UFRRJ

INSTITUTO DE VETERINARIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
VETERINARIAS

DISSERTACAO

Caracterizacao de Staphylococcus do grupo sciuri e analise fenogenotipica da resisténcia a

oxacilina em isolados de roedores e equinos do Instituto de Biologia do Exército

Amanda Couto Calazans Silva

2013



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
~ INSTITUTO DE VETERINARIA ,
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

CARACTERIZACAO DE STAPHYLOCOCCUS DO GRUPO SCIURI E ANALISE
FENOGENOTIPICA DA RESISTENCIA A OXACILINA EM ISOLADOS DE
ROEDORES E EQUINOS DO INSTITUTO DE BIOLOGIA DO EXERCITO

AMANDA COUTO CALAZANS SILVA

Sob a Orientacédo da Professora

Miliane Moreira Soares de Souza

Coorientadora
Shana de Mattos de Oliveira Coelho

Tese submetida como
requisito parcial para
obtencdo do grau de
Mestre em Ciéncias,
no Curso de Pods-
Graduacao em
Ciéncias Veterinarias

Seropédica, RJ
Marco de 2013



“Todas as vitorias ocultam
uma abdicacdo.”
Simone de Beauvoir



AGRADECIMENTOS

Agradeco a DEUS por me dar forca interior para superar as dificuldades, mostrar o caminho nas
horas incertas e me suprir em todas as minhas necessidades.

A minha familia, em especial a minha mie, VALERIA COUTO CALAZANS SILVA, que
sempre me deu amor e forca, valorizando meus potenciais.

Ao meu marido, THIAGO MACHADO SOUZA, pelo companheirismo, paciéncia, apoio e
dedicacdo, sem o qual essa jornada teria sido muito mais &rdua. Obrigada pelo carinho e
compreensdo nos momentos mais dificeis.

A minha orientadora MILIANE MOREIRA SOARES DE SOUZA por toda sabedoria,
empenho, compreensdo e exigéncia. Obrigada por sua ajuda nos momentos mais criticos, por
acreditar no futuro desse projeto, pela oportunidade de crescimento e pela confianca a mim
depositada.

A minha coorientadora SHANA DE MATTOS DE OLIVEIRA COELHO, por me incentivar na
busca do conhecimento, pelos ensinamentos e pelo apoio técnico excepcional.

A todos os amigos do LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA que me auxiliaram no
desenvolvimento da minha dissertacao.

Aos meus colegas DAYANE ARAUJO DE MELO e PEDRO TRIVISOL que participaram
diretamente deste trabalho e me ajudaram em todos 0s momentos.

Ao INSTITUTO DE BIOLOGIA DO EXERCITO pela logistica e infraestrutura disponibilizada
para realizacdo das coletas.

Ao LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO
RIO DE JANEIRO pelo apoio financeiro e técnico, e por tornarem factivel a conducdo desta
pesquisa.

A todas as pessoas que, direta ou indiretamente, contribuiram para a execu¢do dessa Dissertacao
de Mestrado.



LISTA DE ABREVIACOES

BHI = Infuso Cérebro Coracgédo

Ccr = “Cassete Chromossome Recombinases”

CLSI: “Clinical and Laboratory Standards Institute”

DMSO= dimetilsulfoxido

DNA = acido desoxiribonucléico

DT104 = tipo definitivo 104

ECN = Estafilococos Coagulase Negativos

EDTA = &cido etilenodiamino tetra-acético

FMG = Fazenda Modelo Gericino

H,O, = peroxido de hidrogénio

HCI = &cido cloridrico

1S43 =: ilha de patogenicidade 431

KOH = hidroxido de potassio

KCI = cloreto de potéssio

MH = “Miieller-Hinton”

MgCl;, = cloreto de magnésio

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 sddio

NCCLS = “National Committee for Clinical Laboratory Standards”
nm = nandmetro

ng = nanograma

O, = oxigénio

pb = pares de base

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

PCR = “Polymerase Chain Reaction” - Reacdo em Cadeia de Polimerase
rpm = rotagdo por minuto

SIG = grupo de Staphylococcus intermedius

U = unidades
Ul = unidade internacional
V = volts

VPN = valor preditivo negativo

VPP = valor preditivo positivo

VRE = Enterococcus spp. vancomicina-resistentes
[g = micrograma

pL= microlitro

°C = graus Celsius



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.
Figura 2.

Figura 3.
Figura 4.

Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.

Estruturas dos cassetes estafilococicos mec tipos I, 11, 111, IV (subtipos
IVa, IVbelVc)e V.

Sistema de regulagdo que controla a expressao da B-lactamase e da
PBP2a.

Complexo do gene mec.

Teste de resisténcia a bacitracina.

Gel de produto de PCR do gene Staph de Staphylococcus spp.(756 pb).
Gel de produto de PCR do gene 16SrRNA de S. sciuri (872 pb).

Gel de produto de PCR do gene 16SrRNA de S. lentus (872 pb).
Grafico do percentual de isolados bacterianos obtidos a partir do perfil
bioquimico e da amplificacdo dos genes especificos de caracterizacao
dos espécimes provenientes de camundongos e equinos.

Gréafico do percentual de resisténcia dos Staphylococcus spp. oxidase-
positivos isolados.

Gel de produto de PCR do gene pbpD (1120 pb).

Gel de produto de PCR do fragmento do gene mecA (533 pb).

Gel de produto de PCR do fragmento do gene mecl (639 pb).

Gel de produto de PCR do fragmento do gene mecRI (234pb).
Dendograma baseado na sequéncia do gene mecA de Staphylococcus
spp. provenientes de diferentes espécies hospedeiras

08

08
14

20
20
21
23

24

26
26
26
26
31



INDICE DE QUADROS

Quadro 1.
Quadro 2.

Quadro 3.

Quadro 4.

Perfis bioquimicos dos estafilococos oxidase-positivos

Zonas de inibicdo avaliadas pelo didmetro dos antimicrobianos
utilizados.

Iniciador e ciclo empregado para amplificacdo dos genes de
identificacdo espécies de Staphylococcus spp. oxidase-positivos.

Iniciadores e ciclos empregados nos ensaios de amplificacdo dos genes
de resisténcia a oxacilina de Staphylococcus spp. oxidase-positivos.

15
15

17

18



INDICE DE TABELAS

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.
Tabela 5.
Tabela 6.
Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

Tabela 10.

Distribuicdo das amostras de equinos e camundongos no Instituto de
Biologia do Exército.

Distribuicdo do Grupo Staphylococcus sciuri em isolados de
camundongos e equinos.

Distribuicdlo das espécies do Grupo Staphylococcus sciuri
fenogenotipicamente identificadas de acordo com as diferentes coletas.

Caracterizacdo fenotipica e genotipica das amostras coletadas.
Percentuais de resisténcia encontrados para 0s antimicrobianos testados.
Prevaléncia dos genes envolvidos na expressdo da resisténcia a
oxacilina.

Numero de isolados mecA positivos nas diferentes espécies de
Staphylococcus spp. oxidase-positivos.

Perfil dos testes fenotipicos de deteccdo de resisténcia a oxacilina e
cefoxitina e genes pbpD e do sistema regulatério mec em isolados de
Staphylococcus spp. oxidase-positivos.

Percentual de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
negativo dos testes de difusdo com disco de oxacilina e cefoxitina.
Sequéncias do gene mecA de Staphylococcus spp. provenientes de
diferentes hospedeiros selecionados do NCBI

12

19

19

21
24
25
27

28

29

31



SUMARIO
1 INTRODUCAO
2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Staphylococcus

2.2 Resisténcia aos betalactamicos

2.3 Origem do MRSA e do gene mecA

2.4 Uso indiscriminado de antimicrobianos na Medicina Veterinaria
2.5 Aspectos epidemioldgicos na interacdo Homem-Animal

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
3.2 Objetivos especificos:

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Origem da amostra

4.2 Identificacdo das espécies

4.2.1 Método de Gram, prova do hidroxido de potassio (KOH) a 3% e prova da
catalase

4.2.2 Prova da coagulase

4.2.3 Resisténcia a bacitracina

4.2.4 Resisténcia a novobiocina

4.2.5 Teste da oxidase

4.2.6 Prova de fermentacdo de agUcares

4.3 Testes de suscetibilidade antimicrobiana

4.3.1 Difusao em disco simples

4.4 Técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

4.4.1 Extracdo do DNA bacteriano

4.4.2 Amplificagdo dos genes através da técnica de PCR

4.4.2.1 Caracterizacao genotipica das espécies de Staphylococcus spp.

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

4.5 Analise estatistica
4.6 Sequenciamento do gene e analise das sequencias de DNA

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo fenogenotipica do Grupo Staphylococcus sciuri
5.2 Resisténcia a oxacilina e cefoxitina

5.3 Deteccéo do gene pbpD e sistema mec em isolados do Grupo Staphylococcus sciuri

5.3.1 Resisténcia fenotipica x Detec¢do genotipica

5.3.1.1 Resultados estatisticos: marcadores fenotipicos de resisténcia
5.3.1.2 Analise fenotipica de resisténcia

5.4 Andlise de Sequéncias Génicas e ConsideracOes Finais

6 CONCLUSOES

01

03

03
05
09
09
10

11
11
11

12
12
12
13

13
13
14
14
14
15
15
16
16
16
17
17
18
18

19
19
24
25
27
27
29
30

33



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

34



RESUMO

CALAZANS-SILVA, Amanda Couto. Caracterizacdo de Staphylococcus do grupo sciuri e
analise fenogenotipica da resisténcia a oxacilina em isolados de roedores e equinos do
Instituto Bioldgico do Exército. 2013. 53f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias).
Instituto de Veterinaria, Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

A resisténcia a oxacilina em Staphylococcus é decorrente da integracdo do SSCmec, onde esta
localizado o gene mecA, no cromossomo bacteriano. Este gene codifica uma variante da PBP2,
a PBP2a, de baixa afinidade a penicilina. O complexo mec € também composto pelos genes
mecR1 e mecl, com atividade repressora e anti-repressora, respectivamente, sobre o gene mecA.
A origem do gene mecA é desconhecida, porém, estudos sugerem que sua fonte esta relacionada
com Staphylococcus coagulase-negativo, uma vez que a presenca de mecA e um gene homélogo
denominado pbpD foi detectada em isolados de Staphylococcus sciuri. O presente estudo
avaliou 210 amostras de pele e conduto auditivo externo de camundongos e 60 swabs nasais de
equinos saudaveis provenientes do Biotério e da Fazenda Modelo Gericind, ambos do Instituto
de Biologia do Exército, localizados no municipio do Rio de Janeiro. Resultados feno e
genotipicos foram concordantes para 59,52% (25/42) e 78,57% (11/14) para S. lentus e S. sciuri,
respectivamente. Foi analisado o fendtipo de resisténcia antimicrobiana e correlacionado com a
deteccdo dos genes mecA e pbpD, em seguida, foi avaliada a similaridade entre as sequéncias
do gene mecA detectado nas espécies do Grupo sciuri com o gene presente em Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina. Todos os isolados S. sciuri apresentaram o homologo do gene
mecA, sem qualquer expresséo fenotipica de resisténcia a oxacilina. Por outro lado, os isolados
gue possuiam 0 gene mecA apresentaram resisténcia fenotipica em pelo menos um dos
antibioticos testados. O alinhamento do gene mecA mostrou que as sequéncias de nucle6tidos
foram agrupados em dois grupos diferentes, um oriundo de amostras bovinas e outro de
amostras humanas e equinas.

Palavras-chaves: Staphylococcus sciuri, gene mecA, resisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT

CALAZANS-SILVA, Amanda Couto. Phenogenotypic characterization of Staphylococcus
sciuri group and oxacillin-resistance analysis in isolates from rodents ande quines of Army
Biologic Institute. 53f. Dissertation (Master in Veterinary Science). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ.

Oxacillin/methicillin-resistance in Staphylococcus is related to the integration of SSCmec,
containing the mec complex, in the bacterial chromosome. The mecA gene codifies a variant of
PBP2, termed PBP2a or PBP2’, whose affinity with the beta-lactamic antibiotics is very low.
Complex mec contains mecA and its regulatory genes mecR1 and mecl. Its origin is still
unknown, although evidences support that it is related to coagulase-negative staphylococci,
once mecA and a homologue gene, pbpD, were both detected in Staphylococcus sciuri species
group. The present work evaluated 210 samples of skin and ear swabs from rodents and 60 nasal
swabs from equines of Army Biologic Institute, Rio de Janeiro. Pheno- and genotypic results
were concordant for 59,52% (25/42) and 78,57% (11/14) S. lentus and S. sciuri isolates,
respectively. The phenotypic antimicrobial resistance pattern was evaluated and correlated to
the detection of mecA and pbpD genes. Also, mecA sequences from sciuri group strains were
compared to others species in order to evaluate the degree of similarity among them. Although
all S. sciuri isolates tested positive for pbpD, no correlation was observed with antimicrobial
resistance for isolates that presented only mecA homologue On the other hand, isolates tested
positive for mecA gene also presented phenotypic resistance in at least one assay. The alignment
of the mecA gene showed that the nucleotide sequences were sorted into 2 different groups, one
comprising the bovine strains and the other containing human and equine strains.

Key words: Staphylococcus sciuri, mecA gene, antimicrobial resistance.



1. INTRODUCAO

A resisténcia a antimicrobianos é um assunto de grande interesse no mundo, e
diversos trabalhos tém sido publicados com enfoque nos mecanismos de resisténcia
desenvolvidos pelos micro-organismos. Por esse motivo, na tentativa da descoberta de
novos farmacos que consigam sobrepujar as estratégias de sobrevivéncia bacteriana, as
indUstrias farmacéuticas investem quantias significativas na pesquisa e desenvolvimento
de novos produtos, o que corrobora a relevancia do tema.

A resisténcia antimicrobiana foi identificada quase que simultaneamente ao
surgimento dos primeiros antibidticos. No inicio da década de 40, a penicilina foi o
primeiro agente antimicrobiano comercializado. Entretanto, trés anos ap6s a sua
comercializacdo, estafilococos resistentes a penicilina foram descritos. Alguns anos
apos a identificacdo, pouco menos de 50 % dos isolados hospitalares de Staphylococcus
aureus eram suscetiveis a penicilina (GOTZ, 2002), devido a ampla utilizacdo desse
antimicrobiano no cenério hospitalar e comunitério e a disseminacdo do patégeno por
pacientes previamente colonizados, ao final da década de 50 esse numero chegou a 20
%. Essa alteracdo da suscetibilidade foi atribuida inicialmente a producdo de enzimas -
lactamases, que tem como mecanismo de agdo a hidrolise do anel B lactimico (LOWY,
2003).

A resisténcia estafilocococica a penicilina, fez com que em 1961, na Inglaterra,
fosse introduzido no mercado, a primeira penicilina semi-sintética. A comunidade
médica e cientifica ficou entdo convencida que tinha armas suficientes para combater o
surgimento de qualquer tipo de infeccdo. Porém, rapidamente S.aureus resistentes a
entdo recém-sintetizada penicilina foram identificados. Essas cepas ficaram conhecidas
como MRSA (Staphyloccus aureus meticilina resistentes) (BROWN, 2001).

A expressao fenotipica de resisténcia a oxacilina/meticilina limita a op¢do do
tratamento, além de prolongar o curso da infeccdo. Tal resisténcia é decorrente de um
mecanismo molecular, resultante da integracdo de um elemento genético denominado
SSCmec (Staphylococcal cassete chromosome mec) no cromossoma bacteriano. Neste
elemento esta localizado o gene mecA, que codifica uma variante da proteina ligante de
penicilina (PBP2), conhecida como PBP2a (KONEMAN, 2008). O complexo mec esta
localizado na parte central desse elemento genético, sendo também composto pelos
genes mecR1 e mecl que sdo responsaveis pela regulacdo do mecA. Os genes mecl e
mecR1, tem atividade repressora e anti-repressora, respectivamente, sobre o gene mecA.

A origem do gene mecA ¢ desconhecida, porém, estudos sugerem que sua fonte
estd relacionada com Staphylococcus coagulase-negativo, uma vez que uma proteina
identificada em Staphylococcus sciuri suscetivel apresentou 80 % de semelhanca com
0s aminodcidos que constituem a PBP2a. Couto et al.(2003) detectaram a presenca de
mecA, e um gene homologo denominado pbpD, em isolados de S. sciuri. Segundo 0s
mesmos autores, a resisténcia a oxacilina foi maior naqueles que apresentavam ambos
0S genes em comparacdo aqueles que possuiam apenas um dos genes em seu
Cromossomo.

Essa espécie, bem como outros Staphylococcus coagulase-negativos, €
considerada saprofita e raramente patogénica, sendo a espécie-tipo do grupo
Staphylococcus sciuri, aos quais pertencem também as espécies S. vitulus, S lentus e,
mais recentemente, S. fleuretti. Dados da literatura apontavam apenas a espécie S. sciuri
como capaz de albergar o homdlogo do gene mecA e possivel transmissor desse gene a
estafilococos resistentes a meticilina de importancia em Saude Publica e Medicina



Veterinaria. O presente estudo teve como 0 objetivo isolar e detectar os genes mecA e
pbpD, e avaliar fenotipicamente os fatores de resisténcia antimicrobiana em todas as
espécies do grupo S. sciuri isolados de roedores e equinos saudaveis provenientes do
Biotério e da Fazenda Modelo Gericino, ambos pertencentes ao Instituto de Biologia do
Exército, localizados no municipio do Rio de Janeiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Género Staphylococcus

O género Staphylococcus estd amplamente difundido na natureza e faz parte da
microbiota indigena da mucosa e da pele de aves e mamiferos. Atualmente abrange 47
espéecies e 24 subespécies registradas no banco de dados Taxonomy Browser. Este
género pertence a familia Staphylococcaceae (LUDWIG, 2009), a qual € composta
também pelos géneros Planococcus, Micrococcus e Stomatococcus (NCBI, 2011).

Os estafilococos sdo classificados como cocos Gram-positivos em forma de
cachos de uva ou agrupados aos pares, em tétrades ou em massas irregulares. S&o
imdveis, ndo esporulados e produtores da enzima catalase. Os membros da familia
Staphylococcaceae sédo diferenciados da familia Streptococcacae pela prova da catalase,
que detecta a presenca de citocromo oxidase, exceto para S. aureus subsp anaerobius e
S. saccharolyticus, que sdo espécies estritamente anaerobias (KONEMAN et al., 2008).

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

Este género bacteriano foi observado pela primeira vez por Robert Koch, em
1878 (MORSE, 1984), e em 1881, Alexander Ogston observou a presenca desta bactéria
em abscessos agudos e cronicos, introduzindo a palavra “Staphylococcus” para designar
0S micro-organismos agrupados encontrados no pus. No entanto, foi Anton Julius
Friedrich Rosenbach que, em 1884, obteve cultura pura de estafilococos, adotando,
portanto 0 nome do género de Staphylococcus proposto inicialmente por Ogston. Esta
foi a primeira descricdo taxonémica, dividindo o género em duas espécies com base na
presenca de pigmento nas colbnias: Staphylococcus pyogenes aureus (coldnias
amarelas) e Staphylococcus pyogenes albus (colnias brancas) (TOPLEY, 1976).

A habilidade de coagular o plasma é o critério de identificacdo mais usado e
usualmente aceito para a identificacdo de estafilococos. Acredita-se que o papel da
enzima coagulase na patogénese das doencas estafilococicas esta associada a formacéo
de uma camada de fibrina formando o abscesso, restringindo assim a infeccdo e,
provavelmente, protegendo o micro-organismo da fagocitose e da acdo de agentes
antimicrobianos (KONEMAN et al., 2008).

O género Staphylococcus esta dividido em dois grupos com base na producdo da
enzima coagulase: Staphylococcus coagulase-positivos, este grupo inclui as principais
espécies patogénicas de Staphylococcus, destacando-se S. aureus, que € capaz de se
instalar e causar enfermidade em uma grande variedade de espécies animais e em
humanos (SAKAI, 2004). Na medicina veterinaria, outros estafilococos coagulase-
positivos sdo descritos como patdgenos importantes, como o S. intermedius, cuja
reclassificacdo foi proposto por Devriese et al. (2005), criando o grupo de S.
intermedius (SIG), incluindo S. intermedius e as espécies S. pseudintermedius e S.
delphini. Outros significativos coagulase-positivos em animais séo S. schleiferi subsp.
coagulans, S. aureus subsp. anaerobius (SOUZA et al. 2012). O grupo dos
Staphylococcus coagulase-negativos (ECNs) pode ser dividido em dois de acordo com a
sensibilidade ou resisténcia a novobiocina. Os Staphylococcus sensiveis a novobiocina
incluem os S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. lugdunensis e os resistentes a



novobiocina, as espécies de maior importancia em medicina humana sdo S.
saprophyticus e S. xylosus (HEILMANN; PETERS, 2000; vonEIFF et al., 2004). Em
diversos laboratorios clinicos de rotina, a identificacdo presuntiva de Staphylococcus
saprophyticus € baseada somente na resisténcia a novobiocina. Contudo, tem sido
reconhecido que outras espécies de Staphylococcus coagulase-negativos (ECNS),
incluindo S. cohnii, S. lentus, S. vitulus, S. fleuretti e S. sciuri, sdo também resistentes a
novobiocina a concentracdo de 5 pg (HUSSAIN et al., 1986). Atualmente, devido a
elevada presséo de selecdo positiva e a habilidade de transferéncia de genes de
resisténcia interespécies, € possivel observar resisténcia em cepas de espécies
originalmente sensiveis. Por exemplo, Cunha (2002) observou que seis linhagens de S.
epidermidis e uma de S. haemolyticus demonstraram resisténcia a novobiocina.

Entre 1950 e 1975, os Staphylococcus coagulase-negativos eram agrupados
junto com a espécie S. albus e a espécie S. epidermidis era considerada distinta da
espécie S. aureus por sua incapacidade de coagular o plasma.

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

Os ECNs fazem parte da microbiota normal da pele e de mucosas em humanos e
animais, no entanto em condicdes apropriadas podem causar infec¢des oportunistas
hospitalares e comunitarias. Estes micro-organismos podem ser isolados de varias areas
da superficie cutanea, incluindo canais foliculares, aberturas das glandulas sudoriparas e
o limen dos foliculos sebaceos Além destas areas, podem ser isolados das mucosas da
faringe, conjuntivas, boca, glandulas mamarias e tratos intestinal, geniturinario e
respiratdrio, areas nas quais estas bactérias sdo consideradas habitantes secundarios
(KLOQS, 1999). Apesar de reconhecidamente saprofiticos por um longo periodo, tém
emergido como agentes etiolégicos de bacteremias hospitalares. Alguns pesquisadores
revelam que este grupo é responsavel por 74 a 92 % das infeccBes adquiridas em
ambientes hospitalares (HUDOME et al., 2001).

Dentre os ECNs, S. epidermidis tem sido isolado com mais frequéncia associado
a infeccBes de carater oportunista, seguido de S. haemolyticus, S. lugdunensis, S.
warneri e S. saprophyticus (von EIFF et al., 2004). O S. saprophyticus é um patégeno
de grande relevancia em infeccGes do trato urinario e em processos septicémicos
(GOLLEDGE, 1988), € a segunda espécie mais comumente associada a infeccdes, como
endocardites, septicemias, peritonites, infeccbes do trato urinario, em feridas, nos 0ssos
e nas articulagcbes (KLOOS et al., 1994). Outras espécies como S. lugdunensis, S.
hominis, S. warneri, S. simulans, S. cohnii, S. xylosus e S. saccharolyticus também tém
sido associados a feridas infectadas, abcessos, endocardites, septicemias, osteomielites,
pneumonias e infeccBes associadas a cateteres e proteses (KLOOS et al., 1994).

O avanco na classificagdo sistematica dos estafilococos e no incremento de
técnicas para a identificacdo do género, espécies e subespécies, tem possibilitado aos
clinicos conhecer a diversidade de ECNs presentes em isolados clinicos e, avaliar sua
potencial participagdo na etiologia de uma infinidade de processos infecciosos, sendo
reconhecidos como micro-organismos fundamentalmente oportunistas, que em
circunstancias ideais produzem graves infecgdes (SOARES, 2010). Assim como na
medicina humana, na medicina veterinaria esses micro-organismos ainda tém sido
negligenciados quanto a sua relevancia clinica (CUNHA et al., 2002), embora sua
habilidade em causar infec¢bes, tais como doencas supurativas, mastites, artrites e
doencas do trato urinério ja seja bem documentada (LEE, 2003).



Outro membro dos ECNs de menor importancia clinica, mas que nos ultimos
anos tem recebido atencdo de alguns pesquisadores como potencial transmissor de um
importante gene de resisténcia é o S. sciuri. Essa espécie foi primeiramente descrita por
Kloos e colaboradores em 1975. Relatada como uma espécie comensal de roedores,
marsupiais, cetaceos, artiodatilos e perissodatilos, também tem sido isolados de animais
domeésticos e de criacdo, sadios e enfermos, que incluem cées, gatos, equinos, bovinos,
suinos e ovinos (COUTO et al., 2000). Embora S. sciuri esteja raramente associado com
a colonizacdo ou infecgdo em humanos, tem sido isolado ocasionalmente de amostras
clinicas humanas (ADEGOKE, 1986). Sua relevancia, sem davida, esta na similaridade
entre gene mecA e 0 gene denominado pbpD, encontrado em Seu cromossomo.
Pesquisadores acreditam que este gene € o precursor evolutivo desse mecanismo de
resisténcia amplamente difundido no ambiente hospitalar e na comunidade
(STEPANOVIC et al.,2005). O grupo do S. sciuri, composto pelo préprio S. sciuri, e
mais, S. vitulus, S. lentus e S. fleuretti, pode ser diferenciado de outros Staphylococcus
coagulase-negativos através da reacdo positiva ao teste da oxidase. Stepanovic et al.
(2005) atraves de métodos bioguimicos baseados na fermentacao de actcares (rafinose,
arabinose, celobiose, galactose, lactose, salicina, maltose e manose), sugeriram um
protocolo de identificacdo simplificado que possibilitasse a caracterizacdo dos membros
desse grupo.

2.2 Resisténcia aos betalactamicos

A resisténcia a oxacilina constitui-se num marcador para avaliacdo da resisténcia
cruzada com todos os antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos.

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

Estes agentes atuam na inibicdo 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 sua afinidade de ligacdo aos
beta-lactamicos. As “PBPs” sdo proteinas de membrana que estdo envolvidas na
biossintese da parede celular e que possuem funcéo de transpeptidase (WALKER et al.,
1999; WITTE et al., 1999; BLACK, 2002; LOWY, 2003). Estas proteinas catalisam a
reacdo de transpeptidacdo que promove a formagdo das pontes transversas de
pentaglicinas do peptidoglicano, atraves da ligacdo da D-alanina de uma cadeia
peptidica com a L-lisina da cadeia subsequente. As quatro principais “PBPs” sao PBP 1,
2, 3 e 4, e séo produzidas tanto por isolados de Staphylococcus spp. sensiveis como
resistentes (CHAMBERS, 1997). Os antimicrobianos B-lactamicos ao inibirem estas
“PBPs”, impedem a formag¢do da camada de peptidoglicano da parede celular de forma
correta, levando a formagdo de uma parede celular fragil que ndo suporta a diferenca
osmotica, levando a lise celular bacteriana (CHAMBERS, 1999; WEESE et al., 2005).

Os antimicrobianos B-lactdmicos sdo amplamente utilizados na clinica medica
humana e veterinaria, sua resisténcia tem sido relatada em bactérias de origem animal,
incluindo as espécies Escherichia coli, Salmonella spp., Campylobacter spp.,
Enterococcus spp. e Staphylococcus spp. provenientes de animais de producdo e



animais de companhia, que podem atuar como reservatorios dessa resisténcia para
humanos (PEREIRA, 2010).

Os estafilococos resistentes a penicilina foram detectados a partir de 1950 e
atualmente cerca de 90% das cepas sdo resistentes a este antibidtico (LOWY, 2003).
Embora a maioria dos isolados de estafilococos coagulase-negativos clinicamente
significativos apresente resisténcia a penicilina, esses farmacos oferecem vantagens
devido ao baixo custo, sendo, portanto recomendados para o tratamento de isolados
sensiveis (GRAHAN, 2000).

A resisténcia estafilococica aos antimicrobianos beta-lactdmicos deve-se a dois
mecanismos distintos: a produgdo da enzima beta-lactamase codificada na maioria das
vezes por plasmideos e a producdo de PBP2a. O mecanismo de resisténcia a penicilina
associada a producdo da beta-lactamase, uma enzima extracelular, é decorrente da
hidrolise do anel beta-lactamico apds a exposi¢cdo do micro-organismo ao antibidtico
(STAPLETON; TAYLOR, 2002; LOWY, 2003). A sintese de beta-lactamase em
Staphylococcus spp. é codificada pelo gene plasmidial ou cromossomal blaZ e pode ser
constitutiva ou regulada pela presenca do antibiotico, através de dois genes adjacentes,
blal e blaRl (HACKBARTH; CHAMBERS, 1993; LOWY, 2003). O primeiro é um
repressor da transcricdo de blaZ, e o segundo, um anti-repressor. Quando ndo existe
penicilina no meio, Blal se liga ao promotor de blaZ, inibindo a transcricdo 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
conseqiientemente iniciando a producdo de beta-lactamase (CLARKE; DYKE, 2001). A
ativacdo de blaZ inicia-se com a acilacdo irreversivel concomitante a abertura do anel
betalactdmico. A acilacdo € o primeiro evento na transducdo do sinal (WILKE et al.,
2005; GOLEMI-KOTRA et al., 2003). O antimicrobiano liga-se a parte extracelular
(terminal carboxil) de BlaRI e causa uma mudanca conformacional que leva a ativacao
proteolitica intracelular de BlaRl. O segundo evento na transducdo de sinal € uma
discreta clivagem proteolitica do dominio intracitoplasmético de BlaRI. A autoclivagem
é seguida pela propagacdo citoplasmatica do sinal e posteriormente pela protedlise da
proteina repressora. O repressor Blal ap6s clivado pela protease BlaRlI libera blaZ do
controle transcricional negativo, permitindo a transcricdo de blaZ e sintese da beta-
lactamase (FUDA et al., 2005).

O segundo mecanismo de resisténcia, alvo deste estudo, estd associado a
alteracdo do sitio de acdo do antibidtico pela producdo de uma proteina ligante de
penicilina adicional (PBP2a ou PBP2"), de baixa afinidade, que esta ausente em isolados
de Staphylococcus spp. sensiveis a meticilina. A PBP2a é codificada pelo gene mecA
(KATAYAMA et al., 2001; KURODA et al., 2001). Este gene esta localizado em um
elemento genético movel, denominado “cassete cromossomico de mec estafilococico”
(SCCmec), que pode ser transferido via plasmideos, transposons, elementos genéticos
moveis, e se integrarem a ilhas de patogenicidade no genoma bacteriano.
(KATAYAMA, ITO; HIRAMATSU, 2000). A literatura relata a prevaléncia de
diferentes tipos de SCCmec em isolados estafilocdcicos de origem humana, mas a
prevaléncia deste sistema cromossémico em isolados provenientes de animais ja tem
sido relatada em trabalhos recentes (JANSEN et al., 2009).

O SCCmec é composto por diversos elementos genéticos essenciais: 0 complexo
mec, composto pela ilha de patogenicidade 1S431, os genes mecA e seus reguladores
mecl e mecRlI, e o complexo ccr (Cassete Chromossome Recombinases), caracterizado
pela presenca de genes que codificam recombinases. Esses complexos genéticos
posuem terminais invertidos que podem ser reconhecidos pelas recombinases tanto do
complexo ccr quanto pelo gene mec. Com base na classe do complexo dos genes mec e



ccr presentes e em suas combinacdes, 0s cassetes SCCmec sdo classificados em seis
tipos, I, ILII, 1V, V e VI (ITO et al.,, 2004; OLIVEIRA, MILHEIRICO; DE
LENCASTRE, 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Estruturas dos cassetes estafilocdcicos mec tipos I, 11, 11, IV (subtipos

IVa, IVb e IVc) e V. (ITO et al., 2004).

A parte central desse segmento é composta pelo gene mecA e pelos genes mecRI
e mecl que sdo os genes responsaveis pela regulacdo do mecA. Os genes mecl e mecRl,
tem atividade repressora e anti-repressora, respectivamente, sobre o gene mecA (MA et
al., 2002). A regulagdo da expressdo de resisténcia ocorre por ligacdo de um
betalactamico com a proteina mecRI (produto de mecl = anti-repressor de mecA), que
ativada, cliva a mecl (produto do gene repressor mecl) e permite a transcri¢cdo de mecA
com producdo de PBP2a (figura 2).
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Figura 2: Sistema de regulagdo que controla a expressdo da f-lactamase e da PBP2a.
Fonte: WILKE et al, 2005, com adaptacdes.

A expressdo do gene mecA ¢é constitutiva ou induzida por antibidtico
betalactamico, como a oxacilina e meticilina (BOYLE-VAVRA et al., 2008; LOWY,
2003) (figura 3). O gene mecA é amplamente distribuido entre espécies de estafilococos,
incluindo Staphylococcus coagulase-negativos, e pode ser transferido horizontalmente
entre estafilococos. Essa transferéncia horizontal do gene mecA em Staphylococcus spp.
resultou na disseminacdo 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).

Regiao do operon

L | g

mecA — — mecR1 mec!

PBP2a

Figura 3. Complexo do gene mec.
Fonte: Lowy et al. (2003), com adaptacdes.

A producao de PBP2a com baixa afinidade aos antimicrobianos beta-lactamicos,
substitui as funcdes das PBPs de alta afinidade, permitindo que a célula se desenvolva
em concentragdes do antibidtico que em outras condigOes seriam letais. E é, sem duvida,
0 principal mecanismo responsavel pela resisténcia a oxacilina, embora outros
mecanismos tenham sido descritos, como alteracdo de outras “PBPs” e a hiperprodu¢ao
de beta-lactamases (SWENSON et al., 2005).

Atualmente, o CLSI padronizou o uso do disco de cefoxitina, uma cefalosporina
de segunda geracdo, para deteccdo do gene mecA por ser um forte indutor de seu
sistema regulatorio. Estudos tém relatado maior eficacia em testes de difusdo em disco
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com cefoxitina correlacionado com a presenca do gene mecA, em relacdo ao uso da
oxacilina (SWENSON et al., 2005). A cefoxitina induz a producéo de PBP2a e tém
provavelmente uma afinidade elevada para PBP2 estafilocdcica (DANCER, 2001).

2.3. Origem do MRSA e do gene mecA

Registros fdosseis ja sugerem a presenca dos estafilococos no planeta cerca de 1
bilhdo de anos atras, embora somente no século XIX tenham sido identificados e
relacionados como patégenos bacterianos. Ao longo da Histdria da Civilizacdo, existem
relatos da presenca desses agentes em quadros infecciosos que acarretaram a morte de
milhares de pessoas em todo mundo. Somente com a descoberta da penicilina por
Alexandre Fleming, em 1928, e a sua utilizacdo, anos mais tarde, como agente
terapéutico, tornou-se possivel o controle efetivo das infeccdes estafilocdcicas.
Contudo, S. aureus, espécie de maior importancia clinica em humanos, rapidamente
expressou resisténcia a penicilina, devido a aquisicdo de genes capazes de produzir
beta-lactamases, levando a diversas pesquisas a fim de descobrir agentes resistentes a
essas enzimas. Essa pesquisa resultou na sintese de um grupo de penicilinas semi-
sintéticas, comegando com a meticilina e incluindo outros derivados, tais como,
oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina, flucloxacilina e nafcilina. A meticilina foi a
primeira, em 1959, utilizada clinicamente e apenas dois anos depois, o0 primeiro MRSA
ja havia sido isolado (MOELLERING, 2010).

Staphylococcus aureus meticilina-resistente é gerado quando S. aureus sensiveis
a meticilina adquirem o gene mecA, que é carreado em um elemento movel conhecido
como SCCmec. Esse mecanismo de resisténcia conferido pelo mecA tem sido estudado
extensivamente ndo somente pela importancia das cepas resistentes em isolados
clinicos, mas também pelas caracteristicas intrigantes do mecanismo em si (COUTO et
al., 2000), que ainda hoje acendem questionamentos que permanecem sem resposta.
Uma questdo desta natureza é a origem do mecA, um gene exdgeno em S. aureus € em
outros estafilococos de relevancia clinica (FIRTH; SKURRAY, 2000). Estudos sugerem
consideravel homologia com um gene encontrado em S. sciuri, que parece ser nativo
nessa espécie (COUTO et al., 2010). O homologo do mecA identificado em S. sciuri,
espécie mais estudada, mostrou 79,5% de similaridade com o gene mecA de MRSA,
demonstrando uma relacdo evolutiva proxima entre esses determinantes genéticos
(FUDA et al., 2005).

2.4. Uso indiscriminado de antimicrobianos na Medicina Veterinaria

Apesar da introducdo dos agentes antimicrobianos e das melhoras nas condigdes
higiénicas de manejo, que vém sendo fundamentais na redugdo da mortalidade por
infeccbes estafilococicas, os estafilococos persistem como importantes patdégenos
humanos e animais. Um fator importante desta persisténcia é a capacidade que possuem
para desenvolver resisténcia aos antimicrobianos utilizados no seu controle (LOWY,
2003). A descoberta dos antibioticos foi um grande avango para a aplicacdo terapéutica
tanto na medicina humana quanto na veterinaria, sendo essencial a reducdo da
morbidade e mortalidade de doencas infecciosas. No entanto, logo apos sua introducao
terapéutica em 1940, os antimicrobianos foram introduzidos em criagdes animais como
profilaticos e promotores de crescimento para melhorar a eficiéncia ou utilizagdo
alimentar, sincronizar ou controlar o ciclo reprodutivo, o desempenho no cruzamento e
aumentar a aceitagdo do consumidor ao produto final (OLIVEIRA, 2008). Uma das
possiveis razbes para explicar os efeitos de agentes antimicrobianos sobre o
desempenho animal seria a reducdo dos efeitos de infec¢Ges subclinicas sobre o
crescimento. Outra possibilidade é que os promotores de crescimento tenham um



impacto positivo sobre o sistema imune do hospedeiro, afetando horménios, citocinas e
outros fatores relacionados a resposta imune (McEWEN; FEDORKA-CRAY, 2002).

O uso de antimicrobianos na producdo animal € considerado pela Organizagéo
Mundial de Salde um risco crescente para a saude humana, devido o aumento da
resisténcia antimicrobiana. No entanto, o segmento agroindustrial argumenta que a
restricdo do uso de antimicrobianos pode resultar em um aumento do aparecimento de
doencas infecciosas nos rebanhos, e como consequéncia, produtos de qualidade sanitaria
inferior (MARTINS; MARQUES; NETO, 2006).

Na avicultura, a administracdo de certos antimicrobianos em pequenas
concentragdes e de forma continua a ragdo, proporciona aumento significativo do ganho
de peso e melhor conversdo alimentar (MOTA et al., 2005). Segundo Young (1994), a
adoc¢do desse manejo é relatada como subterapéutico, pois a quantidade utilizada destes
farmacos é inferior aquela usada no tratamento de doencas especificas, favorecendo o
aparecimento de resisténcia antimicrobiana em bactérias patogénicas e diminuindo
assim a capacidade destes farmacos no tratamento de infeccfes em humanos e animais.

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

2.5. Aspectos epidemioldgicos na interagdo Homem-Animal

A domesticacdo dos primeiros animais esta presente nos relatos pré-histéricos. O
convivio com animais, como animais de companhia (cdes e gatos), em atividades de
criacdo (equinos, aves e bovinos), ou até mesmo em centros de pesquisas (roedores e
cobaias) tem motivado diversos pesquisadores a estudarem sobre a extensdo dessa
associacdo e determinar a importancia dos animais na transmissdo de doencas zoondticas
e como reservatorios potenciais de bactérias resistentes a diversos antimicrobianos
(SNARY et al., 2004).

Bactérias resistentes podem ser adquiridas por humanos pela transferéncia entre
individuos, exposicdo direta aos animais, exposicdo ao meio ambiente, e através dos
alimentos. Animais podem albergar espécies bacterianas e/ou genes de resisténcia, tais
como, Staphylococcus coagulase-negativo mecA-positivos, Staphylococcus aureus
meticilina-resistente (MRSA), Enterococcus spp. vancomicina-resistentes (VRE) e
Salmonella Typhimurium DT104 (GUARDABASSI et al., 2004). Uma pequena
guantidade de células bacterianas € suficiente para que a resisténcia antimicrobiana seja
transferida de um hospedeiro para outro. Na verdade, uma Unica célula bacteriana pode
transmitir genes de resisténcia para a microbiota do hospedeiro, fazendo com que esses
animais desempenhem um papel como reservatorio potencial de infeccdes em humanos
(PEREIRA, 2010).

10



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

Detectar genes de resisténcia a oxacilina em espécies de Staphylococcus spp.
coagulase-negativos resistentes a novobiocina e oxidase-positiva (Grupo sciuri) e
comparar suas sequéncias com as de S. aureus meticilina-resistentes de importancia em
Saude Publica e Medicina Veterinéria.

3.2. Objetivos especificos:

Isolar e identificar amostras de Staphylococcus coagulase-negativos a partir de
amostras do conduto nasal de equinos saudaveis, e do conduto auditivo e pele de
camundongos (Mus musculus), ambos do Instituto de Biologia do Exército;

- Caracterizar ~ genotipicamente as espécies  Staphylococcus sciuri e
Staphylococcus lentus;

- Detectar a presenca dos genes mecA e pbpD através da técnica de reacdo em
cadeia de polimerase (PCR);

- Avaliar a simililaridade entre as sequéncias do gene mecA das espécies de
Staphylococcus coagulase-negativos do Grupo sciuri com o de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Origem das amostras

Foram utilizadas 270 amostras, sendo 210 amostras de camundongos e 60
amostras de equinos, pertencentes ao Biotério e a Fazenda Modelo Gericind (FMG),
respectivamente, ambos do Instituto de Biologia do Exército (Tabela 1).

Tabela 1. Quantidade de amostras provenientes de equinos e camundongos situadas na
Fazenda Modelo Gericiné e Biotério, ambos pertencentes ao Instituto de Biologia do
Exército, localizados no municipio do Rio de Janeiro.

Coletas Local Numero de Regido Coletada/Animal
amostras

1 Biotério 30 Swab Conduto Auditivo e
Pele/Camundongo

2 Biotério 30 Swab Conduto Auditivo e
Pele/Camundongo

3 Biotério 30 Swab Conduto Auditivo e
Pele/Camundongo

4 Biotério 30 Swab Conduto Auditivo e
Pele/Camundongo

5 Biotério 30 Swab Conduto Auditivo e
Pele/Camundongo

6 Biotério 30 Swab Conduto Auditivo e
Pele/Camundongo

7 Biotério 30 Swab Conduto Auditivo e
Pele/Camundongo
8 FMG 30 Swab Nasal/Equino
9 FMG 30 Swab Nasal/Equino

Total 270

Os animais selecionados eram clinicamente saudaveis e ndo faziam uso de
antimicrobianos. Para a coleta dos equinos, um swab esteéril foi introduzido em ambas as
narinas para cada animal, ap6s limpeza prévia para remocdo de sujidades na &rea
externa com &gua e sabdo neutro. Para os camundongos, a coleta foi realizada apds
limpeza da caixa onde 0s animais eram mantidos, para evitar possivel risco de
contaminagdo pelas fezes, um swab estéril foi passado na regido dorsal, orelha e
conduto auditivo externo desses animais.

Apos a coleta, as amostras foram enviadas ao Laboratorio de Bacteriologia
Veterinéria, situado no Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. As amostras foram imediatamente transportadas sob condigdes adequadas de
refrigeracdo, e posteriormente incubadas em Caldo Mueller Hinton (MH) por 24 hs a 37
°C.

4.2. ldentificacé@o das espécies

As amostras foram submetidas a rotina de identificacdo que consistiu no
isolamento em agar seletivo Manitol Vermelho de Fenol (Britania), incubadas a 37 °C
por 24 horas, para observagdo das caracteristicas das colénias e fermentacdo, ou ndo, do
manitol (KONEMAN et al., 2008).
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4.2.1 Método de Gram, prova do hidréxido de potassio (KOH) a 3% e prova da
catalase

Apos a identificagdo presuntiva das col6nias, estas foram submetidas ao método
de Gram, para confirmacdo das suas caracteristicas morfotintoriais. O teste da catalase
foi realizado através de teste em lamina, onde um fragmento de col6nia bacteriana foi
adicionada a solugdo de peroxido de hidrogénio (H;0,). A formacdo de bolhas de O,
indicou teste positivo. A prova do hidroxido de potéssio foi efetuada através da adicdo
de uma gota de KOH (3%) a um fragmento de colonia bacteriana. A ndo formacéo de
um gel viscoso indicou um resultado negativo confirmando a prova do Gram, uma vez
que todas as bactérias Gram positivas sdo negativas na prova do KOH a 3%
(KONEMAN et al., 2008).

4.2.2 Prova da coagulase

O teste para a deteccdo da presenca da coagulase foi realizado utilizando o
crescimento bacteriano obtido em caldo BHI (infuso de cérebro e coragdo - Britania),
incubado a 35 °C, por 24 horas. Uma aliquota de 0,1 mL de cada amostra foi adicionada
a 0,5 mL de plasma de coelho (Larboclin) e, incubados a 37 °C por 6 horas a fim de
obter a visualizacdo do codgulo. As amostras coagulase-negativas foram avaliadas
quanto ao seu perfil de resisténcia a bacitracina (KONEMAN et al., 2008).

4.2.3 Resisténcia a bacitracina (0,04 U)

Os Staphylococcus spp. coagulase-negativos apresentam as mesmas
caracteristicas que o género Micrococcus spp. em relacdo a morfologia, coloracdo de
Gram e as provas da catalase, KOH (3%) e coagulase, o que torna necessario a
utilizacdo de provas adicionais para sua diferenciacdo. Neste trabalho foi utilizada a
prova da bacitracina para a separacdo destes dois géneros bacterianos. Uma suspenséo
bacteriana (0,1 mL) crescida por 24 horas em Caldo BHI (Britania) foi distribuida por
toda a superficie das placas contendo meio sélido Mueller Hinton com o auxilio da al¢a
de Drigalski. Os discos de bacitracina (0,04 U — SENSIFAR-CEFAR®) foram
depositados sobre a superficie do meio de cultura, ja contendo o inoculo. Apds
incubagdo por 24 horas a 37 °C, os diametros formados na zona de inibicao ao redor do
depdsito do farmaco, foram observados e medidos, em milimetros. Os estafilococos sao
resistentes a bacitracina (Figura 4) e crescem até a borda do disco, enquanto gque 0s
micrococos sdo sensiveis e apresentam halo de 10 mm ou maiores (FORBES, 2002;
KONEMAN et al., 2008).
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Figura 4. Resisténcia a bacitracina - o crescimento bacteriano ao redor do disco de
antibiotico indica resisténcia.

4.2.4 Resisténcia a novobiocina

Existem quatro espécies de estafilococos de seres humanos e sete espécies de
animais, que inclui o grupo do S. sciuri, que sdo resistentes a novobiocina, em
concentragOes inibitérias minimas de > 16uL/mL (KONEMAN et al., 2008). Neste
trabalho foi utilizada a prova da novobiocina para selecionar o grupo de estafilococos
resistentes a esse antibiotico. Uma suspenséo bacteriana (0,1 mL) crescida por 24 horas
em Caldo BHI (Britania) foi distribuida por toda a superficie das placas contendo meio
solido Mueller Hinton com o auxilio da al¢a de Drigalski. Os discos de novobiocina (5
Hg — SENSIFAR-CEFAR®) foram depositados sobre a superficie do meio de cultura, j&
contendo o inéculo. Apés incubacdo por 24 horas a 37 °C, os diametros formados na
zona de inibi¢do ao redor do depdsito do farmaco, foram observados e medidos, em
milimetros. Os estafilococos sdo considerados resistentes & novobiocina se formarem
halos de 6 a 12 mm ( KONEMAN et al., 2008).

4.2.5 Teste da oxidase

Os membros do grupo S. sciuri podem ser diferenciados de outros estafilococos
pelo teste da oxidase. A omissdo deste teste no esquema de identificacdo é a causa mais
comum de erros na identificacdo desta bactéria (STEPANOVIC et al.,2005). Foram
utilizados tiras de papel de filtro (Newprov) impregnados com dicloridrato de
tetrametil-p-fenilenodiamina (reagente para oxidase) em dimetil sulfoxido (DMSO). O
DMSO torna as células permeéveis ao reagente. Com um aplicador, foi retirada uma
colbnia do meio de crescimento (agar Mueller Hinton), friccionada sobre a tira de
oxidase. O surgimento de uma cor azul-parpura em 30 segundos confirma o resultado
positivo (KONEMAN et al., 2008).

4.2.6 Prova de fermentacéo de acucares

A fermentacdo de agUcares foi testada utilizando o caldo Vermelho de Fenol
(Micromed) acrescido de 1% do acucar. A producdo de acido, indicado pela diminuicéo
do pH e consequente mudanca de cor, foi avaliada ap6s 24 horas na temperatura de 37
°C. Os acgucares avaliados foram: rafinose, arabinose, celobiose, galactose, lactose,
salicina, maltose e manose (KONEMAN et al., 2008; STEPANOVIC et al.,2005)
(Quadro 1).
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Quadro 1. Perfis bioquimicos dos estafilococos oxidase-positivos

Staphylococcus spp. oxidase positivo
Grupo S. sciuri

Teste S. sciuri S.lentus S. vitulus S.fleuretti
Oxidase + + + +
Novobiocina R R R R
Producao de acido a partir:
Rafinose - + - -
Manose +/- + - +
Arabinose -[+ +/- - +/-
Maltose +/- +/- - +
Celobiose +/- + -[+ -
Galactose +/- +/- - -
Lactose -[+ +/- - -
Salicina +/- +/- -[+ -

+: positivo; +/-: variavel, mas principalmente +; -/+: varidvel, mas principalmente -;
-: negativo.
Fonte: STEPANOVIC et al. (2005) com adaptacdes.

4.3. Testes de suscetibilidade antimicrobiana

Os isolados foram suspensos em caldo BHI, incubados durante 24 horas a uma
temperatura de 35 °C e diluidos na concentracdo do tubo 0,5 da escala de Mc Farland,
equivalente a 1,5 x 10° células/mL. Tal concentracdo foi ajustada através do
espectrofotbmetro, onde a densidade correta de turbidez variou de 0,08 a 0,1 utilizando
comprimento de onda de 625 nm.

4.3.1. Difusédo em disco simples

A suspensao bacteriana (0,1mL) foi distribuida por toda a superficie das placas
contendo agar Mueller Hinton (Merck) com o auxilio de swabs. Os discos foram
depositados sobre a superficie do meio de cultura, ja contendo o inoculo. Apds
incubacéo por 24 horas a 35 °C, os diametros formados na zona de inibig&o ao redor do
depdsito dos farmacos, foram observados e medidos, em milimetros (KOHNER et al.,
1999).

No quadro abaixo estdo listados os antimicrobianos testados nesse estudo e suas
respectivas zonas de inibicdo de acordo com o CLSI, 2011.

Quadro 2. Zonas de inibi¢éo avaliadas pelo didmetro dos antimicrobianos utilizados

Zonas de inibi¢do (mm)
Antimicrobianos

Resistente | Intermediario | Sensivel
Oxacilina (1 ng) <17 - >18
Cefoxitina (30 ug) <24 - >25
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4.4. Técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

Os ensaios de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para amplificacdo dos
genes foram realizados no Laboratdrio de Genética de Micro-organismos, situado no
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

4.4.1. Extracéo do DNA bacteriano

A parede celular de bactérias Gram-positivas é formada por uma espessa camada
de peptidoglicano que dificulta a extracdo do gene bacteriano (PRESCOTT et al., 1996),
fazendo-se necessaria a utilizacdo de enzimas especificas. Porém, a fim de otimizar e
simplificar a técnica de PCR foi utilizado um protocolo de extragdo magnética (Sistema
NucliSens® mini MAG™ - BioMeérieux), onde cada col6nia crescida em agar manitol
vermelho de fenol foi repicada em 5 mL de caldo BHI (MERK). Apos 18 hs a 37 °C,
uma aliquota de 1000 pL do caldo contendo o indculo foi transferida para o tubo de
Tampéo de Lise NucliSens® (Tiocianato de Guanidina 50%; Triton X-100 2% e EDTA
1%) e centrifugados a 3.000 rpm por 2 min. Apds incubacdo a temperatura ambiente por
10 min, foi iniciada a etapa de adicdo dos Reagentes de Extracdo NucliSens® (Silica;
Tampédo de Lavagem | — Tiocianato de Guanidina; Tampdo de Lavagem Il-Tampéo
Organico e Solugéo Biocida; Tampédo de Lavagem IllI-Tampéo Inorganico e Tampao de
Eluicdo-Tampdo Inorganico), no préprio tampdo de lise foi adicionado 50 pL de silica,
agitado brevemente o tubo imediatamente apds a adicdo e incubado 1 min a temperatura
ambiente. Apds a incubacdo, os tubos foram centrifugados a 1.500 rpm por 2 min e 0
sobrenadante descartado. O sedimento de silica contido nos tubos foram lavados com
400 pL do Tampédo de Lavagem I, 450uL foram transferidos para microtubos de 1,5 mL
colocados no aparelho de extragdo magnética (NucliSens® miniMAG - BioMeérieux),
lavados durante 30 seg a velocidade do STEP1 e removidos todo o sobrenadante. As
etapas de lavagem foram repetidas de cinco vezes, da seguinte maneira:

- Lavagem 2: 400 pL de Tampdo de Lavagem I, lavados durante 30 seg no STEP 1,

- Lavagem 3: 500 pL de Tampdo de Lavagem Il, lavados durante 30 seg no STEP 1;
- Lavagem 4: 500 pL de Tampdo de Lavagem Il, lavados durante 30 seg no STEP 1;
- Lavagem 5: 500 pL de Tampdo de Lavagem Ill, lavados durante 15 seg no STEP 1;

Apds as lavagens, os tubos foram retirados do aparelho, adicionado 100 pl de
Tampédo de Eluicdo no sedimento de silica nos microtubos, colocados no agitador
térmico (Eppendorf) e incubados durante 5 min a 60 °C a 1.400 rpm. Em seguida, 0s
microtubos foram colocados novamente no aparelho de extracdo magnética e transferido
0 sobrenadante, com o DNA extraido, para um tubo novo.

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 comparacao
deste com o DNA lambda nas concentractes de 25 e 50 ng/ pL. Assim, o material
genético de todos os isolados foi padronizado na concentragdo de 10 ng/pL para
realizacdo das etapas de amplificagcdo dos genes de caracterizagéo e resisténcia.

4.4.2. Amplificacdo dos genes através da técnica de PCR

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

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%
contendo SYBR Green (INVITROGEN®). Posteriormente, os géis foram visualizados
em transiluminador ultra-violeta e documentados pela cdmera fotografica (SONY -
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Modelo DSC-HX1). Os tamanhos dos fragmentos foram estimados por comparacao
com o marcador de peso molecular de 100 pb (FERMENTAS®).

4.4.2.1. Caracterizacdo genotipica das espécies de Staphylococcus spp.

Os isolados negativos para a prova da coagulase, resistentes a novobiocina e
positivos para o Teste da Oxidase (Quadro 3) foram submetidos a técnica de PCR para
confirmacédo do género Staphylococcus (ZHANG et al., 2004),. Apos essa etapa, foram
realizadas amplificacGes para confirmacdo das espécies S. sciuri e S. lentus (YASUDA
etal., 2002).

Quadro 3. Iniciadores e ciclos na identificacdo espécies de Staphylococcus spp.
oxidase-positivos.

Gene Espécies Iniciadores (5" - 3) Ciclo
(fragmento)
16S rRNA Staphylococcus AAC TCT GTT ATT AGG GAA 1*
(756 pb) spp. GAA CA
CCACCTTCCTCCGGTTTG
TCACC
16S rRNA S. sciuri GAACCGCATGGTTCAATAG 2
(872 pb) GACTCTATCTCTAGAGCGG
16S rRNA S.lentus GAACCGCATGGTTCAATGT 3
(872 pb) AACTCTATCTCTAGAGCGA

*1.(94°C40s.,64 °C1min., 72°C1min12s.) x 30; 2. (94 °C 1 min, 55 °C 1 min.,
72 °C 2 min) x 25 e 72 °C 5 min; 3.(94 °C 1min, 55 °C 1 min., 72 °C 2 min) x 25 e 72
°C 5 min.

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

Foi realizada a técnica de PCR para a possivel amplificacdo dos genes pbpD
(COUTO et al., 2010), mecA (COELHO et al., 2007), mecl e mecRI (ROSATO et al.,
2003) em todos os Staphylococcus spp. oxidase-positivos. Os iniciadores e ciclos
utilizados estdo expostos no quadro 4.
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Quadro 4. Iniciadores e ciclos empregados nos ensaios de amplificacdo dos genes de
resisténcia a oxacilina de Staphylococcus spp. oxidase-positivos.

Gene Iniciadores (5" -3 ") Ciclo
(fragmento)
pbpD ATCCATCAATATTGAACCA 1*
(1120 pb) TATATCTTCACCAACACC

mecA AAA ATC GAT GGT A AAGGTTGG C 2
(533ph) AGT TCT GCAGTACCGGATTTGC

mecl CCGGAATTCGCATATGGATTT CAC 3
(639ph) GAT GGT TCG TAG GTT ATG TTG

mecRI CCA AAC CCG ACA ACT AC 4
(234ph) CGT GTC AGA TAC ATT TCG

*1.(95°C 1 min, 55 °C 1 min., 72 °C 1 min) x 25 e 72 °C 4 min; 94 °C 5 min; 2. (94 °C
1 min, 55 °C 1 min., 72 °C 1 min) x 30 e 72 °C 10 min; 3. 94 °C 4 min. 3.(94 °C 1 min,
60°C 1 min., 72°C 1 min) x 30 e 72°C 5min; 4. 95°C 2min. (95°C 1min, 53°C 1 min.,
72 °C 1 min)x 30e 72°C 7 min.

4.5. Andlise estatistica

Os perfis de suscetibilidade aos farmacos testados foram expressos em
porcentagens que foram analisadas de forma descritiva.

Os percentuais de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos
(VPP) e negativos (VPN) dos testes fenotipicos de suscetibilidade & oxacilina foram
calculados considerando a presenca do gene mecA como predi¢do para a resisténcia a
oxacilina, 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

A associacdo entre os testes fenotipicos e genotipicos foi avaliada através do
Teste de Qui-quadrado (X?).

4.6. Sequenciamento do gene e analise das sequéncias de DNA

Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se Exo-Sap (USB Corporation,
Cleveland, Ohio), conforme recomendacdo do fabricante e enviado para o
sequenciamento pela empresa Helixxa Bases for Life (Campinas/SP).

As seqliéncias foram editadas no programa Bioedit (HALL, 1999) e submetidas
ao algoritmo BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997), possibilitando a sele¢do de sequéncias
de nucleotidicas armazenadas no banco de dados do NCBI (GenBank;
http://www.nchi.nIm.nih.gov/) com identidade com as sequéncias dos micro-organismos
isolados. As sequéncias foram importadas para o programa MEGA versdo 4 (TAMURA
et al., 2007), e alinhadas utilizando o programa Clustal W (HIGGINS et al., 1994).

O dendograma foi construido utilizando o método algoritmico Neighbor Joining
(NJ), utilizando o modelo de distancia p no programa MEGA versédo 4.0. A robusteza de
cada ramo foi determinada usando o teste ndo paramétrico de bootstrap
(FELSENSTEIN, 1985) com 1000 repetigdes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo fenogenotipica do Grupo Staphylococcus sciuri

Apo6s a semeadura de 270 amostras, foi possivel isolar um total de 56 amostras
do Grupo Staphylococcus sciuri (S. sciuri, S. vitulus, S.lentus e S. fleuretti) expostos na
tabela 2 e 3.

Tabela 2. Distribuicdo do Grupo Staphylococcus sciuri em isolados de camundongos e
equinos no Instituto de Biologia do Exeército

Coletas Local Regido Coletada/Animal NUmero de
isolados

1 Biotério Swab Conduto Auditivo e 05
Pele/Camundongo

2 Biotério Swab Conduto Auditivo e 08
Pele/Camundongo

3 Biotério Swab Conduto Auditivo e 06
Pele/Camundongo

4 Biotério Swab Conduto Auditivo e 04
Pele/Camundongo

5 Biotério Swab Conduto Auditivo e 06
Pele/Camundongo

6 Biotério Swab Conduto Auditivo e 03
Pele/Camundongo

7 Biotério Swab Conduto Auditivo e 03
Pele/Camundongo

8 FMG Swab Nasal/Equino 10

9 FMG Swab Nasal/Equino 11

Total 56

Tabela 3. Distribuicdio das espécies do Grupo Staphylococcus — sciuri

fenogenotipicamente identificadas de acordo com as diferentes coletas

Coleta
(local)

Espécies de Staphylococcus spp. oxidase-

positivos

S. sciuri S. lentus

Outros do
grupo S. sciuri

Biotério
Biotério
Biotério
Biotério
Biotério
Biotério
Biotério
FMG
(equino)
FMG
(equino)

Nl wdE

©

1
N e Rk

OO, Wh !
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Em um primeiro momento, foi adotado o protocolo de identificacdo fenotipico
estabelecido segundo Stepanovic et al. (2005), sendo os isolados identificados como
sendo 42 S. lentus e 14 S. sciuri. O micro-organismo que apresentou maior frequéncia
com base na avaliagdo fenotipica foi S. lentus (75%). Nenhum isolado foi identificado
como S. vitulus e S. fleuretti. A literatura aponta a prevaléncia de S. sciuri com base na
identificacdo fenotipica, 0 que ndo ocorreu no presente estudo. Stepanovic et al. (2005)
identificaram 93% S. sciuri, 5% S. lentus, 1,15% S. vitulus e 0,85% S. fleuretti, do total
dos isolados provenientes da mucosa e pele de uma variedade de animais. Cabe apontar
a ocorréncia de perfis bioquimicos atipicos nas espécies do grupo, o que pode acarretar
falhas na identificacdo. Yasuda et al. (2002) observaram em alguns isolados da espécie
S. sciuri a producdo de &cido a partir da rafinose, enquanto Behme et al. (1996)
estabeleceram que 8% dos isolados de S. lentus testados ndo produziram éacido a partir
da rafinose.

Em muitos laboratérios, a identificacdo dos estafilococos € baseada em métodos
fenotipicos. O advento das técnicas de caracterizacdo genotipica trouxe maior
confiabilidade e precisdo ao diagndstico. No entanto, o custo ainda elevado, a exigéncia
de equipamentos e mao de obra especializada dificulta sua ado¢do em laboratérios
clinicos de rotina (VELASCO, 2005; FERNANDES et al., 2005).

Os isolados foram submetidos a PCR utilizando primers especificos a regido 16S
do rDNA de Staphylococcus spp., de S. sciuri e de S. lentus, a fim de possibilitar
comparacdo entre os resultados fenotipicos obtidos. Estes produziram fragmentos
Unicos de 756, 872 e 872 pb, respectivamente, demonstrados nas figuras 5, 6 e 7.

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose ~ Figura 6. Eletroforese em gel de
1,5 % dos produtos de PCR do gene Staph ~ a9arose 1,5 % dos produtos de PCR do
de Staphylococcus spp. (756 ph). M: gene 16SrRNA de S. sciuri (872 pb). M:
marcador de peso molecular (100 pb), CP: marcador de peso molecular (100 pb), 1:
controle positivo, CN: controle negativo, ~ 10lado positivo. 2: Isolado positivo,

1: Isolado positivo e RN: reacéo negativa. CN: controle negativo e RN: reacao
negativa.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose
1,5 % dos produtos de PCR do gene
16SrRNA de S. lentus (872 pb). M:
marcador de peso molecular (100pb),
negativo, 1:
positivo. 2: Isolado positivo e 3: Isolado

CN:

controle

positivo.

Isolado

Os resultados da anélise genotipica corroboram a dificuldade encontrada por
outros pesquisadores na obtencdo de protocolos de identificacdo fenotipicos confiaveis
para esse grupo em particular. Como exposto na tabela 4, foram encontrados 78,57%
(11/14) e 59,52% (25/42) de concordancia entre os resultados fenotipicos e genotipicos,
para as espécies S. sciuri e S. lentus, respectivamente.

Tabela 4. Caracterizacdo fenotipica e genotipica das amostras coletadas.

Caracterizacéo

Caracterizacdo Genotipica

Amostras Fenotipica 16SrRNA  16S rRNA de Animal coletado
de S. sciuri S. lentus
1 S. lentus - + camundongo
2 S. lentus - + camundongo
3 S. lentus - + camundongo
4 S. lentus - + camundongo
5 S. lentus - + camundongo
6 S. lentus - + camundongo
7 S. lentus - + camundongo
8 S. lentus - + camundongo
9 S. sciuri - + camundongo
10 S. lentus - + camundongo
11 S. lentus - + camundongo
12 S. lentus - + camundongo
13 S. lentus - + camundongo
14 S. lentus - + camundongo
15 S. lentus - + camundongo
16 S. lentus - + camundongo
17 S. lentus - + camundongo
18 S. lentus - + camundongo
19 S. lentus - + camundongo
20 S. lentus - + camundongo
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21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

. lentus
. lentus
. lentus
. lentus
. lentus
. lentus
. sciuri
. lentus
. lentus
. lentus
. lentus
. lentus
. lentus
. sciuri
. sciuri
. sciuri

lentus

. sciuri
. lentus
. sciuri
. lentus
. lentus
. sciuri
. lentus
. lentus
. sciuri
. lentus
. sciuri
. lentus
. lentus
. lentus
. sciuri
. sciuri
. sciuri
. sciuri
. lentus

camundongo
camundongo
camundongo
camundongo
camundongo
camundongo
camundongo
camundongo
camundongo
camundongo
camundongo
camundongo
camundongo
camundongo
camundongo
equino
equino
equino
equino
equino
equino
equino
equino
equino
equino
equino
equino
equino
equino
equino
equino
equino
equino
equino
equino
equino

Apos confirmagdo genotipica, dentre as especies oxidase-positivas identificadas
obteve-se 44,64% de S. lentus (25/56), 19,64% (11/56) de S. sciuri e 35,71% (20/56) de
outros membros do grupo Staphylococcus sciuri (S. vitulus e S. fleuretti), de acordo com
o perfil bioquimico e a amplificacdo dos genes especificos de caracterizagdo (Figura 8).
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S. sciuri 20%

Grupo S
sciuri 36%

S. lentus
44%

Figura 8. Grafico apresentando o percentual de isolados bacterianos obtidos a partir da
caracterizacdo fenogenotipica dos isolados provenientes de camundongos e equinos.

Foi detectado um isolado que foi caracterizado fenotipicamente como S. sciuri,
entretanto foi positivo quando primers especificos para a regido 16SrRNA de S. lentus
foi utilizado. Os demais isolados, sendo 18 (32,1%; 18/56) caracterizados
fenotipicamente como S. lentus e 2 (3,5%; 2/56) como S. sciuri, ndo amplificaram
quando foi utilizado primers especificos para a regido 16SrRNA de S. sciuri e 16SrRNA
de S. lentus. Desse modo, ndo tendo sido possivel a caracterizagdo genotipica desses
isolados, apesar das outras espécies que apresentam o referido perfil bioquimico serem
S. vitulus e S. fleuretti, devido a dificuldade de diferenciagdo por marcadores fenotipicos
para ambas as espécies, consideraremos pertencentes ao grupo dos Staphylococcus
oxidase-positivos, e, portanto, serdo referenciados como grupo Staphylococcus sciuri
daqui por diante.

Ao analisarmos os 35 isolados provenientes de camundongos, foi observado que
dos 27 isolados caracterizados genotipicamente (77,14%; 27/35), 24 foram confirmados
como S. lentus (88,88%; 24/27) e apenas 3 isolados foram S. sciuri (11,12%, 3/27).
Diferentemente do encontrado no presente estudo, a literatura vem reportando, desde
Kloos et al. (1975), a prevaléncia da espécie S. sciuri. Estes pesquisadores, ao
caracterizar fenotipicamente ambas as espécies pela primeira vez, citaram em seu estudo
a dificuldade de se obter isolados de S. lentus, naquela época considerada uma
subespécie de S. sciuri. Eles reportaram que dos 44 isolados analisados provenientes da
pele de roedores, foram detectados 20,5% (9/44) e 79,5% (35/44) de S. lentus e S.
sciuri, respectivamente. Stepanovic (2005) ao analisar 173 isolados provenientes da pele
e mucosa de animais e humanos, detectou, por métodos fenotipicos e genotipicos, 93%,
5,2%, 1,2% e 0,57% como sendo S. sciuri, S. lentus, S. vitulus e S. fleuretti,
respectivamente.

As amostras provenientes de equinos forneceram 8 isolados confirmados
genotipicamente como pertencentes a S. sciuri, uma elevada prevaléncia frente aos 11
isolados (72,7%; 8/11) dessa espécie. Devriese et al. (1985) relataram S. sciuri como
sendo uma especie comumente isolada de pele e mucosa de equinos saudaveis e Yasuda
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et al. (2002) verificaram S. sciuri como sendo o segundo micro-organismo mais
facilmente isolado da mucosa nasal de equinos saudaveis.

As divergéncias entre o presente trabalho e outros relatos, especialmente os mais
antigos, podem estar associadas a dificuldades na reprodutibilidade das técnicas de
diagnostico, ja que a identificacdo exata e completa dessas bactérias € dificultada por
suas caracteristicas bioquimicas similares e, pelos numerosos isolados que apresentam
perfis intermediarios levando a varios relatos de erros de identificacdo dos membros do
grupo Staphylococcus sciuri por métodos bioquimicos (STEPANOVIC et al., 2005).

5.2. Resisténcia a oxacilina e cefoxitina

Os resultados dos percentuais de resisténcia de Staphylococcus spp oxidase-
positivos obtidos através do ensaio de difusdo em disco estdo dispostos na Tabela 5 e
Figura 9.

Tabela 5. Percentuais de resisténcia encontrados para o0s antimicrobianos beta-
lactamicos testados.

_ . Percentual (%)
Antimicrobianos

Sensibilidade  Resisténcia
Oxacilina ( 1ng) 85,71 14,29

Cefoxitina (30 ug) 91,07 8,93

Figura 9. Percentual de resisténcia dos Staphylococcus spp. oxidase-positivos isolados
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Foi detectado um total de 14,28 % de resisténcia a oxacilina (8/56), sendo
distribuido em 18,18 % (2/11), 8 % (2/25) e 20 % (4/20) para S. sciuri, S. lentus e grupo S.
sciuri, respectivamente. Couto et al., em relato do ano de 2002, ndo verificaram qualquer
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resisténcia a oxacilina, apesar da presenca do homologo do gene mecA em todos 0s seus
isolados. Por outro lado, Stepanovic et al. (2005) encontraram isolados de S. sciuri
resistentes a oxacilina em amostras clinicas humanas.

A resisténcia total a cefoxitina entre os isolados testados foi de 8,92 % (5/56),
sendo distribuida em 18,18 % (2/11), 4 % (1/25) e 10 % (2/20) para S. sciuri, S. lentus e
grupo S. sciuri, respectivamente. Karakulska et al. (2012) observaram 5,57 % de
resisténcia a esse farmaco nos isolados do grupo S. sciuri a partir da cavidade nasal de
equinos saudaveis.

No presente trabalho, os isolados foram obtidos a partir de animais saudaveis,
ndo expostos aos antimicrobianos, o que sugere que a observada suscetibilidade esteja
relacionada a auséncia da pressao seletiva exercida pelo uso intensivo desses farmacos.
Uma vez que, relatos da literatura correlacionam o frequente uso de B-lactamicos em
animais, em particular para tratar infecgbes estafilococicas, e expressdo fenotipica de
resisténcia em uma variedade de espécies de estafilococos, incluindo o grupo S. sciuri.
Bagcigil et al. (2007) isolaram Staphylococcus coagulase-negativos resistentes a
meticilina a partir da cavidade nasal de equinos que foram tratados com
antimicrobianos, bem como foi detectada resisténcia a uma ampla variedade de
antimicrobianos usados no tratamento de infec¢des estafilocdcicas, incluindo os  f-
lactamicos.

5.3. Deteccdo do gene pbpD e sistema mec em isolados do Grupo Staphylococcus
sciuri

Apos a realizacdo do teste fenotipico, os isolados foram avaliados quanto a
presenca dos genes pbpD, mecA, mecl e mecRI (Tabela 6; Figuras 10, 11, 12 e 13)
através da técnica de PCR.

Tabela 6. Prevaléncia dos genes envolvidos na expressao da resisténcia a oxacilina.

Genes Percentual (N=56)
pbpD 21,42% (12/56)
mecA 10,71% (6/56)
mecl 5,35% (3/56)
mecRI 5,35% (3/56)
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose Figura 11. Eletroforese em gel de
1,5 % dos produtos de PCR do gene agarose 1,5 % dos produtos de PCR do
pbpD (1120 pb). M: marcador, 1: Isolado gene mecA (533 pb). M: marcador, 1:
positivo, 2: Isolado positivo, 3: Isolado Isolado positivo, 2: Isolado positivo, 3:
positivo e RN: reacdo negativa Isolado positivo, 4: Isolado positivo,
CP: Controle positivo e RN: reagdo
negativa
500 pb

500p

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose Figura 13. Eletroforese em gel de
1,5 % dos produtos de PCR do fragmento agarose 1,5 % dos produtos de PCR do
do gene mecl (639 pb). M: marcador, 1: gene mecRI (234pb). M: marcador, 1:
Isolado positivo e RN: reagdo negativa Isolado positivo e RN: reagdo negativa
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5.3.1. Avaliacao genotipica x Perfil fenotipico da resisténcia
5.3.1.1. Deteccao génica da resisténcia

O gene mecA foi detectado em 10,71 % (6/56) dos isolados, sendo
representados na tabela 7.

Tabela 7. Numero de isolados mecA positivos nas diferentes espécies de
Staphylococcus spp. oxidase-positivos

Espécie N° de Isolados
S. sciuri 02
S. lentus 01
Outros do grupo S. sciuri 03

Estudos apontam que isolados resistentes a oxacilina em testes fenotipicos
podem ndo apresentar o gene mecA, podendo este fato ser explicado por outros
mecanismos de resisténcia como a hiperproducéo de beta-lactamases (MARTINEAU et
al., 2000; BROWN, 2001; McKINNEY et al., 2001) e modificacdo da afinidade de
outras “PBPs”. Segundo Petinaki et al. (2001), a PBP3 ¢ a principal proteina envolvida
neste caso de resisténcia. Zhou et al. (2008) em um estudo para determinar os padroes
das proteinas ligantes de penicilina (PBP's) e as composi¢cdes do peptidoglicano de
parede celular das amostras de S. sciuri com o0 objetivo de explorar as funcdes do
homologo do gene mecA presente nessas espécies, estabeleceram um perfil heterogéneo
de suscetibilidade a oxacilina, atribuido ao tipo de gene de resisténcia carreado em seu
material genético e a pressdo do proprio antibidtico no meio. Os pesquisadores
sugeriram que o homologo do gene mecA presente em S. sciuri, denominado gene
pbpD, associado ao mecA, ambos contidos no mesmo material genético, faria com que
0 segundo gene potencializasse a expressao fenotipica do primeiro. Estudos anteriores
corroboram a importancia que a selecdo do antibiotico exerce sobre a bactéria e suas
progénies, e ainda, atribuem que o fenotipo de resisténcia a oxacilina esta associado
com a presenca de copias de SCCmec tipo Il carreado pelo S. sciuri (COUTO et al.,
2003).

Gruthuysen et al. (2005) relataram a perda do gene mecA em amostras mantidas
em armazenamento sob congelamento, com maior probabilidade quanto maior o tempo
de estocagem. Tal fato indica que embora a detecgdo do gene mecA seja considerado a
técnica “padrao ouro” para predigdo da resisténcia aos beta-lactamicos, sua
sensibilidade pode variar conforme a conservacdo das amostras. Segundo este autor, 0
gene ndo foi mais detectado em 91,43% (32/35) dos isolados avaliados apos a
estocagem sob congelamento. Segundo Silva (2008), nestes casos € aconselhavel o uso
de antimicrobiano em baixa concentracgdo no meio visando a manutencdo de
determinantes genéticos, tais como plasmideos que sdo facilmente perdidos durante o
cultivo sem pressdo seletiva. Possivelmente, eventos de delecdo e insercdo também
podem ocorrer durante a estocagem, e segundo Suyama; Bork (2001), ser um fator
importante que influencia diretamente a organizacdo do genoma. Estes fatores podem
estar envolvidos com a deteccdo variavel do gene mecA levando a resultados
contrastantes quando comparados com os testes fenotipicos de resisténcia a oxacilina.

A tabela 8 apresenta os diferentes perfis encontrados nos isolados de estafilococos
oxidase-positivos quando avaliados em relacdo a resisténcia a oxacilina e cefoxitina
pela difusdo em disco simples e a presenca do gene pbpD e dos genes regulatérios do
sistema mec.
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Tabela 8. Perfil dos testes fenotipicos de deteccdo de resisténcia a oxacilina e cefoxitina
e genes pbpD e do sistema regulatério mec em isolados de Staphylococcus spp. oxidase-
positivos

Perfis Difuséo em Disco Genes
(n° de Oxacilina Cefoxitina pbpD mecA mecl mecRI Espécies
isolados)

1(2) R* R + + + + S. sciuri
2 (1) R R - + + + S. lentus
3(1) S* S + - - - Grupo S. sciuri
4 (2) R R - + - - Grupo S. sciuri
5(1) R S - + - - Grupo S. sciuri
6(1) R S - - - - S. lentus
7(9) S S + - - - S.sciuri

*S: sensivel; R: resistente.

O gene pbpD, homologo do gene mecA, foi detectado 12 isolados, sendo em
100% dos 11 isolados de S. sciuri, além de um isolado ndo caracterizado
genotipicamente, cujo perfil bioquimico apontava para S. lentus. Resultados
semelhantes foram demonstrados por Couto et al. (2000), onde o gene pbpD foi
detectado em todos os isolados de S. sciuri. A presenca deste gene, relatado na literatura
como caracteristico da espécie S. sciuri, em um isolado ndo pertencente a essa espécie
pode estar relacionada a uma possivel transferéncia horizontal desse gene.

A resisténcia a oxacilina ndo foi detectada fenotipicamente em nenhum dos
isolados de S. sciuri que apresentaram somente o gene pbpD, sendo detectada, porém,
nos 2 isolados que também apresentavam o complexo mec. Ndo foi avaliado se houve
sinergismo ou alguma associagdo entre esses genes na regulacdo desta expresséo
fenotipica. De modo similar, Couto et al. (2000) verificaram que a resisténcia fenotipica
sO pbde ser observada em isolados que apresentaram as duas cdpias, tanto do gene
mecA, guanto do pbpD.

Estudos sugerem consideravel homologia com um gene encontrado em S. sciuri,
que parece ser nativo nessa espécie (COUTO et al., 2010). O homologo do mecA
identificado em S. sciuri, espécie mais estudada, mostrou 79,5% de similaridade com o
gene mecA de MRSA, demonstrando uma relacdo evolutiva proxima entre esses
determinantes genéticos (FUDA et al., 2007). Contudo, esse homologo (gene pbpD)
encontrado no cromossomo dessas espécies estd relacionado a genes essenciais
envolvidos no crescimento e sintese de parede celular, determinante genético da PBP4,
uma das quatro principais proteinas ligantes de penicilina identificadas nessas espécies;
que diferentemente dos MRSA, ndo estd contido no elemento moével SCCmec
(ANTIGNAC; TOMASZ, 2008), e que nao confere qualquer resisténcia antimicrobiana
(COUTO et al., 2002). Severin et al. (2005) verificaram através de um estudo no qual
0 gene pbpD foi introduzido em MSSA, que os mesmos foram capazes de sintetizar
proteinas com propriedades bioguimicas semelhantes a PBP2a de MRSA, que levou ao
aumento da resisténcia aos beta-lactdmicos testados, essas evidéncias corroboram a
ideia de que esse homologo seja o precursor evolutivo do gene mecA em S. aureus.

O complexo mec apresenta dois operons, 0s quais sdo responsaveis pela regulacdo
do gene mecA. O mecRI possui atividade antirepressora, enquanto que o mecl codifica
um repressor da transcricdo mecA. Na auséncia de inducdo através do mecRI por um
beta-lactdmico a transcricdo do mecA esta fortemente reprimida pelo mecl (LOWY,
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2003). No trabalho desenvolvido por Rosato et al. (2003), todos os isolados positivos
para a presenca do gene mecl apresentaram também os genes mecA e mecRl.

A literatura reporta que isolados de Staphylococcus spp. resistentes a oxacilina
podem ndo apresentar o gene mecA e que isolados mecA-positivos podem ndo expressar
resisténcia a oxacilina devido a inibicdo do gene mecA pelo gene mecl (SUZUKI et al.,
1993; WELLER et al., 1999; ROSATO et al., 2003). No presente estudo a resisténcia a
oxacilina foi associada a presenca do sistema mec. Dos 3 isolados que apresentaram
apenas 0 gene mecA, 2 isolados apresentaram resisténcia a oxacilina e cefoxitina, e 1
isolado apresentou resisténcia somente a oxacilina. A cefoxitina é uma cefalosporina de
segunda geracao que apresenta alta afinidade com a PBP2, PBP4, apresentando grande
especificidade na inducdo da expressdo do gene mecA (CAUWELIER et al., 2004),
sendo considerada um marcador fenotipico de resisténcia de maior acuracia.

5.3.1.2 Andlise fenotipica de resisténcia

A deteccdo da resisténcia a oxacilina através de métodos fenotipicos em isolados
de Staphylococcus spp. tem sido dificultada devido ao fenbmeno da heteroresisténcia,
onde duas populacBes, sensivel e resistente, coexistem em uma mesma cultura.
Caracteriza-se pelo fato de que de toda populagdo bacteriana heterogeneamente
resistente, assim como todas as células, carregam o gene mecA, marcador genotipico da
resisténcia, porém nem todas expressam fenotipicamente sua resisténcia da mesma
forma. Cada cepa de Staphylococcus spp. resistente a oxacilina apresenta um perfil
caracteristico da proporcdo de células que crescem na presenga de concentracdes
especifica de oxacilina e de diferentes condicdes ambientais (LOWY, 2003). A
literatura relata que o fenotipo da heterorresisténcia pode estar relacionado com a
temperatura e tempo de incubacao, tamanho do in6culo e presenca de NaCl, assim como
é induzida pelos proprios antimicrobianos beta-lactdmicos Para a detecgdo rotineira da
resisténcia a oxacilina o teste de disco-difusdo é o mais utilizado (HUSSAIN et al.,
2001).

O teste fenotipico de difusdo em disco simples para deteccdo de resisténcia a
oxacilina e cefoxitina foi avaliado quanto a sensibilidade, especificidade, valores
preditivos negativos e positivos, considerando o fato de que uma vez positivo ou
negativo para o gene de resisténcia mecA, o isolado deveria apresentar-se resistente ou
sensivel, respectivamente, no teste fenotipico. A tabela 9 apresenta os valores
encontrados ap6s a andlise estatistica considerando todos os isolados de Staphylococcus
spp. oxidase-positivos.

Tabela 9. Percentual de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
negativo dos testes de difusdo com disco de oxacilina e cefoxitina.

Testes Sensibilidade Especificidade VPP* VPN*
Oxacilina 100 96 75 100
Cefoxitina 83 100 100 98

* VVPP: valor preditivo positivo, VPN: valor preditivo negativo.

Os testes de difusdo em disco com oxacilina e cefoxitina apresentaram 100% e
83% de sensibilidade, respectivamente, na predicdo do gene mecA. No entanto, a
cefoxitina foi mais especifica (100%) que o teste de difusdo em disco que a oxacilina
(96%). Ainda de acordo com o CLSI (2011), a deteccdo fenotipica da resisténcia a
cefoxitina e oxacilina em ensaios de difusdo em disco representam métodos confiaveis
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para predicdo da presenca do gene mecA em estafilococos coagulase-negativos. No
entanto, a cefoxitina por apresentar maior especificidade tem sido preferencialmente
recomendada.

O reduzido ndmero de isolados mecA positivos, correspondendo a apenas
10,7% (n=6) do total de isolados avaliados ndo permitiu estabelecer o grau de
correlacdo entre a cefoxitina e a oxacilina como método de predicéo do gene.

5.4. Anélise de Sequéncias Génicas e Consideracdes Finais

Os primers utilizados para a deteccdo do gene de resisténcia mecA foram
descritos por MURAKAMI et al. (1991), baseado em anélises de sequéncias do gene
presente em isolados humanos. Em estudos anteriores desenvolvidos pelo Grupo de
Pesquisa em Bacteriologia Veterinaria da UFRRJ ndo tem sido verificada boa
correlacdo entre os resultados fenotipicos e a deteccdo do gene mecA em isolados
estafilococicos de diferentes espécies animais, em especial bovinos. No presente estudo,
foi possivel detectar o gene mecA em 6 isolados, e correlacionar sua presenga com um
perfil tipico de resisténcia fenotipica a oxacilina e cefoxitina.

Para aprofundar nosso conhecimento em relacdo a deteccdo do gene mecA em
isolados de Staphylococcus spp. provenientes de diferentes hospedeiros, 3 isolados de
ECN, provenientes de equinos, caracterizados genotipicamente como S. sciuri e S.
lentus, que amplificaram o gene mecA utilizando os primers descritos por MURAKAMI
et al. (1991), foram amplificados com primers descritos nos estudos de mestrado da
discente Dayanne Araujo de Melo.

O estudo constou de uma etapa de elaboracdo de novos pares de primers
baseados em sequéncias do gene mecA disponiveis no banco de dados do NCBI, com o
objetivo de gerar fragmentos sobrepostos, visando a cobertura total do gene mecA.
Dessa forma, seria possivel a comparacdo da sequéncia completa do gene mecA dos
isolados oriundos de diferentes hospedeiros e detectar possiveis diferencas entre as
sequéncias que poderiam justificar a falha da deteccdo do gene mecA em algumas
amostras bovinas quando o primer descrito por MURAKAMI e colaboradores (1991)
foi utilizado.

Os produtos positivos da amplificacdo foram sequenciados, e apos a edicdo das
sequéncias foram montados os contigs do gene mecA. Foi observada a similaridade do
gene mecA oriundo dos isolados de equino com os isolados oriundos de amostras
humanas, e também foram observadas diferencas quando comparados com os de origem
bovina.

Visando acrescentar nossos resultados e responder as indagacdes levantadas
acerca da diferenca do gene mecA em Staphylococcus provenientes de diferentes
hospedeiros, foram selecionadas vérias sequéncias do gene mecA de Staphylococcus
oriundos de diferentes hospedeiros disponiveis no banco de dados do NCBI (Tabela 10),
e estas foram alinhadas e comparadas com as sequéncias previamente estudadas. Os
alinhamentos foram utilizados para construcdo do dendograma que permite uma melhor
visualizacdo das diferengas e similaridades do gene mecA de Staphylococcus
provenientes de diferentes espécies hospedeiras (Figura 14).
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Tabela 10. Sequéncias do gene mecA de Staphylococcus spp. provenientes de

diferentes hospedeiros selecionados do NCBI

Identificacdo da Espécies Hospedeiro Acesso NCBI
sequéncia

S. pseudo (1) S. pseudointermedius Céo AM904731
S. sciuri (2) S. sciuri Roedor Y13096

S. pseudo (3) S. pseudointermedius Céo AM904732
S. sciuri (4) S. sciuri Roedor Y13095

S. kloosii (5) S. kloosii Equino AMO048803
s. vitulinus (6) S. vitulinus Equino AMO048802
S. pseudo (7) S. pseudointermedius Céo e Gato EU929082
S. pseudo (8) S.pseudointermedius Céo e Gato EU929081
S. capitis (9) S. capitis Equino AMO048805
S. kloosii (10) S.kloosii Equino AMO048804
S. sciuri (11) S.sciuri Bovina AY820253
S. aureus (12) S. aureus Humana HE681097
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Figura 14. Dendograma baseado na sequéncia do gene mecA de Staphylococcus spp.
provenientes de diferentes espécies hospedeiras. Em destaque azul, os isolados oriundos
de bovino, e em vermelho, os isolados oriundos das demais espécies (cdo, gato,
roedores, equino e humano).
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Através da analise do dendograma ficou evidente a similaridade do gene mecA
de diferentes espécies de Staphylococcus spp. provenientes de hospedeiros como céo,
gato, roedor, equino e humano, e da divergéncia nitida do gene mecA de origem bovina
com 0s demais.

Estes dados corroboram com questfes levantadas na literatura que considera que
a origem do gene mecA, um gene exdgeno em S. aureus e em outros estafilococos de
relevancia clinica (FIRTH; SKURRAY, 2000), estaria relacionada com um homologo
encontrado em S. sciuri, que parece ser nativo nessa espécie (COUTO, 2010). No
presente trabalho, esse homdlogo (gene pbpD) foi detectado em 12 isolados, sendo em
100% dos 11 isolados de S. sciuri, contudo, ndo relacionado a um perfil fenotipico de
resisténcia, corroborando a ideia que esta relacionado a genes essenciais envolvidos no
crescimento e sintese de parede celular, determinante genético da PBP4, uma das quatro
principais proteinas ligantes de penicilina identificadas nessas espécies; e que
diferentemente dos MRSA, ndo esta contido no elemento modvel SCCmec
(ANTIGNAC; TOMASZ, 2008), e ndo confere qualquer resisténcia antimicrobiana
(COUTO et al. 2003). Uma possivel ancestralidade comum explica a similaridade entre
0s genes mecA provenientes de isolados de Staphylococcus spp. de diferentes
hospedeiros, e confirma a possibilidade de detec¢do desse gene com primers baseados
em sequéncias humanas. A intrigante questdo posta é com relacdo ao tracado evolutivo
desse gene em isolados de origem bovina, uma vez que nenhum dos pares de primers
analisados que anelaram no gene mecA de Staphylococcus provenientes de humano,
cdo, gato, roedor e equino, foi capaz de anelar no gene mecA de origem bovina. Tal fato
inviabiliza a deteccdo do gene mecA nos isolados de origem bovina com o emprego
destes primers e aponta para relatos muito recentes da literatura que tratam do
surgimento de uma cepa MRSA colonizadora de populagfes animais, possivelmente
favorecido pela ampla utilizagdo de antibioticos, denominada “livestock-associated
MRSA” (LA-MRSA). Este tipo de MRSA surgiu primeiramente em porcos, mas
também tém sido descrito em outros animais como: cées, cavalos, aves, gado, inclusive
humanos (CUNY etal., 2011)

Esta cepa é reportada como de usual resisténcia a tetraciclinas, o que pode estar
relacionado ao uso indiscriminado desta classe de antimicrobianos na industria suina
favorecendo sua emergéncia. O surgimento de cepas como a LA-MRSA pode ser
resultante da adaptacdo dos S. aureus a diferentes hospedeiros animais por mecanismos
genéticos ainda desconhecidos. Estudos filogenéticos revelaram que algumas linhagens
de S. aureus isoladas de animais derivam de linhagens humanas e que nesta mudanca de
hospedeiros, estes microorganismos sofreram adaptacGes genéticas, perdendo fatores de
viruléncia desnecessarios no novo hospedeiro além de adquirirem caracteristicas
necessarias a colonizacéo desse novo ambiente (HERRON-OLSON et al., 2007). Nesse
contexto, cabe pensar no artigo de Tenover (2008) intitulado: “VVancomicin-resistant
Staphylococcus aureus: a Perfect but Geographically Limited Storm?” que nos desafia
a refletir que algumas etapas evolucionarias sdo mais bem-sucedidas que outras, e que
isso torna o estudo da resisténcia antimicrobiana, bem como sua deteccédo laboratorial,
questdes ndo tdo previsiveis. O principal desafio € manter a pesquisa de modo a ampliar
a compreensdao dos caminhos evolucionarios e dos fatores de pressdo seletiva que
contribuem para a transferéncia e expressao dos genes envolvidos.
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6. CONCLUSOES

o A espécie S. lentus foi prevalente dentre as espécies oxidase-positivas
identificadas (44,6%; 25/56);

e  Aespécie S. lentus foi mais facilmente isolada em camundongos (68,57%;
24/35), enquanto que S. sciuri foi predominante em equinos (40%; 8/20);

o A difusdo em disco com a cefoxitina foi mais especifica que a oxacilina na
predicdo do gene mecA,

e  Todos os isolados S. sciuri apresentaram o homdélogo do gene mecA, sem
no entanto ser evidenciado qualquer expressdo fenotipica de resisténcia a oxacilina;

o Um isolado ndo pertencente a espécie S. sciuri amplificou o gene pbpD,
gene, até entdo, considerado especifico desta espécie;

o Um total de 10,71%, 5,35% e 5,35% dos isolados do Grupo
Staphylococcus sciuri obtidos amplificaram o0s genes mecA, mecl e mecRlI,
respectivamente;

e A andlise das sequéncias do gene mecA oriundo dos isolados de equino
demonstrou similaridade com os isolados oriundos de amostras humanas, de cées e
roedores, no entanto, ha nitida divergéncia entre estes e o de origem bovina.
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