14) | Perfil | %(m=3) | Perfil | %(n=16) | Perfil | %(n=5)
5 28,6 1 333 15 25 10 40
10 14,3 7 333 10 18,8 20
12 14,3 8 33,3 2 12,5 20
S. aureus (38) 14 14,3 - - 12 12,5 11 20
Perfil | %(n=6) | Perfil | %(n=00) | Perfil | %(n=5) | Perfil | %(n=1)
4 33,3 * - 2 40 2 100
S. intermedius
12) - - - - 15 40 - -
Perfil 4% Perfil | %(n=00) | Perfil | %(n=00) | Perfil | %(n=00)
3 25 - - - - - -
10 25 - - - - - -
SIG (4) 37 25 - - - - - -

N = numero de propriedades estudada na regiao

n=Frequéncia do antibiotipo

*O microrganismo nio foi encontrado na regido

**Foram encontrados 10 perfis diferentes, tendo frequéncia 1 cada um deles.

Observando a regido de Rio Claro, que abriga quatro das oito propriedades estudadas,
¢ possivel notar que os antibiotipos de resisténcia a ampicilina e penicilina (perfil 3) e de
resisténcia a tetraciclina (perfil 10) s3o os mais distribuidos entre os grupos de Staphylococcus
spp. estudados. Quantitativamente, o perfil de resisténcia a penicilina e tetraciclina (perfil 42)
foi prevalente entre os perfis estudados. De modo especifico, ao avaliar os antibiotipos de S.
aureus observou-se prevaléncia do perfil de resisténcia apenas a penicilina (perfil 5), seguido
dos perfis de resisténcia a tetraciclina (perfil 10), perfil de resisténcia a cefalotina, ampicilina
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e penicilina (14) e dos perfil de multiresisténcia a tetraciclina, gentamicina, cefalotina,
ampicilina, penicilina e sulfametoxazol + trimetoprim (12).

Na propriedade localizada no municipio de Pirai, houve predominancia do antibiotipo
de sensibilidade a todos os antibidticos (perfil 1), tendo sido observado um antibiotipo para
cada isolado de S. aureus. Na regido de Paracambi o perfil de multiresisténcia a tetraciclina,
gentamicina, enrofloxacina, cefalotina, ampicilina e penicilina (perfil 15) distribuiu-se em
todos os grupos estudados. E na regido de Seropédica, o antibiotipo de resisténcia a
tetraciclina (perfil 10) aparece em trés grupos.

5.2.2. Resisténcia aos betalactamicos oxacilina e cefoxitina

Os Staphylococcus spp foram avaliados quanto a resisténcia aos antibidticos
betalactamicos, a partir dos testes fenotipicos de agar “screen”, difusdo em disco modificada,
difusdo em disco simples com oxacilina, difusdo em disco simples com cefoxitina,
concentragdo inibitoria minima em caldo e em 4agar de oxacilina e concentracdo inibitdria
minima em caldo e em &gar de cefoxitina.

5.2.2.1. Testes fenotipicos de resisténcia a oxacilina e cefoxitina

As figuras abaixo ilustram os testes agar “screen” e difusdo em disco modificada. Na
figura 12 observa-se a resisténcia e a sensibilidade dos isolados no teste dgar “screen”, onde
qualquer crescimento, embora pequeno, ¢ considerado como resisténcia ao teste. E a figural3
representa o teste de difusdo em disco modificada, onde é possivel observar o perfil de
sensibilidade no primeiro isolado e o perfil de resisténcia nos demais isolados da placa.

Figura 12. Teste de Agar “screen”. As setas Figura 13. Teste de Difusdo em disco
indicam as colonias crescidas em meio modificada.
contendo oxacilina (6pg/ml).
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As figuras 14 e 15 ilustram as técnicas de microdiluicdo em caldo a esquerda e em agar
a direita.

EEE N Em AW

Figura 14. Teste de microdilui¢do em caldo. Figura 15. Teste de microdiluicdo em agar.

De acordo com os resultados dos oito testes fenotipicos realizados foi observada uma
significativa variagdo nos perfis de resisténcia obtidos (Anexo II), evidenciando a
heterogeneidade da resisténcia dos Staphylococcus spp. a oxacilina e cefoxitina. Tal
heteroresisténcia se caracteriza pela presenca tanto de organismos suscetiveis que exibem
crescimento atipico de Staphylococcus ndo-heteroresistentes, quanto organismos resistentes
que crescem mais lentos, ou em condigdes distintas de temperatura e NaCl (AARESTRUP et
al., 2001).

Em consequéncia a esses fatores, trabalhos de pesquisas reportam a dificuldade na
avalia¢do do perfil de suscetibilidade de Staphylococcus spp. a oxacilina (COELHO, et al.,
2009; SOARES et al., 2010). No presente trabalho foi avaliado o perfil fenotipico da
resisténcia a oxacilina e cefoxitina utilizando uma ampla gama de testes no objetivo de formar
uma visao critica da validade de cada um desses métodos. A cepa ATCC 43300, usada como
controle positivo, apresentou resisténcia em todos os testes fenotipicos realizados.

Para avaliar a sensibilidade/especificidade destes testes tomamos como padrdo ouro,
os testes de difusdo em disco simples (DDS) e agar screen (AS) preconizados pelo CLSI
veterinario (2008). Cabe ressaltar que o CLSI para analise de material humano também
preconiza a microdilui¢do em caldo (2011).

Ao analisar os 54 perfis obtidos foi observado que em 64,81% (35/54) houve
similaridade entre os resultados obtidos por DDS e AS correspondendo a 70% do total de
isolados (175/250). Tais perfis foram considerados para os calculos dos valores preditivos
positivo e negativo, e valores de especificidade e sensibilidade dos demais testes conforme
tabela abaixo .
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Tabela 6. Percentagem de sensibilidade, especificidade, VPP e VPN para os testes fenotipicos realizados.

Testes* Valores (%)
Sensibilidade EsBeciﬁcidade VPP VPN

DM 53 85 48 87
DSC 87 85 77 92
CcCO 96 22 76 70
CAO 91 50 75 78
CcCcC 98 32 90 73
CAC 95 45 82 77

*Teste de resisténcia a oxacilina = DM — Difusdo em Disco Modificada; DSC - Difusdo em Disco Simples com
Cefoxitina; CCO - Concentragdo Inibitéria Minima em Caldo de Oxacilina; CAO - Concentragdo Inibitoria
Minima em Agar de Oxacilina; CCC - Concentragdo Inibitéria Minima em Caldo de Cefoxitina; CAC -
Concentragdo Inibitoria Minima em Agar de Cefoxitina. VPP — Valor preditivo positivo; VPN — Valor preditivo
negativo.

Ao analisar os resultados obtidos ¢ possivel observar que o teste de Difusdo em Disco
Simples com Cefoxitina (DSC) é o de melhor desempenho quando comparado aos testes
padrao. Suas caracteristicas de sensibilidade, especificidade e valores de predicao aliadas ao
seu baixo custo e facil execugdo permitem que este venha a ser uma alternativa valorosa na
predicdo fenotipica da resisténcia aos beta-lactamicos. Tal fato ja vem sendo observado em
laboratorios de rotina de diagnostico clinico humano como uma possivel alternativa a
execugio da técnica de Agar Screen, muito mais laboriosa. No ultimo Congresso de Analises
Clinicas realizado em Curitiba, PR, em junho de 2011, varios grupos de diagndstico em
Bacteriologia Clinica discutiram a utilizagdo desta técnica como predicdo de resisténcia a
beta-lactamicos. Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam a validade desse teste
como ferramenta util também para o digndstico bacterioldgico clinico em Medicina
Veterinaria.

A literatura reporta que a multiplicidade de fatores associados a oxacilina requer uma
investigacdo que inclua a deteccdo de marcadores genéticos para interpretacdo correta do
fenotipo de heteroresisténcia expresso por determinados isolados de Staphylococcus spp. O
topico abaixo reporta os resultados da detec¢do dos genes do sistema mec.

5.2.2.2. Detecc¢ao do sistema mec em Staphylococcus spp.

A técnica de PCR foi aplicada para a detec¢do de genes reguladores do sistema mec
(mecl- mecRIl), com o objetivo de verificar o perfil fenotipico de heterorresisténcia a
oxacilina (Anexo III).
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As figuras ilustram os produtos da reacao multiplex de PCR para os genes DNAr
Staphy e mecA, apds (Figura 16) e PCR simples para o gene mecRI (Figura 17).

500 pb 500 pb
Figura 16. Gel de produto de PCR do Figura 17. Gel de produto de PCR do
multiplex genes DNAr Staphy (756 pb) e gene mecRI (234pb). M: marcador de
mecA (513 pb). M: marcador de peso peso molecular (100bp), CN: controle
molecular (100bp), CP: controle positivo positivo, CN: controle negativo e 1:
CN: controle negativo e 1: isolado positivo. isolado.

Todos os isolados estudados foram negativos para o gene mecA, mesmo aqueles que
apresentaram resisténcia fenotipica nos testes preconizados. O controle positivo cepa ATCC
43300 de Staphylococcus aureus aureus mecA positivo, obtida junto ao Instituto Nacional de
Controle de Qualidade/INCQS/FIOCRUZ, amplificou para os dois genes da reacdo de
multiplex em todos os ensaios realizados, bem como para todos os genes do complexo mec,
descartando qualquer possibilidade de erro na execugdo da técnica. Os genes mecl € mecRI
foram detectados igualmente em 11,6% (29/250) dos Staphylococcus spp..

Ao utilizarmos a ferramenta do programa BLAST para avaliacdo da especificidade de
anelamento da sequéncia primer utilizada na reacao de amplificacao foi constatado ser esta de
alta especificidade e conservagdo descartando a possibilidade de erro no anelamento ou
inespecificidade. Ainda assim, nao estd descartada a busca por outros primers da regido
conservada do mecA. Até o momento, em nossos estudos, nao tem sido observada correlagao
entre os perfis fenotipicos de resisténcia e a detec¢do génica, desse modo, pretendemos em
etapa futura, investigar os processos de regulagem e transcricdo génica do mecA, bem como
do produto dessa expressao, no caso a proteina de baixa afinidade PBP2a, além da busca por
genes homologos como sera discutido adiante.
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A figura abaixo ilustra os quatro tipos de cassete detectados neste estudo.

500 pb

Figura 18. Gel de produto de PCR do multiplex dos
genes de tipos de cassete de Staphylococcus spp.
SCCmec tipos I, II, IV e III. M: marcador de peso
molecular (100bp), CP: controle positivo e CN: controle
negativo.

Apesar da ndo deteccdo de isolados mecA positivos, foram detectados os quatro tipos
de cassete nos isolados estudados (Tabela 7), o que causa uma série de questionamentos, uma
vez que todo MRSA deveria apresentar o gene mec4 em seu cassete (ITO et al., 2004).
Entretanto, no periodo de janeiro de 2006 a junho de 2011, a partir da andlise de 12.691
isolados de origem humana coletados na Alemanha, foi encontrado um novo tipo de cassete
em 11 isolados, denominado cassete tipo XI. A cepa foi nomeada MRSA CC130 e contém um
homologo do gene mecA, denominado mecA1gazs1 (CUNY et al., 2011).

Este homodlogo do gene mecA ja havia sido descrito em casos de mastite bovina em
MRSA ST130 e mais recentemente em seres humanos ambos no Reino Unido (SHORE et al.,
2011; GARCIA et al.,, 2011). Isolados oriundos de seres humanos com fenotipo de MRSA,
negativos para mecA e positivos para mecAigazsi foram encontrados na Inglaterra e na
Dinamarca. Curiosamente, este homologo do gene mecA nao ¢ detectado por PCR com
primers para deteccdo de mecA(CUNY et al., 2011).

Até o momento MRSA CC130 ainda nao foi isolado de bovinos, mas parece ter uma
origem animal provavel, pois ja foi isolado a partir de um swab nasal de um veterinario em
Baviera (CUNY et al., 2011). Além disso, conforme foi relatado na Dinamarca e no Reino
Unido, MRSA ST130 ¢ absolutamente capaz de colonizar e causar infecgdes em bovinos e em
seres humanos (SHORE et al., 2011; GARCIA et al., 2011). Vale ressaltar que isolados
resistentes a oxacilina e cefoxitina que se apresentem negativos para mecA, devem ser
submetidos ao PCR para mecAigazsi. Estudos futuros devem mostrar se ha diferencas na
capacidade de disseminagdo entre seres humanos de S. aureus e MRSA ST130(CUNY et al.,
2011).

Os resultados apresentados representam um grande desafio para nosso grupo de
pesquisa.
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A tabela abaixo apresenta as percentagens dos tipos de cassete encontrados em cada
grupo de Staphylococcus avaliados por regido geografica. Os valores destacados representam
os tipos de cassete predominantes nas regioes estudadas (Tabela 7).

Tabela 7. Percentagem dos tipos de cassete detectados nas espécies de Staphylococcus e nas regides estudadas.

Regides
Espécie Tipo de | Rio Claro Pirai Paracambi Seropédica

cassete % (n=78) | % (n=23) % (n=19) % (n=25)
SCCmec 1 10,3 0 10,5 8
ECN SCCmec 11 2,6 4,3 10,5 4
(145) SCCmec 111 0 26,1 0 8
SCCmec IV 0 0 53 4

% (n=33) % (n=3) % (n=5) % (n=10)
SCCmec 1 0 0 20 20
ECP SCCmec 11 6 0 0 0
(51) SCCmec 111 1,3 0 0 10
SCCmec IV 0 0 0 30

% (n=14) % (n=16) % (n=5) % (n=3)
SCCmec 1 28,6 0 0 0
S. aureus SCCmec 11 14,3 6,2 0 0
(38) SCCmec 111 7,1 0 0 0

SCCmec IV 0 0 0 33,3

% (n=6) % (n=5) % (n=1) % (n=0)
SCCmec 1 0 40 0 0
S. intermedius | SCCmec 11 0 20 0 0
(12) SCCmec 111 0 0 0 0
SCCmec IV 0 0 0 0

% (n=4) % (n=0) % (n=0) % (n=0)
SCCmec 1 0 0 0 0
SIG SCCmec 11 0 0 0 0
@ SCCmec 111 75 0 0 0
SCCmec IV 0 0 0 0

O cassete tipo I foi o de mais ampla distribuig¢do entre as regides estudadas, justificado
a alta resisténcia aos beta-lactamicos encontrada neste trabalho, uma vez que este tipo de
cassete, assim como o cassete tipo IV contém o gene mecA como o unico determinante de
resisténcia, causando resisténcia apenas a esta classe de antimicrobianos (ZETOLA et al.,
2005; BOYLE-VAVRA et al., 2007).
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Figura 19. Percentagem dos tipos de cassete encontrados nas espécies de Staphylococcus na regido de
Rio Claro.

Na regido de Rio Claro foi observada predominancia do cassete tipo I, os isolados do
grupo SIG apresentaram apenas cassete tipo III (Figura 19).
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Figura 20. Percentagem dos tipos de cassete encontrados nas espécies de Staphylococcus na regido de
Pirai.

Na regido de Pirai foram detectados os cassetes I, II e III. Onde o I manifesta-se com
40% em S. intermedius e o 1l com 20% nesta mesma espécie. Ja o cassete tipo III apresenta-se
com 26,08% em ECN (Figura 20). Os tipos de cassete II e III contém multiplos determinantes
para resisténcia, como plasmideos integrados e transposons, € sdo responsaveis pela multi-
resisténcia normalmente encontrada em cepas de origem hospitalar. Devido ao seu maior
tamanho, a transféncia horizontal dos SCCmec tipos Il e III € mais dificil quando comparados
com o tipo IV, e a disseminacao destes elementos ocorre principalmente como resultado da
pressdo seletiva da exposi¢ao a antibidticos (ZETOLA et al., 2005; BOYLE-VAVRA et al.,
2007).
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Figura 21. Percentagem dos tipos de cassete encontrados nas espécies de Staphylococcus na regido de
Paracambi.

Em Paracambi, aparecem apenas os tipos de cassete I, Il e IV, sendo o tipo I com 20%
para ECP e 10,52% para ECN; o tipo II com 10,52% e o tipo IV com apenas 5,4%, ambos
para ECN (Figura 21).
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Figura 22. Percentagem dos tipos de cassete encontrados nas espécies de Staphylococcus na regido de
Seropédica.

No municipio de Seropédica predominaram os tipos de cassete [ e IV, em que o tipo I
apresentou 20% para ECP e o tipo IV apresentou 33,3% para S. aureus e 30% para ECP
(Figura 22). Devido ao seu menor tamanho e auséncia de outros genes de resiténcia, as cepas
cassete SCCmec tipo IV sdao provavelmente mais modveis, conferindo vantagem fora da
pressdo relacionada a antibidticos em ambiente hospitalar, possibilitando sua répida
disseminagao na comunidade (COHEN, 2007).

Vale ressaltar que a toxina leucocidina PVL aparece mais frequentemente em SCCmec
tipo IV, a qual ataca a membrana das cé¢lulas de defesa do hospedeiro, devido a atividade
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sinérgica de duas proteinas, LuKS e LuKF, resultando em necrose tecidual e destruicao de
leucocitos, através da formacdo de poros na membrana celular. Cepas de MRSA de origem
comunitdria tem sido associadas a pneumonia necrosante e infec¢des cutaneas necrotizantes,
devida a presenca dessa toxina (BOYLE-VAVRA et al., 2007). No entanto, a regra para
toxina PVL na patogénese do Staphylococcus aureus resistente a meticilina nao estd
completamente elucidada, mas parece ser o fator de risco para infec¢des graves de pele e
partes moles (HAGEMAN et al., 2006).

5.2.2.3. Deteccio Genotipica e Fenotipica da Producio de betalactamases

O presente estudo buscou correlacionar a presenca de genes reguladores da producao
de enzimas [B-lactamases (genes blaZ) com o fenodtipo de resisténcia aos antibidticos beta-
lactamicos de Staphylococcus spp. isolados, com o intuito de verificar a ocorréncia desse
possivel mecanismo de resisténcia antimicrobiana.

A figura 23 ilustra o teste de produgdo de betalactamase realizado com o disco de nitrocefin.

Figura 23. Teste de produgdo de betalactamase, No disco a direita, observa-se prova positiva, onde a ruptura do
anel beta lactamico foi evidenciada pela produgao da cor vermelha. A cor amarela no disco indica resultado
negativo.

As figuras abaixo ilustram os genes do sistema b/aZ amplificados em rea¢des de PCR.

VIS GRS G\ M CP CN

500 pb 500 pb

Figura 24. Gel de produto de PCR do
gene blaZ (861 pb) de Staphylococcus spp.
M: marcador de peso molecular (100bp),
CP: controle positivo, CN: controle negativo
e 1: isolado positivo.

Figura 25. Gel de produto de PCR do
gene blal (331 pb) de Staphylococcus spp.
M: marcador de peso molecular (100bp),
CP-  controle positivo, CN: controle
negativo e 1: isolado positivo. 43
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Figura 26. Gel de produto de PCR do gene blaRI (1566 pb). de Staphylococcus
spp. M: marcador de peso molecular (100bp), CP: controle positivo, N: isolados
negativos, CN: controle negativo e 1: isolado positivo.

A tabela do Anexo IV apresenta os 91 perfis encontrados a partir da sistematizagdo
dos dados fenotipicos de resisténcia pelos testes AS, DSO, DSC alinhados a presenga dos
genes mecA e do complexo bla.

Foi considerado um possivel envolvimento de B-lactamases como possivel mecanismo
de resisténcia a oxacilina nestes isolados por serem mecA-negativos e apresentaram-se
fenotipicamente resistentes a oxacilina. Os genes blal e blaRI atuam como componente
reguladores da sintese da B-lactamase. O gene blal estd localizado em uma regido entre os
genes reguladores blaRl e blaZ. A ligagdo do antibidtico B-lactdmico ao componente de
membrana BlaRI promove um sinal que ¢ transmitido através da membrana para o citoplasma
da célula. Este sinal ¢ responsavel pela remoc¢ao do componente repressor (blal) localizado na
regido entre os genes blaRl e blaZ, permitindo assim a transcri¢do do gene blaZ e conseqliente
producao da enzima B-lactamase determinando o fenotipo de resisténcia (LEWIS; DIKE,
2005). O gene blaZ foi detectado em 5,2% (13/250) dos isolados, sendo que nestes, todo o
sistema blaZ-blal- blaRI foi detectado em 23,1% (3/13) dos isolados. Dos Staphylococcus
spp. positivos para o gene blaZ, apenas dois foram positivos para a prova do disco de
nitrocefin Apenas um entre os 13 isolados foi blaZ-blal positivo, mecA negativo e
fenotipicamente resistente a oxacilina. Este resultado aponta para o provavel envolvimento de
outros mecanismos de resisténcia, tais como, outras classes de PBPs (por exemplo, PBP3 ¢
PBP4), e para o estudo do gene homologo mecA; gaasi.
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6. CONCLUSOES

o O grupo Staphylococcus spp. coagulase negativos (58%, 145/250) foi prevalente
dentre os estafilococos identificados;

J Dentre as espécies coagulase-positivas identificadas, S.aureus foi a espécie
prevalente (36,2%, 38/105);

o Os isolados apresentaram elevada resisténcia a penicilina e a ampicilina, tendo a
gentamicina, enrofloxacina, a associacao sulfametoxazol-trimetoprim e cefalotina mostrado
maior eficacia frente a estes;

o Foi observada uma grande variagdo quanto ao perfil da resisténcia
antimicrobiana das amostras de Staphylococcus spp.;

J Os antibiotipos prevalentes para ECN foram de sensibilidade a todos os
antibioticos (perfil 1; 9,0%), resisténcia a ampicilina e penicilina (perfil 3; 8,3%) e resisténcia
a tetraciclina e penicilina (perfil 42; 7,6%);

o Os antibiotipos prevalentes para ECP foram de resisténcia a tetraciclina (perfil
10; 9,8%), resisténcia a cefalotina, ampicilina e penicilina (perfil 14) e resisténcia a
tetraciclina, cefalotina, ampicilina e penicilina (perfil 35), ambos com 7,8%.

o Os antibiotipos prevalentes para S. aureus foram de resisténcia a tetraciclina
(perfil 10; 18,4%), resisténcia a penicilina (perfil 5; 13,1%), e resisténcia a tetraciclina,
gentamicina, cefalotina, ampicilina, penicilina e sulfametoxazol+trimetoprim (perfil 12;
10,5%).

o Os antibiotipos prevalentes para S. intermedius foram de resisténcia a todos os
antibidticos testados (perfil 2; 25%), resisténcia a tetraciclina, ampicilina e penicilina (perfil
4), e resisténcia a tetraciclina, cefalotina, ampicilina e penicilina (perfil 15), ambos com
16,6% de frequéncia.

o O grupo SIG apresentou antibiotipos distintos pertencentes aos perfis 2, 3, 10 e
37, de resisténcia a todos os antibioticos, a ampicilina e penicilina, a tetraciclina e a
gentamicina, cefalotina e penicilina, respectivamente.

o No municipio de Rio Claro, os antibiotipos de resisténcia a ampicilina e
penicilina (perfil 3) e de resisténcia a tetraciclina (perfil 10) s@o os mais distribuidos entre os
grupos de Staphylococcus spp. estudados. Quantitativamente, o perfil de resisténcia a
penicilina e tetraciclina (perfil 42) foi prevalente entre os perfis estudados ;

o No municipio de Pirai, houve predominédncia do antibiotipo de sensibilidade a
todos os antibioticos (perfil 1).

o No municipio de Paracambi o perfil de multiresisténcia a tetraciclina,
gentamicina, enrofloxacina, cefalotina, ampicilina e penicilina (perfil 15) distribuiu-se em
todos os grupos estudados;

o No municipio de Seropédica, o antibiotipo de resisténcia a tetraciclina (perfil 10)
aparece em ECN, ECP e S. aureus;

o Foram obtidos 54 perfis de resisténcia para os oito testes fenotipicos realizados,
evidenciando a heterogeneidade da resisténcia dos Staphylococcus spp. a oxacilina e
cefoxitina;

o O teste de Difusao em Disco Simples com Cefoxitina ¢ o de melhor desempenho
quando comparado aos testes padrdo, na predi¢do da resisténcia aos betalactamicos;

J Todos os isolados estudados foram negativos para o gene mecA, mesmo aqueles
que apresentaram resisténcia fenotipica nos testes preconizados;

° Os genes mecl e mecRI foram detectados igualmente em 11,6% (29/250) dos
Staphylococcus spp.;
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° Até o momento, em nossos estudos, nao tem sido observada correlagdo entre os
perfis fenotipicos de resisténcia e a detecgao génica do gene Meca;

o Em estudos futuros serdo investigados os processos de regulacdo e transcri¢do
génica do gene mecA, bem como o produto dessa expressdo, no caso a proteina de baixa
afinidade PBP2a, além da busca por genes homologos;

o Apesar da ndo detecgdo de isolados mecA positivos, foram detectados os quatro
tipos de cassete nos isolados estudados;

o O cassete tipo I foi o de mais ampla distribuicao entre as regides estudadas;

o No municipio de Rio Claro foi observada predominancia do cassete tipo I, os
isolados do grupo SIG apresentaram apenas cassete tipo I11;

o No municipio de Pirai foram detectados os cassetes I (40% em S. intermedius), 11
(20% em S. intermedius) e 111 (26,08% em ECN;

. No municipio de Paracambi, aparecem apenas os tipos de cassete I (20% para
ECP e 10,52% para ECN) e II (20% para ECP);

o No municipio de Seropédica predominaram os tipos de cassete 1 (20% para ECP)
e IV (33,3% para S. aureus e 30% para ECP);

o O gene blaZ foi detectado em 5,2% (13/250) dos isolados;

o O sistema blaZ-blal- blaR1 foi detectado em 23,1% (3/13) dos isolados;

o Apenas um entre os 13 isolados foi blaZ-blal positivo, mecA negativo e
fenotipicamente resistente a oxacilina;

J Dos isolados positivos para o gene blaZ (13/250), apenas dois foram positivos
para a prova do disco de nitrocefin;

o Mais estudos serdo realizados para refinar a correlacdo genotipo x fendtipo,
principalmente em relacao a resisténcia aos beta-lactamicos.
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Anexo I

Staphylococcus spp. isolados de mastite bovina classificados em antibiotipos através da técnica de difusdo

em disco.
Porcentagem nas espécies
Antibiotipos | Resisténcia aos antimicrobianos** ECN | ECP | S.aureus | S.intermedius ECP
(145) | (51) (38) (12) (SIG)
“4)
1 * 9,0% | 4,0% 5,2% 8,3%
2 TET, GEN, ENO,CFL, AMP, PEN,
SUT 4,0% | 2,0% 5,2% 25% 25,0%
3 AMP, PEN 8,3% | 5,9% 2,6% 8,3% 25,0%
4 TET, AMP, PEN 4,1% | 4,0% 2,6% 16,6%
5 PEN 5,5% 13,1%
6 AMP, SUT 1,3% 2,6%
7 CFL, AMP 0,7% 2,6%
8 AMP, PEN, SUT 5,9% 2,6%
9 TET, GEN, ENO, CFL, PEN 0,7% | 2,0% 2,6%
10 TET 55% | 98% | 18,4% 25,0%
11 GEN 2,0% 2,6%
12 TET, GEN,CFL, AMP, PEN, SUT | 0,7% | 4,0% 10,5%
13 TET, GEN, AMP 0,7% 2,6%
14 CFL, AMP, PEN 1,3% | 7,8% 5,2%
15 TET, GEN, ENO,CFL, AMP, PEN | 2,0% | 2,0% 10,5% 16,6%
16 TET,CFL, AMP, PEN 0,7% 2,6%
17 TET, GEN, CFL, AMP, PEN, 0,7% 2,6% 8,3%
18 GEN, ENO,CFL, AMP, PEN, SUT 2,6%
19 TET, GEN, ENO, AMP, PEN, 2,6%
20 TET, AMP 3,4%
21 TET, SUT 0,7%
22 AMP 2,7% | 5,9%
23 TET, ENO, AMP, PEN, SUT 0,7% | 4,0%
24 PEN, SUT 2,0%
25 TET, GEN, ENO, AMP, SUT 0,7%
26 ENO, AMP, PEN 0,7%
27 ENO, AMP 0,7%
28 ENO, AMP, PEN, SUT 0,7% | 2,0%
29 TET, ENO, SUT 0,7%
30 ENO, AMP, SUT 0,7%
31 GEN, PEN 0,7% | 2,0%
32 TET, CFL, AMP, PEN, SUT 4,8%
33 TET, AMP, SUT 0,7%
34 CFL, PEN 2,7%
35 TET, CFL, AMP, PEN 2,7% | 7,8%
36 ENO, PEN 0,7%
37 GEN, CFL, PEN 0,7% 25,0%
38 TET, GEN, PEN 1,3% | 2,0%
39 TET, CFL, PEN, SUT 0,7%
40 TET, CFL, PEN 1,3%
41 GEN, ENO,CFL, PEN, SUT 0,7%
42 TET, PEN 7,6% | 4,0% 8,3%
43 TET, PEN, SUT 2,0%
44 TET, ENO, AMP, PEN 0,7%
45 TET, ENO 0,7%
46 CFL, AMP, PEN, SUT 1,3%
47 TET, GEN,AMP,PEN 4,1%
48 TET, AMP, PEN 2,7%
49 GEN, ENO,CFL, AMP, PEN 1,3%
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Porcentagem nas espécies

Antibiotipos | Resisténcia aos antimicrobianos** ECN | ECP | S.aureus | S.intermedius ECP
(145) | (51 (38) (12) (SIG)
4

50 SUT 1,3%

51 TET, GEN, CFL, AMP, SUT 0,7%

52 GEN, AMP, PEN 0,7%

53 GEN, CFL, AMP, PEN 0,7% 8,3%

54 GEN, CFL, AMP, PEN, SUT 2,0%

55 TET, ENO,CFL, AMP, PEN 0,7%

56 CFL, PEN, SUT 0,7%

57 TET, GEN, ENO, AMP, PEN, SUT | 0,7%

58 TET, GEN, ENO,CFL, PEN, SUT | 0,7%

59 ENO, CFL, AMP, PEN 0,7%

60 GEN, SUT 2,0%

61 GEN, CFL, AMP, SUT 2,0%

62 CFL 2,0%

63 GEN, AMP, SUT 2,0%

64 TET, ENO, PEN, SUT 2,0%

65 TET, PEN, SUT 2,0%

66 TET, GEN, AMP, PEN 2,0%

67 ENO, CFL, PEN, SUT 2,0%

68 GEN, CFL, PEN, SUT 2,0%

**TET: Tetraciclina, GEN: Gentamicina, ENO: Enrofloxacina, CFL: Cefalotina, AMP: Ampicilina, PEN:
Penicilina e SUT: Sulfametoxazol+trimetoprim.
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Anexo 11

Perfis de suscetibilidade dos isolados de Staphylococcus spp nos distintos testes fenotipicos.

Porcentagem nas espécies

Antibiotipos | Resisténcia aos Testes ECN ECP | S. aureus inters{edius ECP
a45) | 1) (38) ) (SIG) (4)
1 * 2.10% ) 5.30% ) )
2 Asé[l)goégzc,cicco, 16,00% | 25.50% | 15,80% |  8,30% ;
3 Cég’ %I‘:sz%’CDSC%C 20,70% | 15,70% | 7,90% 25% -
b bl b
) DSC, CC%,A CCAO, cCC, | 5 10m, 2 60% ] ]
5 Az’ fg"’clésco’ci%o’ 1.40% | 2.00% | 2.60% 8.30% ]
b b
6 CCO, CCC, CAC 0.70% | 7.80% | 7.90% 8.30% )
7 AS, CCO, CCC, CAC | 1.40% | 2,00% ] ) )
DSO, DSC, CCO, CAO, :
8 pnrA 2340% | - ] ) )
AS, DSO, CCO, CCC, .
9 P 1.40% ) ] ) )
10 CCO, CAO 2.80% ] ] ] ]
1 AS, DSO, CCC, CAC | 0,70% ] ] ] ]
12 AS, %“:bDSC%CCCO’ 0.70% | 2.00% ] ] ]
bl
AS, DSO, DSC, CCO, .
13 CAO, CAC 0,70% ) ) ) )
AS, DSO, DSC, CCO, .
14 ROvReSh 1.40% ] ] ] ]
15 AS, DM, DSO, CCC, CAC | 0,70% ] ] 8.30% )
16 AS, Dgg,CCSZ)éCAO, 1.40% | 2.00% ] ] ]
17 CCO, CAO, CCC, CAC | 480% | 2.00% | 5.30% ] 25.00%
18 AS, Dggén(sjg,ccco, 0.70% | 2.00% ] ] ]
19 Dl‘g’A%S% é)cscéggo, 13,10% | 9.80% | 10,50% |  830% ;
20 AS, DM, CCC 0.70% ] ] ] ]
21 DM, %scoé Dgfécco, 3.40% | 2.00% | 2.60% ] ]
AS, DM, CCO, CCC, .
2 S 0.70% ) ] ) )
23 DM, CCO, CCC, CAC | 0,70% ] ] 8.30% )
24 DM, CCOC’ACé‘O’ CCC 1 1 40% ] 2.60% ] ]
25 DM, DSO, DSC, CCO | 140% | 2.00% ] ] ]
26 CCO, CCC 0.70% | 2.00% ] ] ]
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Resisténcia aos Testes

Porcentagem nas espécies

S.

Antibiotipos ECN ECP |S. aureus intermedius ECP
a45) | 1) (38) ) (SIG) (4)
27 CCO, CAO, CCC 1.40% ) ] ) )
AS, DM, DSO, DSC, .
28 CCO, CAO 0,70% - - - -
29 Af:’ ;)év[,cléscc,&cco, 3.40% | 2.00% | 2.60% ) )
bl bl
30 CCC, CAC 0.70% 2.60% ) )
31 cce 0.70% | 2.00% ] ) )
32 AS, DM, CCO 0.70% 2.60% ) )
AS, DM, DSC, CCO, .
33 CCC, CAC 0,70% - - -
34 AS, DM, DSC, CCO | 0,70% ] ] ] ]
35 DM, DSC, CCO 0.70% ) ] ) )
36 CAO 1.40% ] ] ] 25.00%
37 CCo 0.70% | 4.00% | 2.60% ) )
38 CAO, CCC 0.70% ) ] ) )
39 Ds0, DSCC’CCCCO’ CAO, | 40% ] 2.60% ) )
40 AS, Dé\g’cc‘ég’CCAo’ 0.70% | 2.00% | 2.60% ) )
DM, DSO, CCO, CAO, .
41 COC CAL 1.40% ) ] ) )
02 CCO, CAO 0.70% ) ] ) )
43 AS, CCC, CCA ] 2.00% | 2.60% ) )
44 DSC, CCO, CCC ] 2.00% ) ) )
45 DM, DSCC, fgo, CCC, ] 200% ] ] ]
AS, DM, DSO, DSC, ,
46 CAO, CCC, CAC ) 2,00% ) ) )
R T
AS, DM, DSO, DSC, -
48 CCO, CAO, CCC - 2,00% - - -
o AS, 1)M,C CCCCO, CAO, ] 2 00% ] ] ]
50 DM, DS%’:CSC’ ccc, ] ] 2.60% 8.30% 25.00%
AS, DM, DSO, DSC, ] ] , . )
51 CoLCot Al 2.60% 8.30% 25.00%
52 DM, %SA% DCSS’CCCO’ ] ] 2.60% 8.30% ]
53 DSC, CCO ] ] 2.60% ] )
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Porcentagem nas espécies
Antibiotipos | Resisténcia aos Testes ECN ECP |S. aureus S. ECP
intermedius
(145) (51) 38) (12) (SIG) (4)
AS, CCO, CAO, CCC, o
54 CAC - - 2,60% - -

AS- Agar “screen”; DM — Difusio em Discco Modificada; DSO — Difusdo em Disco Simples com Oxacilina;
DSC - Difusdo em Disco Simples com Cefoxitina; CCO - Concentragdo Inibitoria Minima em Caldo de
Oxacilina; CAO - Concentragdo Inibitoria Minima em Agar de Oxacilina; CCC - Concentragio Inibitoria
Minima em Caldo de Cefoxitina; CAC - Concentragdo Inibitéria Minima em Agar de Cefoxitina.
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Anexo II1

Genes do sistema regulatorio mec e fendtipo de resisténcia a oxacilina e cefoxitina em Staphylococcus spp.

(n=250)

Perfil (n de
isolados)

Resisténcia a OXA* e CFO**

Genes do sistema mecA

»n

=

=]
2
@)

DSC | CCO | CAO

a
a

>
o

mecA

mecl

mecRI

1(27)

2 (18)

+

+
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4]

4]
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7(24)
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+ |
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Perfil (n de
isolados)

Resisténcia a OXA* e CFO**

Genes do sistema mecA

»n

DSO

DSC

CCO

CAO

a
a

mecA

mecl

mecRI

47 (1)

R

+

+

48 (2)

+

+

49 (1)
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+ |
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+ |

—+ 1
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AS- Agar Screen; DM — Difusdo em Discco Modificada; DSO — Difusao em Disco Simples com Oxacilina; DSC
- Difusdo em Disco Simples com Cefoxitina; CCO - Concentragdo Inibitoria Minima em Caldo de Oxacilina;
CAO - Concentragdo Inibitoria Minima em Agar de Oxacilina; CCC - Concentragdo Inibitéria Minima em Caldo
de Cefoxitina; CAC - Concentragdo Inibitéria Minima em Agar de Cefoxitina.
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Detecgdo dos

Anexo IV

genes blaZ e resisténcia a oxacilina em Staphylococcus sp

Perfil (n de
isolados)

Resisténcia a OXA e
CFO

mecA

Genes do sistema

blaZ

AS | DSO

)
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Perfil (n de
isolados)

Resisténcia a OXA e
CFO

Genes do sistema

blaZ

AS | DSO
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AS- Agar Screen; DSO — Difusio em Disco Simples com Oxacilina; DSC - Difusio em Disco Simples com
Cefoxitina.
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