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RESUMO

SILVA, Gabriela Viana. Avaliacdo das Espécies e Perfil de Suscetibilidade aos
Antimicrobianos de Staphylococcus Isolados de Leite de Ovelha. 2012. 77p. Dissertagédo
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Ciéncia de Alimentos). Instituto de
Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

A producdo de leite ovino no Brasil € uma atividade relativamente nova, cuja producdo esta
direcionada para a confeccao de queijos, iogurtes e outros derivados. Com isso ha uma defict
de trabalhos cientificos ligados a esta atividade. Considerado um excelente substrato, muitos
micro-organismos patogénicos podem ser veiculados ao homem através do consumo de leite e
seus derivados, entre eles Staphylococcus spp., um dos principais agentes envolvidos em
surtos de intoxicagBes alimentares. Além disso, o crescente aumento da resisténcia aos
antimicrobianos vem se constituindo um problema de saude puablica global. Dentro desta
problematica, o presente estudo objetivou identificar as espécies de Staphylococcus e seu
perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de uso corrente em medicina humana e
veterinaria, isoladas de leite de origem ovina provenientes de propriedades rurais no Agreste
Meridional de Pernambuco. Foram identificadas 13 espécies diferentes, sendo trés do grupo
Staphylococcus coagulase-positivo e 10 de Staphylococcus coagulase-negativo e duas cepas
identificadas apenas como SCN, destacando-se por sua frequéncia Staphylococcus aureus
(29) sequida pelo S. chromogenes (15) e S. intermedius (9). A determinagéo da suscetibilidade
aos antimicrobianos pelo teste disco difusdo revelou elevados percentuais de resisténcia a
penicilina (53,2%) e ampicilina (45,6%). A suscetibilidade a oxacilina foi avaliada através dos
métodos de disco-difusdo para oxacilina e cefoxitina, Screen Agar e determinacdo da
Concentracdo Inibitdria Minima através dos testes de Microdiluicdo em Caldo e em Agar,
tendo estes dois Ultimos detectado resisténcia em 24% e 6% dos isolados, respectivamente.
Todos os isolados foram negativos para a presenca dos genes blaZ e mecA, ndo tendo sido
observada uma correlacdo entre os testes fenotipicos e genotipicos para a resisténcia aos beta-
lactdmicos. Os resultados obtidos evidenciam que esta espécie animal é mais uma fonte de
infeccdo e veiculadora, através de seus produtos, de Staphylococcus potencialmente
patogénicos para 0 homem.

Palavras- chave: gene mecA, resisténcia bacteriana, oxacilina



ABSTRACT

SILVA, Gabriela Viana. Evaluation of the Species and Antimicrobial Susceptibility
Profile of Staphylococcus Isolated from Sheep Milk. 2012. 77p. Dissertation (Master of
Science and Food Technology, Food Science). Instituto de Tecnologia, Departamento de
Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2012,

The sheep milk production in Brazil is a relatively new activity, whose production is directed
towards the manufacture of cheeses, yogurts and other products. Therewith a deficit of
scientific papers related to this activity. Considered an excellent substrate, many pathogens
can be transmitted to humans through consumption of milk and its derivatives, including
Staphylococcus spp., one of the main agents involved in outbreaks of food
poisoning. Moreover, the increasing of antimicrobial resistance is becoming a global public
health problem. Within this problematic, this study aimed to identify the species of
Staphylococcus and its antimicrobial susceptibility profile of current use in human and
veterinary medicine, isolated from milk of sheep origin from rural properties in the
Meridional Agreste of Pernambuco. We identified 13 different species, three coagulase-
positive and 10 coagulase-negative and two strains identified only as SCN, especially
Staphylococcus aureus (29) followed by S. chromogenes (15) and S. intermedius (9) by its
frequency. The determination of antimicrobial susceptibility by disk diffusion revealed high
rates of resistance to penicillin (53.2%) and ampicillin (45.6%). The susceptibility to oxacillin
was evaluated by the disk diffusion methods for oxacillin and cefoxitin, Screen Agar and
determination of Minimum Inhibitory Concentration through tests of broth microdilution and
agar, the latter two detected resistance in 24% and 6% of isolates, respectively. All isolates
were negative for the presence of blaZ and mecA genes and was not observed a correlation
between phenotypic and genotypic testing for resistance to beta-lactams. The results show that
this species is a source of infection, through its products, Staphylococcus potentially
pathogenic to humans.

Keywords: mecA, bacterial resistance, oxacillin
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1 INTRODUCAO

A ovinocultura de leite vem, nos ultimos anos, conquistando espa¢co como uma
alternativa de produtores rurais, propiciando a diversificacdo e maior sustentabilidade das
propriedades, destacando-se no Brasil, a regido Nordeste por possuir um dos maiores
contingentes de ovino do pais.

O leite de ovelha é considerado o mais rico de todos os leites utilizados em laticinios.
Mundialmente, é muito apreciado ndo somente pelas qualidades gastrondmicas, mas também,
por sua inocuidade para pessoas que possuem intolerdncia a lactose do leite da vaca.
Entretanto seu mercado ainda € muito pouco difundido no Brasil, jA que seu consumo in
natura é praticamente inexistente e sua producdo esta direcionada principalmente para a
confeccdo de queijos, iogurtes e outros derivados, tendo o dobro do rendimento na produgéo
de queijo, em comparagdo com o leite de vaca.

Caracteristicas peculiares desse leite, como a presenca de niveis elevados de gordura e
de caseina, favorecem a elaboracdo de diferentes tipos de queijos, com particularidades
especiais de textura e sabor, 0 que confere aos produtos aromas e sabores especiais, Como 0s
queijos Roquefort, Pecorino Romano e Azeitéo.

Consequentemente, 0 progresso da ovinocultura de leite no Brasil vem
proporcionando uma crescente necessidade de elaborar avaliacGes especificas que fornecam
dados para um balizamento de medidas de controle microbioldgico de qualidade para esses
produtos, por ser o leite um bom substrato para o desenvolvimento de diversos micro-
organismos. Outrossim, ndo é raro o envolvimento de produtos lacteos em surtos de infeccBes
alimentares em todo o mundo.

Um grande numero de micro-organismos patogénicos podem estar sendo transmitidos
ao homem tendo o leite como veiculo, entre eles Staphylococcus spp., um dos principais
agentes na epidemiologia da mastite em ovelhas. Nestas, a reducdo na producao de leite é
considerada o fator individual mais importante das perdas econémicas da mastite, onde cerca
de dois tercos correspondem as infecgdes sub-clinicas, as quais nao sdo facilmente detectadas,
no entanto compromete a producgéo do animal.

Um fator agravante € o fato de que os Staphylococcus spp. apresentam mecanismos de
viruléncia complexos que tornam sua erradicacdo dificil. Nas ultimas décadas houve um
aumento do nimero de infeccdes persistentes relacionadas com Staphylococcus, tanto em
animais quanto em humanos face aos mecanismos de resisténcia desenvolvidos por esta
bactéria.

O uso indiscriminado de antimicrobianos em animais produtores de alimentos seja
com finalidade terapéutica, profilatica ou como promotores de crescimento facilita a selecao
de cepas resistentes e possibilidade de transferéncia da resisténcia entre espécies, através de
mecanismos genéticos. Além disso, o crescente aumento da resisténcia aos antimicrobianos
particularmente a drogas de Ultima geracdo vem se constituindo um problema de salde
publica global, representando um dos principais componentes dos custos diretos em saude.

Dentro desta problematica, Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (MRS) se
destacam, uma vez que apresentam resisténcia a maioria dos antimicrobianos disponiveis no
comeércio, tornando dificil o tratamento e controle das infeccOes causadas por esses micro-
organismos.

Considerando a magnitude com que as doencas de origem alimentar ocorrem nos
paises desenvolvidos e emergentes e a importancia que 0s animais assumem, atraves de seus
produtos, na disseminacdo deste micro-organismo, torna-se de grande relevancia conhecer as
espécies circulantes de Staphylococcus, em ovinos em nosso pais.



Considerando ainda a possibilidade de transmissdo zoondética de cepas de
Staphylococcus resistentes a oxacilina, droga de escolha no tratamento de infeccoes
estafilococicas graves no homem, aponta-se para a necessidade de monitorar os perfis de
suscetibilidade aos antimicrobianos, deste micro-organismo.

Em seu conjunto, tais informac@es certamente, vém a constituir-se um aspecto de extrema
relevancia, auxiliando agdes da Vigilancia bem como ofertando informagfes que possam
auxiliar na adocdo de medidas de controle da resisténcia antimicrobiana relacionada a
utilizacdo de antimicrobianos em animais produtores de alimentos.

Assim o presente estudo teve por objetivos identificar as espécies de Staphylococcus
ocorrentes em leite de ovelhas e determinar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos
utilizados na prética clinica humana e veterinaria. Adicionalmente, objetivou-se:

— Detectar por testes fenotipicos a producdo de coagulase e hemolisinas;

— Caracterizar fenotipicamente a resisténcia a oxacilina mediada por gene mecA;

— Caracterizar fenotipicamente a producao de beta-lactamases;

— Caracterizar por método genotipico (PCR) a presenca de gene mecA em cepas de
Staphylococcus coagulase positivas e negativas.

— Caracterizar por método genotipico (PCR) a presenca do gene blaZ, para a producdo de
beta-lactamases em cepas de Staphylococcus coagulase positivas e negativas.

2 REVISAO DE LITERATURA



2.1 Importancia do Leite como Alimento

O leite tem por definicdo o produto integral da ordenha total e ininterrupta de uma
fémea leiteira sadia, bem nutrida e ndo fatigada, que assegura a subsisténcia na primeira fase
da vida, gracas a riqueza de constituintes. Sua composicdo varia com a espécie, raca,
individualidade, alimentag&o, tempo de gestagdo e muitos outros fatores (BRASIL, 2002).

O leite e seus derivados sdo conhecidos desde a pré-historia, quando o homem
domesticou alguns animais. Essa domesticacdo iniciou-se entre 10.000 e 6.000 a.C.
(ALEIXO, 2000).

Na antiguidade, a necessidade de sobrevivéncia fez com que o homem identificasse a
importancia do leite e de pelo menos dois de seus derivados, a manteiga € 0 queijo, como
importantes fontes nutricionais (LEITE et al., 2006).

Constitui-se uma fonte de macro e micro nutrientes essenciais para o crescimento,
desenvolvimento e manutencéo da salde e uma das principais fontes de proteinas de origem
animal a humanos de todas as idades, particularmente jovens (PEREIRA, 2003). E também
uma excelente fonte de célcio, sendo que o consumo de um copo de leite (cerca de 250 ml)
corresponde a 32% da ingestdo diaria recomendada (IDR) deste mineral, essencial na
composicao dos 0ssos (SILVA et al., 2001).

O leite de ovelha difere das demais espécies especialmente pela riqueza dos
constituintes, existindo diferenga entre os rebanhos. (ASSENAT, 1991). Muitos fatores
contribuem nas variacdes da composicao e na qualidade do leite de ovelhas, entre os quais
estdo o ambiente, a raca, a idade, o estdgio da lactacdo, o nivel nutricional e as técnicas de
ordenha (BENCINE & PULINA, 1997; PEETERS et al.,1992).

Comparando ao leite das demais espeécies, o leite ovino caracteriza-se principalmente
por possuir elementos mais ricos em sua composicao (BRITO, 2004). A composi¢ao média do
leite de ovelha € de 7,6% de gordura, 5,6% de proteina, 19,0% de sélidos totais, 10,3% de
solidos desengordurados, 4,7% de lactose e 4,6% de caseina (BENCINI & PURVIS, 1990;
JANDAL, 1996; NUDDA et al., 2002; SEVI et al., 2004; SILVA, 2003; ZAMIRI et al.,
2001). Essa caracteristica Ihe confere a capacidade de ser transformado em produtos lacteos
de alta qualidade com altos rendimentos por litro de leite (BENCINI & PULINA, 1997).

A alta concentragdo de solidos totais (McKUSICK et al., 2002) e niveis elevados de
gordura e de caseina sdo fatores importantes na elaboracdo de queijos duros e macios, com
caracteristicas particulares de textura e sabor e com alto valor de mercado (TIMPERLEY &
NORMAN, 1997).

Segundo Furtado (2003), o leite de ovelha apresenta a peculiaridade de ndo ter
caroteno em sua gordura, o que lhe proporciona brancura tipica. De acordo com esse autor, a
gordura do leite de ovelha, se comparada a do leite de vaca, apresenta maior quantidade de
determinados &cidos graxos de cadeia curta, como o caproico (hexanoico), caprilico
(octandico) e caprico (decandico).

Jandal (1996), ao estudar os aspectos comparativos dos leites de cabra e ovelha,
descreveu que o leite ovino possui maior teor de gordura, solidos desengordurados, proteina,
caseina e cinzas quando comparado com o de cabra. Estas diferencas fazem com que o tempo
de coagulacdo do leite de ovelha seja menor e o coalho mais firme, principalmente em
decorréncia da quantidade de caseina.

Outra peculiaridade é o menor didametro dos glébulos de gordura no leite ovino (4pm x
4,4um) que no leite bovino, o que lhe confere maior digestibilidade em humanos (PULINA &
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NUDDA, 2004). A maior concentracdo de minerais no leite ovino do que no bovino (0,92% x
0,72%), principalmente célcio, confere ao leite ovino maior poder tampédo e,
consequentemente, pH levemente mais basico (PULINA & NUDDA, 2004).

2.2 Leite Ovino na Industria

A composicgdo fisico-quimica do leite tem importancia fundamental para a industria,
visto que o rendimento na producdo de lacteos é dependente do conteldo de gordura e de
solidos ndo gordurosos. Diante disso, a maior parte dos paises tem buscado executar
programas de pagamento por qualidade do leite de vaca, baseando-se no nivel de
contaminacdo microbiana, contagem de células somaticas, teores de gordura e de sélidos ndo
gordurosos, presenca de inibidores e outros parametros (CEBALLO, 1999). Da mesma forma,
este programa também é desenvolvido em paises como a Franca que tem a producéo de leite
de ovelha como uma importante atividade do setor primario.

Mundialmente o leite ovino é muito apreciado ndo somente pelas qualidades
gastrondmicas, mas também pela sua inocuidade para pessoas que possuem intolerancia a
lactose do leite de vaca. O leite ovino tem o dobro do rendimento na produgédo de queijo, em
comparacdo com o leite de vaca ou de cabra. O iogurte é mais fino, mais leve e em torno de
50% mais nutritivo (BRITO, 2004).

Com excecdo de algumas situacdes de subsisténcia em que o leite € consumido in
natura, a maior parte do leite de ovelha obtido é transformado em queijo e, em menor escala,
em iogurte. Mais concentrado que o leite de vaca e cabra, o leite de ovelha é indicado para
fabricacdo de queijos com aromas e sabores especiais, famosos e de alto valor comercial no
mundo inteiro, como o Roquefort e 0 Gorgonzola (SOUZA et al., 2005).

Durante muitos anos, a ordenha era feita manualmente, o que exigia esforco fisico e,
frequentemente, era realizada ao ar livre, expondo os ordenhadores ao tempo e prejudicando a
qualidade microbioldgica do leite. Atualmente, é possivel encontrar ordenhadeiras especificas
para a espécie no mercado (BRITO, 2004).

Com o avanco da ciéncia tem sido possivel melhorar a tecnologia da industria de
laticinios no Brasil. As modificacdes no processo de pasteurizacdo do leite, a melhoria da
qualidade do rebanho e a adocao de boas praticas de higiene, desde a ordenha até as diferentes
etapas do processamento industrial, para a obtencdo dos produtos desejados, formam um
conjunto que assegura leite e derivados de qualidade (LEITE et al., 2006).

Atualmente a ovinocultura encontra-se difundida em praticamente todo o mundo,
sendo uma das principais atividades econdmicas de varios paises, dentre 0s quais se destacam
a Australia e a Nova Zelandia (MACEDO Jr., 2004).

No Brasil, a busca por novas alternativas para a producdo primaria e a necessidade de
sistemas de producdo intensivos para a pequena propriedade, despertou interesse dos
investidores em ovinocultura, especialmente a leiteira (BRITO, 2004).

De acordo com o PPM/IBGE, 2011, o efetivo de ovinos em 2010, 17,4 milhges de
cabecas, teve aumento de 3,4% comparativamente a 2009. O maior efetivo de ovinos
encontrava-se no Nordeste, 56,7% do total nacional.

A producdo e o processamento industrial de leite de ovelhas ainda sdo pouco
desenvolvidos no Brasil. Rohenkohl et al. (2011) estimou um processamento nacional de
aproximadamente 509.000 litros por ano, o que representa a apenas 0,0019% do total de leite
produzido no Brasil enquanto o leite de cabras representou em 2007 um total de 136,5 mil
toneladas (FAO, 2011), o que corresponde a apenas 0,5% do total de leite produzido no Brasil
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(considerando vacas, cabras e ovelhas). Esta producdo estd concentrada principalmente nos
Estados da Regido Nordeste, Sul e Sudeste.

As caracteristicas geograficas do Nordeste brasileiro o colocam como regido
vocacionada para producdo de caprinos e ovinos, ndo s por deter grande parte do rebanho
nacional, mas principalmente pela importancia socio-econémica que esta atividade representa
(MEDEIROS, 1998).

A producéo de leite ovino pode ser uma alternativa sustentavel, de baixo investimento
e de facil adocdo pela méo de obra familiar, podendo melhorar a qualidade de vida dos
pequenos e médios produtores rurais, cuja utilizacdo desta valiosa matéria-prima para
fabricacdo de derivados de leite, pode aumentar o retorno financeiro do ovinocultor (SOUZA
et al., 2005).

2.3 Caracterizacao e ldentificacdo de Staphylococcus spp.

O genéro Staphylococcus foi proposto em 1884 por Rosenbach e inserido dentro da
familia Micrococacae. Estudos de biologia molecular, perfis de &cidos graxos, composicao de
parede celular e, principalmente, estudos com RNA ribossémico 16S promoveram a inclusdo
do género Staphylococcus em uma nova familia, a Staphylococcaceae (GARRITY, 2006).
Atualmente ja sdo descritas 46 espécies e 24 subespécies dentro do género (EUZEBY, 2012).

Os estafilococos sdo classificados como cocos Gram-positivos 0s quais quando
visualizados ao microscopio aparecem predominantemente em forma de cachos de uva
irregulares (staphyle em grego significa cacho de uva), por se dividirem em planos diferentes,
porém ocorrem na forma de células isoladas, aos pares, em tétrades e em cadeias curtas. S&o
anaerdbicos facultativos, porém crescem melhor em atmosfera aerdbica, imdveis, néo
esporulados e produtores da enzima catalase, uma prova importante para diferencia-lo dos
Streptococcus, catalase negativos (KONEMAN et al., 2008).

Apresentam metabolismo respiratdrio e fermentativo, atuando sobre carboidratos com
producdo de acidos. Podem crescer em temperaturas de 7 a 48°C, tendo como temperatura
6tima de 30°C a 37°C (BERGEY'S, 1994). Crescem em uma escala compreendida entre os
valores de pH 4,0 e 9,8, sendo o pH étimo para crescimento compreendido entre 6,0 e 7,0
(KONEMAN et al., 2008). Dentre as bactérias ndo esporuladas, os estafilococos sdo os mais
resistentes ao meio ambiente e podem sobreviver por meses em amostras clinicas secas, sdo
relativamente resistentes ao calor e toleram elevadas concentracfes de cloreto de sodio
(KLOSS & BANNERMAN, 1994).

A parede celular das bactérias Gram positivas, como os estafilococos, tem como
principal funcdo a protecdo contra a lise osmadtica. Pela sua natureza confere forma, rigidez e
funciona como uma barreira em relagcdo ao meio externo. O principal componente da estrutura
quimica da parede celular dos estafilococos € o peptideoglicano, um polimero que consiste em
longas cadeias de glicidios com ligagdes cruzadas flexiveis de peptideos que forma uma
estrutura forte, mas elastica (SCHEFFERS, 2005). Desta maneira, o peptidoglicano forma
uma rede covalentemente fechada, como um corpo oco, ao redor da bactéria (HOLTJE, 2001).
Estes s&o ligados entre si por reacGes de transpeptidagdo e os dissacarideos séo polimerizados
ao longo da cadeia do glicano por reagdes de transglicozilacdo. (GIESBRECHT, 1998).

Como as exigéncias nutricionais sao poucas, 0s Staphylococcus spp. crescem bem nos
meios de cultura comuns como o caldo e Agar simples. As col6nias em meios sélidos sdo
redondas, lisas, elevadas e brilhantes. Algumas cepas de S. aureus produzem um pigmento
carotendide (amarelo ou amarelo alaranjado “dourado”) em aerobiose, enquanto outras podem
produzir colbnias esbranquicadas ou cinza.



Em meios enriquecidos como Agar sangue de carneiro, algumas cepas de S.aureus e
algumas espécies coagulase-negativas podem apresentar um halo de hemolise ao redor das
colonias.

A capacidade de se desenvolver em meios contendo alta concentracdo de NaCl, além
de possuirem certa tolerancia ao telurito de potassio, cloreto de litio sdo aproveitadas para o
preparo de meios seletivos. O Agar Manitol Salgado assim como o Agar Baird-Parker,
contendo telurito de potéssio, sdo meios seletivos para isolamento e contagem de
estafilococos em alimentos e amostras clinicas (FDA, 2001; KONEMAN et al., 2008).

Com base nas caracteristicas coloniais e morfo-tintoriais (Método de Gram), 0s
isolados sdo submetidos as provas de catalase e coagulase (CUNHA et al., 2002). A prova da
catalase € um teste importante na identificacdo das familias Staphylococcaceae e
Micrococcaceae (catalase positivos) e Streptococcaceae (catalase negativo) (EUZEBY, 2012;
ROSA, 2008).

O género Staphylococcus é diferenciado do género Micrococcus com base na prova de
oxidacdo e fermentacdo da glicose e pela resisténcia a bacitracina (0,04U), indicada pela
auséncia de halo de inibicéo ou formag&o de halo de até 9 mm (CUNHA et al., 2002).

De uma maneira pratica, os estafilococos sdo divididos em duas categorias:
Staphylococcus coagulase positivos (SCP) e Staphylococcus coagulase negativos (SCN) de
acordo com a resposta ao teste da plasmo coagulase. A maioria das espécies sdo coagulase-
negativa, caracterizando-se a exclusividade da sintese da enzima ao S. aureus, S. schleiferi
subsp. coagulans, S. intermedius, S. pseudintermedius, S.lutrae e S. delphini, enquanto
S.hyicus e S. agnetis sdo variaveis (EUZEBY, 2012).

Para identificacdo dos Staphylococcus, conforme esquema fenotipico simplificado de
provas bioquimicas, o protocolo estabelecido segue critérios e padrdes propostos por Kloss e
Bannerman (1994) e Cunha et al. (2002), os quais preconizam a realizacdo de teste de
fermentacdo de acucares: xilose, arabinose, sacarose, trealose, manitol, maltose, lactose,
xilitol, ribose e frutose, bem como caracterizagdo de hemolisinas, reducdo de nitrato, urease,
ornitina descarboxilase e resisténcia a novobiocina.

Apesar da relevancia das infec¢des causadas pelos SCN, a caracterizacdo das espécies
ndo € realizada de forma rotineira em laboratérios de microbiologia clinica. O esquema
proposto por Kloss & Schleifer (1975) e modificado por Bannerman (2003) é o método
usado, porém ¢é relativamente laborioso, pois sdo necessarios inumeros testes biogquimicos
para a identificacdo. Na maioria das andlises de rotina, os testes realizados para a
identificacdo dos estafilococos sdo baseados nos aspectos morfoldgicos das coldnias,
coloragdo de Gram e producdo de coagulase, 0 que permite apenas classificar estafilococos
coagulase negativa (SCN) ou em S. aureus (CUNHA et al., 2004).

Atualmente métodos bioquimicos efetivos e réapidos tém sido utilizados em
substituicdo as provas bioquimicas tradicionais (WIESER & BUSSER, 2000). No entanto, a
acuracia desses métodos pode ser reduzida para isolados de origem animal, uma vez que eles
sdo desenvolvidos, em geral, para isolados de origem humana (SAMPIMON et al., 2009).

Em amostras clinicas humanas, a deteccdo da coagulase é suficiente para a
identificacéo e distin¢do de S. aureus dos estafilococos coagulase negativos. No entanto, esse
procedimento fenotipico ndo diferencia S. aureus das outras espécies coagulase positivas do
género. Para amostras veterindrias, essa distingdo € importante para evitar falsas
identificacbes de S. aureus, uma vez que S. intermedius e cepas de S. hyicus, também
coagulase positivos, sdo frequentemente isolados de varias espécies animais (ALMEIDA,
2009).



2.4 Caracteristicas Epidemioldgicas, Clinicas e de Patogenicidade

O género Staphylococcus esta associado a infeccbes que acometem tanto humanos
quanto animais (ANNEMULLER et al.,1999). Amplamente disseminados no ambiente,
diversas espécies pertencentes ao género estdo presentes na pele e mucosas de mamiferos,
sendo que a maioria dos portadores encontra-se na condi¢cdo de assintométicos. Portanto,
seres humanos e outros animais podem veicular os micro-organismos para os alimentos, com
atencdo especial para o leite e seus derivados, a qual surge em diferentes fases da cadeia
alimentar. Principais fontes de contaminacdo de leite cru nas exploracdes agricolas sdo as
superficies mucosas, a pele animal, glandulas infectadas, equipamentos de ordenha, as méaos
dos ordenhadores e 0 meio ambiente visto que varios fatores como uso de ordenha manual,
falhas na higiene dos animais e equipamentos, bem como auséncia de programas de controle
de mastite, ainda ocorrem em muitos rebanhos (ASSUMPCAO et al., 2003; BERGONIER et
al., 2003).

De um modo geral, os produtos lacteos sdo produzidos a partir de leite pasteurizado e
sendo assim, ndo deveriam apresentar nenhum micro-organismo patogénico. Porém, pode
haver recontaminacdo pds-pasteurizacdo durante ou apds o processamento, utilizacdo de
equipamentos com deficiente sanitizacdo e/ou quando acondicionados, apds preparo, em
temperaturas inadequadas e/ou durante o periodo de transporte (CHARLIER et al., 2009;
CORBIA et al., 2000; PICOLI et al., 2006).

Segundo Picoli et al. (2006), os Staphylococcus podem ser introduzidos no alimento
sob varias formas, entre as quais o0 ato de o manipulador levar a méo a boca ou nariz, assim
como, por lesdes estafilococicas presentes na pele do funcionario que trabalha diretamente
com alimento.

O género Staphylococcus é o agente responsavel por aproximadamente 45% das
intoxicacOes de origem alimentar no mundo. A contaminagdo com Staphylococcus spp., pode
ocorrer durante os estagios de producdo ou estocagem do alimento por cepas, de origem
ambiental ou humana. Em condicdes favoraveis de temperatura, 0 micro-organismo cresce,
podendo produzir toxinas. Staphylococcus é um agente causal de mastite no rebanho leiteiro,
podendo ser encontrado no leite, onde niveis elevados de contaminacdo podem ser
rapidamente alcancados se as condi¢des para a sua multiplicacdo forem favoraveis
(FDA/CFSAN, 2003).

Durante seu crescimento no leite, cepas de Staphylococcus aureus enterotoxigénicas
estdo aptas a produzir enterotoxinas termoestaveis, que quando ingeridas pelo homem causam
nausea, vomito e diarréia (SILVA et al., 2000). A toxina é produto da multiplicacdo da
bactéria nos alimentos deixados em temperaturas inadequadas (FDA/CFSAN, 2003). O
controle da enterotoxicose é possivel desde que se observem as boas praticas sanitéarias de
higiene nos estagios de obtencdo, producdo, estocagem e manuseio de alimentos, pois a
protecdo contra esta enfermidade é considerada uma obrigagdo dos profissionais das areas de
alimentos e saude (STANFORD, 2006). Embora o Staphylococcus aureus seja a espécie mais
prevalente em surtos de intoxicacdo alimentar estafilocdcica, S. intermedius e S. hyicus
também podem produzir enterotoxinas e ja foram envolvidos em surtos (SILVA &
GANDRA, 2004).

S.aureus é talvez, o patdgeno de maior preocupagdo devido a viruléncia intrinseca, a
diversidade de infecgdes potencialmente fatais e a sua capacidade de adaptacdo as diferentes
condi¢Bes ambientais, mas a incidéncia de infeccGes causadas por estafilococos coagulase-
negativos vem aumentando em todo o mundo (SAKAI, 2004).



Trinta e sete espécies de Staphylococcus coagulase negativa sdo conhecidas
(EUZEBY, 2012). Este grupo esta amplamente distribuido na natureza, sendo encontrado no
solo, &gua, plantas e na microbiota do trato intestinal, pele e mucosas de humanos e animais.
Entre as infecgOes causadas por esses micro-organismos, destacam-se: infec¢Oes de trato
respiratorio, vias urinarias, sitio cirargico, principalmente no ambiente hospitalar (VON EIFF
et al., 2002). Em infec¢cBes de corrente circulatéria de origem nosocomial em pacientes
debilitados, especialmente em unidades de tratamento intensivo (UTI), os SCN podem ser
isolados em até 76% das hemoculturas (HUANG et al., 2003).

Seu principal representante € o S. epidermidis, agente de infeccdes de cateteres e
proteses, frequentemente isolado em hemoculturas e identificado como uma das causas
principais de infec¢cbes nosocomiais associadas aos biofilmes. O S. saprophyticus apresenta-se
como um importante agente de infeccdo urindria em mulheres jovens, enquanto que VArios
isolados de S. haemolyticus sdo resistentes a diversos antimicrobianos, e podem ser
confundidos com o S. aureus, por apresentarem hemolise na placa de &gar sangue de carneiro.
Além desses sdo espécies importantes no laboratério clinico: S. lugdunensis, S. schleiferi, S.
sciuri, S.lentus, S. caseolyticus, S. hyicus, S. chromogenes, S. delphini, S. carnosus, S.
simulans, S. cohnii, S. xylosus, S. gallinarum, S. klossii, S. equorum, S. arletta, S. capitis, S.
warnei, S. saccharolyticus, S. caprae, S. auricularis (ANVISA, 2004; SAKAI et al., 2004).

A maioria dessas espécies € residente no homem, entretanto S. xylosus e S. simulans
sdo usualmente transitérios no homem e sdo adquiridos primariamente dos animais
domésticos e seus produtos. Por outro lado algumas das espécies humanas séo transitorios ou
residentes temporarios em animais domésticos. S. aureus é a maior espécie (residente e
transitéria) para primatas, enquanto ecovares ou biotipos podem ser encontrados
ocasionalmente vivendo em diferentes animais domésticos e aves (DEVRIESE, 1984).

Um aspecto importante do Staphylococcus aureus é o estabelecimento de uma relacéo
comensal com os seres humanos, com a colonizacgdo assintomatica de individuos. As narinas
sdo o local de colonizagdo mais frequente, mas a orofaringe, as axilas, o perineo, a vagina, 0
trato digestivo e a pele (principalmente com solucdo de continuidade) também séo
colonizados com frequéncia (WERTHEIM et al., 2005).

Ainda que ndo esclarecido totalmente, j4 foram identificados diversos fatores da
bactéria e do hospedeiro associados a colonizacdo (VAN BELKUM et al., 2009). Usualmente,
o Staphylococcus aureus atinge as narinas através das maos contaminadas no meio ambiente,
e fatores da bactéria associados a capacidade em aderir as células do hospedeiro e evadir do
sistema imunoldgico ndo sdo ainda completamente entendidos, porém constituem a base para
manter a colonizacdo pela bactéria (GORDON & LOWY, 2008; WERTHEIM et al., 2005).

Segundo Oliveira et al. (2006) o género Staphylococcus apresenta grande versatilidade
de estratégias de patogenicidade, fatores de viruléncia e capacidade de sobrevivéncia e
multiplicacdo em uma diversidade de ambientes. S. aureus sempre foi a espécie do género
mais importante relacionada a uma série de infeccBes e intoxicagdes em humanos nos
animais. Varios fatores de viruléncia sdo responsaveis pelos sintomas e gravidade das
infec¢Oes causadas pelo micro-organismo. Seus atributos de viruléncia séo descritos em 3
categorias: enzimas (catalase, hialuronidase, nucleases, lactamase (penicilinase), lipases,
coagulase), toxinas (hemolisinas, leucocidina, enterotoxinas, toxina esfoliativa, toxina da
sindrome do choque tdxico) e estruturas de superficie (Proteina A, capsula, adesinas), fatores
estes indicativos do potencial de capacidade de produzir doengas, sendo alguns, marcadores
de espécie (BANNERMAN, 2003).

As hemolisinas séo agentes citotdxicos cuja acdo pode auxiliar no poder invasivo das
bactérias. As quatro hemolisinas estafilocdcicas (alfa, beta, delta e gama) séo diferentes entre
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si de acordo com a acao litica sobre os eritrocitos de diferentes espécies, mas as dos tipos beta
e delta apresentam uma maior importancia na patogénese das infec¢Bes intra-mamarias
(DEMO, 1996).

A alfa- hemolisina produz danos aos tecidos posteriormente ao estabelecimento do
foco da infeccdo. E citotdxica e citolitica para uma variedade de tipos celulares cuja funcéo
esta relacionada a formacdo de poros em membranas celulares, além de ser dermonecrotica e
neurotoxica, sendo uma das toxinas bacterianas mais potentes (BHAKDI et al., 1991,
BOHACH & FOSTER, 2000; LINEHAN, 2003).

A sensibilidade dos eritrocitos a lise pela acéo da alfa- hemolisina varia muito, devido
a distribuicdo de lipideos e proteinas na membrana, sendo os mais sensiveis os de coelho,
seguidos de ovelha e bovinos (ROGOLSKY, 1979). Suspeita-se que 0s eritrocitos de coelhos
possuam um maior nimero de sitios de afinidades para a alfa-toxina, o que explicaria a a¢do
especialmente toxica dessa hemolisina a essas células (BOHACH & FOSTER, 2000). Em
células humanas o efeito citopatogénico ndo estd associado a hemolise. O principal efeito
patogénico da alfa-toxina € o dano celular endotelial e a ativacdo de plaquetas, levando ao
comprometimento da microcirculagdo (LIASSINE et al., 2004). A alfa-toxina é produzida na
fase pos-exponencial do crescimento bacteriano.

Vaérios estudos demonstram que a alfa-hemolisina apresenta um efeito favoravel no
surgimento de doencas. Cepas ndo produtoras de alfa-hemolisina foram, em alguns estudos,
menos virulentas do que suas ancestrais isogénicas produtoras desta toxina (BRAMLEY,
1989; CALLEGAN, 1994).

A beta-hemolisina - diferenciada da alfa-hemolisina por apresentar lise em eritrocitos
de carneiro e ndo de coelhos - é produzida por aproximadamente 20% dos isolados de
S.aureus e sua identificacdo é relacionada principalmente a cepas de mastite bovina, devido
ao fato de que a pele e os tecidos do Ubere serem extremamente ricos em esfingomielina, que
é um fosfolipideo encontrado na membrana, quando comparados a outras areas do corpo. Esta
age como uma esfingomielinase e destr6i membranas celulares ricas em esfingomielina,
sendo tdéxica para varios tipos celulares tais como hemacias, leucdcitos, plaquetas,
fibroblastos e macré6fagos. No entanto, seu papel patogénico em infec¢bes humanas é
desconhecido (BOHACH et al., 1997; PARK et al., 2004). Assim como a alfa-hemolisina a
beta-hemolisina € sintetizada na fase pds-exponencial do crescimento bacteriano.

A beta-hemolisina é também conhecida como toxina hot-cold devido a uma
caracteristica particular que apresenta quando inoculada em placas contendo &gar sangue de
carneiro. A 37 °C, a toxina interage com as células sanguineas vermelhas, mas ndo ocorre lise.
Caso 0s eritrécitos sejam incubados em seguida a 4 °C, observa-se lise das células (HUSEBY
etal., 2007).

Tem se observado in vitro que a acdo da beta-hemolisina é antagonista a acéo da alfa-
hemolisina. Tal fato se deve a acdo da beta-hemolisina sobre a membrana dos eritrocitos,
impedindo, assim, a polimerizagéo da alfa-hemolisina.

Algumas cepas estafilococicas sao capazes de produzir uma area definida de hemdlise
completa quando inoculados dentro da zona de efeito beta hemolitico produzido por outros
estafilococos. Este método foi denominado ensaio sinérgico hemolitico (SHA) e € devido a
acao combinada da beta e delta citolisina que pode ser avaliada em meios de agar contendo
eritrocitos ovinos, bovinos, humanos e equinos. Como a alfa- hemolisina ndo tem efeito sobre
eritrocitos humanos e equinos, e a beta e gama hemolisina apresentam pouco ou nenhum
efeito sobre eritrocitos de equinos se deduz que o SHA observado é devido a delta toxina e é
observado principalmente em sangue de ovino (HEBERT & HANCOCK, 1985).



Em 1947, Willians & Harper propuseram a existéncia da delta-hemolisina como uma
quarta toxina citolitica de S. aureus, considerando as descritas até entdo, alfa, beta e gama. A
delta-hemolisina é Unica em seu pequeno tamanho, estabilidade ao calor, propriedades
surfactivas e é litica para varios tipos de membranas da maioria das espécies animais,
incluindo eritrocitos, outras ceélulas, organelas e até mesmo protoplastos bacterianos.
(BOHACH & FOSTER, 2000).

A atuacdo da delta-hemolisina provoca uma grande variedade de efeitos citoliticos em
varios tipos celulares, como os eritrocitos pela formagdo de poros na membrana
citoplasmatica, causando vazamento citoplasmatico e lise das células expostas a essa toxina.
A fungdo precisa da delta-toxina em doenca humana ainda ndo é clara. (BOHACH &
FOSTER, 2000; CUNHA, 1998).

Gama-hemolisina também é chamada de leucotoxina, € tdxica para neutrdfilos
polimorfonucleares, monadcitos e macrofagos (LIASSINE et al., 2004).

Segundo o estudo realizado por Larsen e colaboradores (2000) algumas cepas de
Staphylococcus aureus sdo mais contagiosas, virulentas ou persistentes que outras. Além
disso, S. aureus € frequentemente resistente a terapia antibiotica devido a sua capacidade de
produzir uma barreira de exopolissacarideo e por causa de sua posi¢ao no interior dos micros
abscessos, que limitam a acdo dos antimicrobianos (CONTRERAS et al., 2000). Os animais
infectados por este micro-organismo na glandula mamaria representam uma fonte de infec¢éo
para o rebanho e um perigo a satde publica, tendo o leite como veiculo (SILVA et al., 2004).

Medidas de controle sdo o principal e mais econébmico meio para a eliminacdo da
mastite em um rebanho; no entanto, as dificuldades de implantacdo e manutencdo destes
procedimentos levam a necessidade de tratamento dos animais doentes, geralmente realizado
através de antibioticoterapia, ocasionando inimeras consequéncias para o animal, o leite e 0s
consumidores (SANTQOS, 2007).

2.5 Epidemiologia da Resisténcia Antimicrobiana de Staphylococcus spp.

O crescimento da resisténcia aos antimicrobianos se da pelo uso inapropriado destes
na medicina humana e, também, por praticas usadas na agricultura. As dificuldades no
estabelecimento de medidas de controle, no que diz respeito ao uso indiscriminado de
antibidticos, ampliam a gama de bactérias resistentes. Além disso, as células bacterianas
podem trocar seu material genético, agravando ainda mais este quadro (JOHN et al., 2002).

Entre os patdgenos causadores de infeccBes hospitalares, os cocos Gram- positivos
tornaram-se predominantes nas Ultimas duas décadas. Esta tendéncia estad relacionada a
capacidade desses patdgenos para acumular determinantes de resisténcia aos antibidticos
(GOLD & MOELLERING, 1996).

A maioria das infeccOes estafilococicas pode ser eficazmente tratada com antibioticos;
no entanto, nos recentes anos, um numero crescente de espécies de Staphylococcus tornou-se
resistentes a uma gama ampla de antibidticos, incluindo beta-lactamicos, macrolideos,
lincosamidas, tetraciclinas e gentamicina (FENG et al., 2008).

Quando a penicilina foi introduzida para uso clinico, praticamente todas as estirpes de
S. aureus eram sensiveis. Infelizmente, em menos de uma década, graves problemas de
resisténcia foram vistos em muitos dos principais centros médicos. S. aureus adquiriu genes
que codificam a producdo de beta-lactamases, tornando o organismo penicilina-resistente.
Para combater esse problema, pesquisadores desenvolveram penicilinas de amplo espectro e
cefalosporinas. Estes novos antimicrobianos s conseguiram superar parcialmente o problema
da resisténcia (CALDERON-JAIMES, 2002).
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Um exemplo notavel € o de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina,
que surgiu na década de 1970 e aumentou em frequéncia como patdgenos hospitalares durante
0s anos de 1980 e 1990 em muitos paises (AYLIFFE, 1997; GOLD & MOELLERING, 1996;
VANDENBROUCKE-GRAULS, 1998; VINCENT et al., 1995). Estas cepas foram
denominadas MRSA (Methicillin Resistant S. aureus) que além de sua ampla disseminagéo
mundial, representam um grande desafio no tratamento de infec¢Ges hospitalares por
apresentarem um unico mecanismo de resisténcia que lhes conferem protecédo contra todos o0s
antibioticos beta-lactdamicos (REMONATTO et al., 2007).

Concomitante a ampla resisténcia a todos os beta-lactamicos, os isolados de MRSA
frequentemente apresentam-se multirresistentes a diferentes classes de antimicrobianos, como
fluoroquinolonas, aminoglicosideos e macrolideos (BARRETT, 2006), ressaltando-se a
importancia de que as infecgdes por MRSA estdo sempre associadas a consideraveis indices
de morbidade e mortalidade, altos custos no tratamento como também permite que 0 micro-
organismo persista no ambiente hospitalar (MIYAZAKI et al., 2007; PFALLER et al., 1999).

A resisténcia a meticilina nos Staphylococcus spp. € um fendmeno mundial com
marcadas variacdes geograficas e com prevaléncias crescentes apesar dos esforgos para conter
0 aumento da disseminacdo de cepas resistentes. E prevalente nos Estados Unidos (STYERS
et al., 2006) sendo cada vez mais observado na Europa e Asia (SABER et al., 2006).

MRSA anteriormente considerado exclusivamente um patdgeno nosocomial (FARR,
2004), vem emergindo na literatura como uma importante causa de infeccdo em pessoas sem
fatores de risco identificaveis, como contato direto e indireto nos servicos de saude (HA-
MRSA) (CHAMBERS, 2001), as quais sd&o comumente referidas como MRSA adquiridas na
comunidade (CA-MRSA). CA-MRSA pode ser transmitido durante contato direto entre
pessoas que compartilham intimamente 0 mesmo espago como, por exemplo, acampamentos,
internatos, creches e outros (GWEN et al., 2005).

CA-MRSA caracteristicamente tende a ser menos multirresistente que MRSA de
origem hospitalar mantendo, em geral, sensibilidade & clindamicina, porém resisténcia a esse
antibidtico pode ser do tipo induzida (LAMPLANTE et al., 2007). Esse mecanismo de
resisténcia ndo € detectado através do teste de sensibilidade rotineiramente empregado em
laboratdrios, sendo recomendado o teste de inducédo, denominado de D-teste (O'SULLIVAN
etal., 2006; OTSUKA et al., 2007).

No inicio da década de 1980 Saravolatz et al. (1982) descreveram um surto de
infecgBes por MRSA adquirido na comunidade, em Detroit, principalmente entre usuérios de
drogas intravenosas. Desde aquele tempo, casos isolados ou esporadicos de infeccdo por
MRSA vem sendo relatados (BERMAN & EISNER, 1993). CA-MRSA é comumente
implicado em infeccdes da pele e tecidos moles, pneumonia e é uma das mais importantes
preocupacOes de saude publica atingindo proporc¢des endémicas (ZLOMEK, 2007).

Nunes (2000) afirma que os micro-organismos resistentes ndao sdo um problema
restrito ao ambiente hospitalar e que esses micro-organismos estdo disseminados também na
comunidade. A ocorréncia de CA-MRSA era raramente identificada até que em 1999 foram
relatados nos EUA, 6bitos de criancas, causados por um clone de MRSA. Outros casos de
colonizagdo e infecgdo comunitéria por MRSA foram relatados em individuos destituidos dos
tradicionais fatores de risco (BOYCE, 2001; CARVALHO & BEREZIN, 2004).

O aparecimento de cepas de SCN resistentes a meticilina tornou-se um problema
clinico grave nas ultimas décadas. Em estudos de Vigilancia em diferentes paises da Europa, a
taxa de resisténcia dos SCN a oxacilina estd em 70 a 80%, semelhante as informadas nos
Estados Unidos, Canada, América Latina (AGVALD- OHMAN et al., 2004; STEFANI &
VARALDO, 2003). Livermore (2000) e Boisson et al. (2002) salientam que 0s mecanismos
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responsaveis pela resisténcia desses micro-organismos sdo idénticos aos que ocorrem nos S.
aureus , tendo sido detectado o gene mecA, que determina a resisténcia para beta-lactamicos
em varios isolados de Staphylococcus coagulase negativa.

Ndo se sabe ao certo a origem evolutiva desse elemento genético, que tem
condicionado grande poder de resisténcia em relacdo aos beta-lactamicos, porém estudos
relatam a transferéncia de genes de resisténcia entre espécies ao longo de tempo. A presenca
do gene mecA em S. intermedius proveniente de amostras animais e em S. aureus
provenientes de amostras humanas sugere a possibilidade de ocorréncia de transferéncia
horizontal entre espécies bacterianas distintas (COELHO et al., 2007).

Segundo Rajala-Schultz et al. (2004), bactérias resistentes em animais produtores de
alimentos, podem contaminar os produtos alimenticios e serem transferidas para humanos
através da cadeia alimentar (LUZ, 2008). Em animais o isolamento de MRSA foi
primeiramente reportado por Devriese et al. (1972) a partir de leite de vacas com mamite.

A infeccdo do homem pelo consumo de produtos como o leite contaminado com
linhagens MRSA de origem animal é possivel e, uma vez ocorrida a transferéncia
interespécie, estes micro-organismos podem ser disseminados no meio animal (LEE, 2003).

2.6 Mecanismos de Resisténcia dos Staphylococcus aos Antibidticos Beta-lactamicos

Os antibidticos beta-lactamicos produzem um efeito bactericida pela inibicdo das
enzimas responsaveis por catalisar um estagio vital da biossintese do peptideoglicano,
principal componente da parede celular das bactérias Gram positivas. (ITO et al., 1999). Esta
inibicdo € o resultado de uma ligacdo covalente formando um complexo estavel do antibidtico
com uma ou mais destas enzimas chamadas proteinas ligantes de penicilina (Penicillin-
Binding Proteins - PBPs) (LYON, 1987). Quando o peptideoglicano ndo pode ser formado,
ocorre um distdrbio do mecanismo de controle das hidrolases (autolisinas), a bactéria entra
em ciclo litico e este processo pode levar a morte celular (GIESBRECHT et al., 1998).

Os dois principais fatores envolvidos no desenvolvimento da resisténcia aos
antibioticos em bactérias sdo a pressao seletiva e a presenca de genes de resisténcia (WITTE,
2000). Os genes que codificam resisténcia aos antimicrobianos podem estar localizados no
cromossomo ou em plasmideos. O DNA cromossdmico é relativamente mais estavel,
enquanto que o DNA plasmidial é facilmente transportado de uma linhagem para outra por
conjugacdo bacteriana, permitindo uma transferéncia de genes em conjunto incluindo os de
resisténcia a antimicrobianos (KONEMAN et al., 2008).

Em S. aureus a resisténcia aos antimicrobianos pode ser codificada
cromossomicamente ou mediada por plasmideos. Particularmente para a meticilina, trés
mecanismos distintos de resisténcia sdo conhecidos: a) hiperproducéo de beta-lactamases; b)
presenca de uma proteina ligante de penicilina alterada, denominada PBP2a; c) modificacbes
na capacidade de ligacdo das PBPs (TOMASZ et al., 1989). De Lencastre et al. (1991)
sugerem que os trés mecanismos podem estar presentes numa mesma amostra, inclusive
interagindo entre si, tendo em vista que cepas meticilina sensiveis sdo carentes de PBP2a.

O primeiro mecanismo se deve as beta-lactamases produzidas pelos Staphylococcus
spp., que sdo enzimas extracelulares codificadas por plasmideos e, com base em testes
soroldgicos e cinéticos, podem ser divididas em quatro tipos (A a D). Diferentemente das
beta-lactamases produzidas pelas bactérias Gram negativas, que sdo genericamente expressas
de maneira constitutiva, as beta-lactamases dos estafilococos, com exce¢do do tipo D, sé&o
expressas em altos niveis somente na presenca dos indutores, como a penicilina ou seus
anélogos (GARCIA-CASTELLANOS et al., 2004; LYON & SKURRAY, 1987).
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Algumas cepas de estafilococos produzem grandes quantidades de beta-lactamase
(hiperprodutoras) que rapidamente hidrolisam a penicilina, este excesso de enzima pode ainda
hidrolisar parcialmente as penicilinas resistentes as penicilinases (McDOUGAL &
THORNSBERRY, 1986). Cepas de S. aureus com menor susceptibilidade a oxacilina, em
decorréncia da alta producdo de beta-lactamases, sdo designadas BORSA (Borderline
Oxacillin-Resistant S. aureus) (NADARAJAH et al., 2006).

A sintese de beta-lactamases em Staphylococcus spp. é codificada pelo gene blaZ que
pode ser plasmidial ou cromossomal, podendo a resisténcia ser constitutiva ou regulada pela
presenca do antibidtico, através de dois genes adjacentes, blal e blaRl (HACKBARTH &
CHAMBERS, 1993; LOWY, 2003). O primeiro é um repressor da transcri¢do de blaz, e o
segundo, um anti-repressor. Quando ndo existe penicilina no meio, Blal se liga ao promotor
de blaz, inibindo a transcri¢do do gene. Quando a penicilina esta presente, a proteina se liga a
enzima BlaRlI, presente na membrana celular, que por sua vez cliva a enzima Blal, ativando o
promotor de blaZ e consequentemente iniciando a producdo de beta-lactamase (CLARKE &
DYKE, 2001; GREGORY et.,1997; LEWIS et al.,1999).

O segundo mecanismo é mediado pela producdo da PBP2a, uma enzima
carboxipeptidase extra, cuja funcao € ligar residuos de D-alanina do aminoacido terminal da
cadeia lateral do acido N-acetil murdmico do peptideoglicano. Esta nova proteina tem baixa
afinidade pelos antibioticos beta-lactamicos e é codificada pelo gene mecA (GIESBRECHT et
al., 1998), porém a resisténcia a penicilina ndo depende s6 da expressao desta nova enzima, 0
mecanismo é mais complexo e depende também da expressdo de altas concentracfes de PBP2
sensivel. Quando a meticilina inativa a PBP2, a PBP2a sozinha ndo pode sintetizar
peptideoglicano  funcional. Parece que 0 segundo dominio enzimatico, sitio da
transglicolizacdo da PBP2, nativa e bifuncional, é necessario para cooperar com a atividade de
transpeptidase da PBP2a. O dominio da transglicolizacdo da PBP2 permanece funcional e
ativo enquanto o dominio funcional da transpeptidase é inativado pela meticilina (ITO et al.,
2001; PINHO et al., 2001; SCHEFFERS & PINHO, 2005).

A PBP2a tem baixa afinidade de ligacdo para antibioticos beta-lactamicos. Trata-se de
uma transpeptidase que pode assumir a sintese da parede celular bacteriana durante o
tratamento com o antibiotico, quando normalmente PBPs sdo inativadas pela ligacdo com os
anéis de compostos beta-lactdmicos (BRAKSTAD & MAELAND, 1997). Esta proteina é
codificada pelo gene mecA que juntamente com dois genes regulatérios, o mecl e 0 mecRl,
constituem o Staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec), imprescindivel na
determinac&o da resisténcia a meticilina nos S. aureus (BERGER-BACHI & ROHRER, 2002;
RICARDO, 2004).

Outros mecanismos de resisténcia dos estafilococos aos beta-lactamicos ja foram
descritos, porém com menor importancia clinica. Sdo alguns fatores cromossémicos, cuja
atividade afeta o nivel da resisténcia, muitos destes genes estdo envolvidos na biossintese da
parede celular (GIESBRECHT et al.,1998; GUSTAFSON et al., 1992) como por exemplo, a
hiperproducdo PBP4, uma enzima de baixo peso molecular que esta envolvida em uma
ligacdo cruzada secundaria da cadeia de peptideoglicano. A PBP4 possui atividades de
transpeptidase e D-amino carboxipeptidase. A hiperproducéo de PBP4 e ou PBP2, bem como
mudancas na afinidade pelos antibidticos beta-lactamicos, aumenta a resisténcia intrinseca em
cepas susceptiveis (BERGER-BACHI, 2001; HENZE & BERGER-BACHI, 1996;
SCHRADER-FISCHER, 2001).

A resisténcia fenotipica a oxacilina é extremamente variavel e depende da expressao
do gene mecA. Essa variabilidade é reconhecida como heterorresisténcia fenotipica, e se
caracteriza pelo fato de que toda populagdo bacteriana heterogeneamente resistente, assim
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como todas as celulas, carregam o gene mecA, marcador genotipico da resisténcia, porém
nem todas expressam fenotipicamente sua resisténcia da mesma forma (MARANAN et al.,
1997).

Alguns genes independentes do lécus mec contribuem para expressdo da resisténcia
aos beta-lactamicos. Estes genes designados fem (fatores essenciais para expressdo da
resisténcia) estdo presentes no cromossomo de MRSA (Staphylococcus aureus meticilina
resistente) e MRS (Staphylococcus spp meticilina resistente) (HENZE et al.,1993).

Dois destes genes, femA e femB, ndo tem envolvimento na sintese da PBP2a, mas
estdo envolvidos na formacdo da ligacdo cruzada dos precursores da cadeia do
peptideoglicano-pentaglicina. A disfuncéo do femA e femB diminui o contetdo de glicina nos
precursores do peptideoglicano e confere susceptibilidade a meticilina. A presenca do femA é
também necesséria para o aumento da atividade autolitica observada nas cepas contendo
mecA (BERGER-BACHI & ROHRER, 2002; HENZE et al., 1993).

2.7 Mecanismo de Regulacdo do Gene mecA

As cepas MRSA, em sua evolugéo e protecdo contra a pressdo seletiva, adquiriram e
integraram ao seu genoma um elemento genético movel de 21 a 67 kb, denominado
staphylococcal cassette chromosome (SCCmec), que contém o gene da resisténcia a meticilina
(mecA) e outros determinantes de resisténcia a antibioticos (ITO et al.,, 2001; MA et al.,
2002).

Os SCCmec tem importancia fundamental na transmissdo da resisténcia e na
epidemiologia da bactéria. Inicialmente este cassete cromossomico era denominado como
uma ilha de resisténcia, porém néo se pode limitar a funcdo deste elemento cromossémico a
transferéncia da resisténcia aos beta-lactamicos. Parece que o SCCmec serve como veiculo
para troca Uteis a uma melhor sobrevivéncia dos estafilococos em véarios ambientes, além de
conter também genes de resisténcia a outros antibidticos e outros genes e pseudogenes gque
codificam enzimas com diversas fungdes (HIRAMATSU et al., 2004; 1TO et al., 2001).

Uma analise comparativa de trés genomas de S. aureus revelou que, dentro de um
plano genético relativamente constante, a plasticidade nas espécies é conferida por
transferéncia horizontal de elementos genéticos grandes e de origem desconhecida, que se
inserem no genoma (ITO et al., 2003).

Com a evolucdo das técnicas de clonagem e sequenciamento toda a regido do
cromossomo em torno do gene mecA, em poucos anos, foi analisada, descrita e classificada.
Foram encontradas duas regides essenciais e comuns a todos os estafilococos resistentes a
meticilina. Essas regides foram denominadas como complexo do gene mec e complexo do
gene ccr. As sequéncias entre os complexos ou depois deles foram classificadas como regides
junkyard (sobras) ou regido J que contém Varios genes ou pseudogenes que nao parecem ser
Uteis para a célula bacteriana, embora importantes exce¢fes incluam os genes de resisténcia
mediados por transposons ou plasmideos para resisténcia aos antibioticos ndo beta-lactamicos
e metais pesados (ITO et al., 2003; KATAYAMA et al., 2000; KATAYAMA et al., 2001).

A expressdo do gene mecA pode ter basicamente dois fenotipos de resisténcia,
associados a diferencas na regulacdo, resultando em fenotipo induzivel ou constitutivo
(HACKBARTH & CHAMBERS, 1989).

O fendtipo induzivel esté associado a presenca do plasmideo contendo o operon bla da
beta-lactamase regulado pelo gene codificado pela penicilinase plasmidial. O fenotipo
constitutivo ocorre quando ha eliminacdo ou perda do plasmideo ou da beta-lactamase
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plasmidial convertendo a cepa de um fendtipo induzivel para constitutivo (HACKBARTH &
CHAMBERS, 1989).

Os estafilococos com feno6tipo induzivel contém um locus regulatério com os genes
mecl e mecRI, que sdo homdlogos aos gene reguladores blal e blaRl, respectivamente e que
regulam a producéo de beta-lactamase. Estudos tem demonstrado a capacidade do complexo
blaRI-blal em regular a expressédo do gene mecA. Os genes reguladores bla ou mec podem
ambos controlar a producdo da PBP2a e da beta-lactamase devido ao alto grau de homologia
dos dois sistemas (CHAMBERS, 1997; LIM et al., 2002; WELLER, 1999). Isolados que
possuem uma disfuncdo na regido regulatéria, dos genes mecl e mecRl podem expressar
mecA constitutivamente. Mas também pode usar os genes reguladores da beta-lactamase para
melhor expressar mecA, principalmente porque blaRl é um forte indutor do mecA e blal é
um fraco repressor. Entretanto a regulagdo em isolados clinicos é feita principalmente pelos
genes bla porque ocorrem delegdes ou mutacGes no gene mecl que exerce atividade
repressora. Estas cepas sdo clinicamente importantes porque elas s@o desreprimidas
lentamente tornando a deteccdo da resisténcia dificil (BANNERMAN, 2003; KATAYAMA et
al., 2001; ZHANG et al., 2001 ).

A proteina Mecl, quando presente, reprime a transcricdo do gene mecA e do par de
genes mecR1-mecl na auséncia de antibidticos beta-lactamicos, através da ligacdo a regido
operadora destes genes no DNA bacteriano. Isso significa que quando ndo houver antibioticos
desta classe no meio ambiente a que a bactéria esta exposta, ndo ocorrera transcri¢cdo do gene
mecA até a proteina PBP2a nem transcricdo dos genes reguladoras do mecA. Isso acontece
por uma questdo de economia energética para a célula bacteriana. Porém, na presenca de um
antibidtico beta-lactamico, o MecR1 - proteina transmembrana sinalizadora sensivel a beta-
lactdmicos - é auto-clivado cataliticamente e o dominio metaloprotease, que esta localizado na
parte citoplasmatica dessa proteina, se torna ativo. Esta metaloprotease cliva a proteina Mecl,
que por sua vez, estava ligada a regido operadora do mecA, permitindo assim a transcri¢do do
gene a subsequente producdo da conhecida proteina alterada PBP2a (DEURENBERG &
STOBBERINGH, 2008).

2.8 Métodos de Deteccao da Resisténcia a Meticilina

Espécies de Staphylococcus spp. resistentes a antimicrobianos representam um
problema cosmopolita, sendo o controle de sua disseminacdo um importante desafio.

A associacdo de métodos fenotipicos e genotipicos para a identificacdo do perfil de
resisténcia antimicrobiana em isolados de amostras clinicas de humanos e animais fornece
ferramentas para um diagndstico mais acurado, capaz de determinar sua prevaléncia como
agentes etiolégicos de infeccbes e de proporcionar o desenvolvimento de estratégias de
controle da disseminacdo das cepas resistentes (COELHO et al., 2007; SKOV, 2003).

A deteccdo de resisténcia dos S. aureus & meticilina, entre outros antibidticos, pode ser
realizada por métodos tradicionais, como a difusdo em disco, ou pelo uso de equipamentos
automatizados que fornegcam o valor da concentragéo inibitéria minima (CIM) (DONATELE
etal., 2002).

Na rotina microbiologica, o diagndstico para MRSA é baseado nas caracteristicas
fenotipicas. Entretanto, a expressdo fenotipica de resisténcia a meticilina é frequentemente
heterogénea e os métodos fenotipicos podem falhar na deteccdo desta resisténcia, uma vez
que, a expressdo fenotipica pode ser influenciada pelas condi¢cBes de cultivo, como
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temperatura, pH e concentracdo de NaCl do meio. Como consequéncia, amostras com baixos
niveis de resisténcia podem ndo ser detectadas, uma vez que duas subpopula¢bes podem co-
existir na mesma cultura e nem todas as células, apesar de possuirem a informacédo genética,
expressam in vitro o fendtipo de resisténcia (BRAOIOS, 2005).

A maioria dos isolados clinicos exibe melhor este padrdo de heterorresisténcia sob
condicBes de cultura hipertdnica (suplementada com NaCl) e incubada a 35°C por 24h
(CHAMBERS, 1997; BROWN, 2001). O NCCLS tem recomendado desde de 2000 a
utilizacdo do Agar Mueller-Hinton suplementado com 4% de NaCl e 6 pg/mL de oxacilina, o
Screen Agar, para confirmacdo de resisténcia a meticilina (BRAOIOS, 2005; LEE et al.,
2004; METAN et al., 2005).

A oxacilina tem sido usada para avaliacdo da resisténcia em funcdo de sua maior
estabilidade e melhor resposta na identificagdo de cepas multirresistentes, embora o termo
meticilina resistente seja mantido por razdes histéricas (CARVALHO & BERENZI, 2004).

Quando o teste de difusdo em disco é utilizado para detectar resisténcia a oxacilina
deve ser realizado com discos de 1ug/ml. Embora esta resisténcia intrinseca, definida seja
como CIM > 4 ug/ml de oxacilina pelo método de diluicdo em Agar, 0 método com disco de
oxacilina de 1ug/ml é considerado confiavel para deteccdo de resisténcia (CARVALHO &
BEREZIN, 2004).

Estudos mais recentes demonstram a eficacia do teste de disco-difusdo para cefoxitina
como marcador substituto da deteccdo da resisténcia a meticilina pelo gene mecA (ANAND et
al., 2009; SWENSON et al., 2007). Para os S. aureus, os testes com disco de cefoxitina
seriam, no minimo, comparaveis em acurécia aos testes com disco de oxacilina, porém em
geral o primeiro teria leitura mais facil, devido ao maior halo e a possibilidade de ser lido
usando luz refletida, e ndo transmitida, como no caso do disco de oxacilina. Nesse caso, cabe
lembrar que o teste com disco de cefoxitina tem a finalidade de detectar resisténcia a oxacilina
e ndo a propria cefoxitina. A cefoxitina é um indutor mais eficiente do mecRI que a oxacilina
ou meticilina (BERGER-BACHI & ROHRER, 2002; NCCLS, 2004). Sua acuracia é
considerada plenamente satisfatoria quando utilizados os pontos de corte, atualmente
preconizados pelo CLSI (2011) cujos halos de inibigdo sdo considerados resistentes quando <
21 mm e sensiveis quando > 22 mm.

Outros métodos sao utilizados para a deteccdo do gene mecA ou a proteina gerada por
sua expressdo, a proteina ligante de penicilina alterada (PBP2a), tais como métodos de
diluicdo em Agar e em caldo (macrodiluicdo e microdiluicdo) e de gradiente de difusdo em
Agar (E-test), teste de aglutinagdo com particulas de latex, como também, equipamentos
automatizados (FELTEN et al., 2002; VELASCO et al., 2005).

O E-test é uma técnica para deteccdo da suscetibilidade antimicrobiana bastante
prética, rapida e que ndo requer equipamentos. Este recurso consiste em uma fita estreita de
material plastico contendo concentracdes crescentes de antibidtico, que € colocada em placas
de Petri contendo Agar Mueller-Hinton de maneira semelhante ao teste de difusdo em disco.
A fita de E-test é utilizada na mesma temperatura aplicada aos testes de difusdo em discos e
sua principal vantagem é fornecer o valor da CIM diretamente (NCCLS, 2003).

O método de dilui¢do consiste em dilui¢Ges seriadas de antibiéticos em caldo ou Agar
e fornece a CIM de um dado antimicrobiano que sob condi¢fes experimentais definidas, inibe
0 crescimento de uma bactéria (NCCLS, 2000). Com a intencdo de aumentar a sensibilidade
do teste de deteccdo dos isolados de Staphylococcus spp. coagulase negativa resistentes a
meticilina, o CLSI recomendou a redugdo do breakpoint de oxacilina para a Concentracao
Inibitoria Minima (CIM) de >4pg/ml para >0,5ug/ml (CLSI, 2011).
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O teste de aglutinacdo em latex para deteccdo da proteina PBP2a, produto da
expressdao do gene mecA, foi recomendado pelo NCCLS (2002) para caracterizagdo de
isolados de SCN resistentes a meticilina outros que ndo S. epidermidis envolvidos em
infeccbes em sitios estéreis. Essa foi a alternativa apresentada para os laboratdrios que nao
possuiam a técnica de PCR para detec¢céo do gene mecA.

Métodos de PCR baseiam-se na amplificacdo e deteccdo de uma sequéncia de &cidos
nucléicos, especifica para o patdgeno de interesse ou mesmo para um género bacteriano
especifico (GLINN et al., 2006).

A deteccdo genotipica do gene mecA utilizando o método da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) é considerada padrdo ouro confirmando a resisténcia dos isolados a
oxacilina incluindo aqueles com resisténcia heterogénea e por isso € utilizada em varios
estudos que analisam a sensibilidade e especificidade de diversos métodos fenotipicos
(ALCARAZ et al., 2003; BROWN, 2001; CAIERAO et al., 2004; CORSO et al., 2004;
FERREIRA et al., 2003; LOUIE et al., 2001; ZBINDEN et al., 2001).

3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Amostragem de Estudo

Foram analisadas no presente estudo um total de 79 cepas previamente caracterizadas
como pertencentes ao género Staphylococcus, gentilmente fornecidas pela Clinica de Bovinos
de Garanhuns, da Universidade Federal de Pernambuco.

As cepas em sua maioria foram isoladas do leite de ovelhas saudaveis (36 cepas) e
acometidas de mastite subclinica (33) e um menor nimero de mastite clinica (10), do Agreste
Meridional de Pernambuco.

3.2 Procedimentos Laboratoriais
3.2.1 Confirmacao das caracteristicas culturais e morfo-tintoriais

As culturas, mantidas em Agar Nutriente Fosfatado (COSTA & HOFER, 1972), foram
inoculadas em Caldo Infuso Cérebro Coracdo (BHI - Oxoid) e ap6s incubacdo 18-24h a 37°C,
semeadas em Agar Tripticaseina de Soja (TSA - Oxoid) acrescido de sangue de carneiro a
5%, com incubacdo a 37°C por 18 a 24 horas, para andlise da pureza, morfologia colonial
(colbnias convexas, de coloracdo variando do branco porcelana a amarelo) e padrdo de
hemolise.

Simultaneamente, procedeu-se a semeadura em Agar Manitol Salgado contendo 7,5%
de Cloreto de Sodio (Oxoid), seguindo as mesmas condicdes de incubacdo, para visualizagdo
da capacidade de fermentacdo ou ndo, do manitol. Coldnias fermentadoras do manitol se
caracterizam pela producéo de &cido e mudando assim a coloracdo do meio de vermelho para
amarelo.

Colbnias sugestivas foram submetidas a coloracdo pelo método de Gram, para
confirmacéo das caracteristicas morfo-tintoriais.

As col6nias classificadas como cocos Gram-positivos foram submetidas as provas da
catalase, coagulase e resisténcia a bacitracina.

3.2.2 Identificacao preliminar do género Staphylococcus
3.2.2.1 Prova da catalase

Sobre uma lamina de microscopia, misturou-se uma colonia com uma ou duas gotas de
peréxido de hidrogénio a 3%. A producdo de catalase € evidenciada pela acdo sobre o
peroxido de hidrogénio decompondo-o, podendo ser observada através de uma efervescéncia
rapida e marcante (KONEMAN et al., 2008). Para as familias Micrococcaceae (Micrococcus)

e Staphylococcaceae (Staphylococcus) a prova é geralmente positiva, enquanto que para a
familia Streptococcaceae (Streptococcus) € negativa.

3.2.2.2 Prova da coagulase
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As cepas confirmadas como pertencentes ao género Staphylococcus foram
diferenciadas em Staphylococcus coagulase positiva ou negativa por meio do teste da
coagulase livre (em tubo).

A coagulase é uma substancia similar & trombina e esti presente em filtrados de
cultivos. E secretada extracelularmente e reage com uma substancia presente no plasma
denominado Fator de Reacdo com a Coagulase — CRF, para formar um complexo que, por sua
vez, reage com fibrinogénio, formando fibrina (codgulos).

Para realizagdo da prova, foram transferidos 0,1ml de cada cultura obtida em caldo
BHI para tubo de 10x100mm, contendo 0,5ml de plasma de coelho. Apds homogeneizacdo
lenta, a mistura foi incubada a 37° C. A leitura foi efetuada a cada hora por 4 horas e ap6s 24
horas de cultivo, tendo por base a formacdo e intensidade do codgulo (KONEMAN et al.,
2008).

Como controle positivo foi utilizado a cepa padrdo de Staphylococcus aureus (ATCC®
25923).

3.2.2.3 Resisténcia a bacitracina

As cepas coagulase negativas foram submetidas a prova da resisténcia a bacitracina
para diferenciacdo entre Micrococcus spp. (sensiveis) e Staphylococcus coagulase negativa
(resistentes).

Este procedimento emprega o mesmo disco de bacitracina para a identificacdo
presuntiva de Streptococcus beta-hemolitico do grupo A.

Uma suspensdo bacteriana em Caldo BHI (Oxoid) apresentando uma turvagéo
correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland (1 a 2 x 10%), com leitura confirmada em
espectrofotémetro (UNICO-1100) foi distribuida uniformemente, com o auxilio de um swab
estéril umedecido, por toda a superficie das placas contendo Agar Mueller-Hinton. Apoés a
secagem, os discos de bacitracina (0,04U — Oxoid) foram depositados sobre a superficie do
meio de cultura, ja contendo o inéculo. Apés incubacdo 18 a 24 h a 35°C, os diametros
formados na zona de inibicdo ao redor dos discos, foram observados e medidos, em
milimetros.

Os estafilococos sdo resistentes e crescem até a borda do disco enquanto 0s
micrococos e espécies relacionadas sdo sensiveis, produzindo zonas de 10 mm ou mais.

3.2.3 Caracterizacdo bioquimica

Para a caracterizacdo de espécies foram empregadas diferentes provas bioquimicas
com base nos resultados da prova da coagulase (KONEMAN et al., 2008).

Nesta etapa, as cepas coagulase positivas foram identificadas através das provas de
Voges-Proskauer (VP), fermentacdo da maltose, reducdo do nitrato e teste da DNAse
(ANEXO A) .

Para a caracterizacdo de espécies nas cepas SCN foram empregados os testes de
fermentacdo de acucares (xilose, celobiose, maltose, sacarose, trealose, frutose, lactose e
manose), ornitina descarboxilase, reducéo de nitrato e producdo de urease (ANEXO B).

3.2.4 Atividade hemolitica
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3.2.4.1 Producéo de hemolisinas

Todas as cepas foram testadas para a producdo de hemolise. Placas de Agar Sangue
acrescido de 5% de sangue de carneiro desfibrinado foram estriadas com os isolados
utilizando a cepa padrdo de Staphylococcus aureus (ATCC® 25923) como controle. Apds
incubacéo a 37°C por 24h, a presenca de um halo de hemdlise total e /ou parcial ao redor do
estriamento considerou-se a producdo de alfa-hemolisina, beta-hemolisina, ou ambas,
respectivamente. Os isolados foram submetidos a refrigeracdo entre 4 — 8°C por 24h, para
melhor observacdo das caracteristicas hemoliticas.

3.2.4.2 Sinergismo hemolitico (SHA)

O SHA foi avaliado através semeadura de S. aureus produtor de beta-hemolisina em
Agar sangue e as amostras teste foram semeadas perpendiculares a este. Foi considerada SHA
positivo a presenca de uma zona de hemolise total dentro da zona parcial de beta-hemolisina
(DEMO, 1996). Como controle do teste foi utilizada a cepa padréo de Staphylococcus aureus
(ATCC® 25923).

3.3 Caracterizacao Fenotipica da Suscetibilidade aos Antimicrobianos
3.3.1 Teste de disco difuséo

A totalidade das cepas analisadas (79 cepas) foi submetida ao teste de suscetibilidade
aos antimicrobianos por disco difusdo, seguindo as recomendagdes preconizadas pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute - CLSI (atualizado anualmente) utilizando 11 farmacos da
marca OXOID, representativos das classes de beta-lactdmicos, macrolideos, tetraciclinas,
quinolonas, aminoglicosideos, antifolatos e lincosamidas cuja distribuicdo encontra-se
apresentada no Quadro 1.

O critério de escolha tomou por base, 0s antimicrobianos eletivos no tratamento de
infeccdes por Staphylococcus no homem e animais.

De cada amostra, trés a cinco colbnias crescidas em Agar Nutriente, foram repicadas
para Caldo Mueller-Hinton (5 ml/tubo), com incubacdo a 37° C até atingir turbidez
compardvel ao tubo 0,5 da Escala de McFarland com leitura confirmada em
espectrofotobmetro  (UNICO-1100). Em sequéncia, o0s indculos foram semeados
uniformemente, com auxilio de swab estéril na superficie do meio de Agar Mueller-Hinton
(Oxoid). Apos a secagem os discos de antimicrobianos foram depositados no meio, com
auxilio de dispenser (Disc dispenser Mk111 90 mm for 6 cartridges-Oxoid).

Apbs incubacdo a 35°C por 18-24 horas, efetuou-se a leitura anotando os didmetros
dos halos de inibicdo do crescimento com paquimetro (ABSOLUTE DIGIMATIC Calipers -
Mitutoyo) e interpretados de acordo com os critérios estabelecidos pelo CLSI (2011),
conforme Tabela 1.

Para o controle na qualidade de execucgéo e confiabilidade dos resultados obtidos,
cepas padrdo (Escherichia coli ATCC® 25922, E.coli ATCC® 35218, Pseudomonas
aeruginosa ATCC®27853, Enterococcus faecalis ATCC® 29212 e Staphylococcus aureus
ATCC® 25923) foram testadas sob as mesmas condicdes de cultivo e incubago, de acordo
como CLSI
Tabela 1 - Drogas utilizadas para avaliacao da suscetibilidade antimicrobiana e padrdes
de interpretacao (CLSI, 2011).
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Diametro da zona de inibicio (mm)

(Classes Antimicrobianos Siglas  Concentracio do Disco | i ;
: : Sensivel  Intermediario Resistente

Penicilina G PEN 1011 >29 - <128

Ssichenlions AmoxicilinatAc. clavulanico  AMC 20 ng/10 g 220 - <19
Ampicilina AMP 10 g >29 - <28

Ceftriaxona (RO 30pg >11 14-20 <13

Ampicilina+ sulbactam SAM 10/10 pg >15 12-14 <1l

Tetraciclinag Tetraciclima TCY 30pg >19 15-18 <14
Quimolonas Ciprofloxacma (P S g 22 16-20 <1$
Lincosamidas Clindamicina CLI 2ug > 15-20 <14
Macrolideos Entromicina ERI 15 g >23 14-22 <13
Autifolatos Sulfametoxazol-Trimetoprim ~ SXT 2,75 ng/1,25 ng >16 11-15 <10
Ammoglicosideos Gentamicina GEN 10 g >15 13-14 <12

3.3.2 Caracterizacdo fenotipica da producéo de beta-lactamase

A verificacdo da producéo da beta-lactamase foi realizada na totalidade das cepas (79),
através do método da cefalosporina cromogénica em disco (Nitrocefin®), que apresenta uma
mudanca da cor amarela para a vermelha quando o anel beta-lactamico é hidrolisado. As
culturas testadas tinham 24 horas de incubacédo e foram removidas usando-se alca descartavel
ao redor do disco de oxacilina, tendo sido aplicadas sobre a superficie do disco de Nitrocefin e
observadas por um periodo de duas horas. O desenvolvimento da cor vermelha foi
considerado como reacéo positiva, indicando producéo de beta-lactamase (CLSI, 2011).

Cepas padrdes de S. aureus ATCC® 29213 e S. aureus ATCC® 25923 foram utilizadas
como controles positivo e negativo, respectivamente.

3.3.3 Caracterizacao fenotipica da resisténcia a oxacilina
3.3.3.1 Oxacillina screen Agar

Neste teste foram utilizadas placas de Agar Muller-Hinton (MHA), contendo 4% de
NaCl e 6 pg/ml de oxacilina, divididas em quadrantes. As placas foram estriadas com 10ul de
uma suspensdo correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland em cada quadrante e
incubadas a 35°C por 24 h. A leitura foi efetuada em luz transmitida para todo o crescimento.
Qualquer crescimento ap6s 24 h foi considerado resistente a oxacilina (CLSI, 2011).

Como controle do teste foram utilizadas cepas padrdo S. aureus ATCC® 29213,
sensivel e S. aureus ATCC® 43300, resistente.

3.3.3.2 Teste de difusdo em disco para suscetibilidade a oxacilina
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Todos os isolados foram submetidos ao teste de disco difusdo com oxacilina 1jug. Uma
suspensdo correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland foi espalhada com auxilio de
swab sobre a superficie do Agar Muller-Hinton e posteriormente depositado o disco de
oxacilina. As placas foram incubadas a 35°C por 24h e os diametros da zona de inibic&o
foram medidos. A suscetibilidade a oxacilina foi interpretada de acordo com os diametros da
zona de inibicdo: Resistente (R) quando < 10 mm, Intermediario (I) quando 11-12 mm e
Sensivel (S) quando > 13 mm para oxacilina (CLSI, 2011).

Como controle do teste foram utilizadas cepas padrdo S. aureus ATCC® 29213 —
sensivel e S. aureus ATCC® 43300, resistente.

3.3.3.3 Teste de difusdo em disco para suscetibilidade a cefoxitina

Todos os isolados foram submetidos ao teste de disco difusdo com cefoxitina 30ug.
Uma suspensao correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland foi espalhada com auxilio
de Drigalsky sobre a superficie do Agar Muller-Hinton e posteriormente depositado o disco
de cefoxitina. As placas foram incubadas a 35°C por 16-18 h e os didmetros da zona de
inibicdo medidos. A suscetibilidade a oxacilina foi interpretada de acordo com os diametros
da zona de inibicdo (CLSI, 2011). Para Staphylococcus coagulase positivo: Resistente (R)
guando < 21 mm e Sensivel (S) quando > 22 mm para oxacilina. Para Staphylococcus
coagulase negativo: Resistente (R) quando < 24 mm ¢ Sensivel (S) quando > 25 mm.

Para o controle do teste, cepas padréo de S. aureus ATCC® 25923 sensivel e S. aureus
ATCC® 43300, resistente.

3.3.3.4 Microdiluicdo em caldo

Neste teste foram utilizadas microplacas contendo 50 pl de caldo Muller-Hinton com
2% de NaCl com concentrac6es entre 0,25 e 32 pg/ml de oxacilina. Uma suspenséo de 50pl
correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland foi distribuida em cada poco. As
microplacas foram incubadas a 35°C por 24 h. O resultado foi obtido através do grau de
turvacdo observado nos pocos. Qualquer indicio de turvacdo foi considerado crescimento
bacteriano, portanto resistente a concentracdo de antibidtico presente no caldo MH. O
crescimento em concentracdo > 4 pg/ml de oxacilina foi considerado resistente para
Staphylococcus aureus e para Staphylococcus coagulase-negativo, resistente na concentragéo
> 0,5 pg/ml (CLSI, 2011).

Para o controle de qualidade, cepas padrdes de S. aureus meticilina sensivel (MSSA)
ATCC® 29213 e S. aureus meticilina resistente (MRSA) ATCC® 43300 foram utilizadas
como controles negativo e positivo, respectivamente.

3.3.3.5 Microdiluicdo em Agar

Neste teste foram utilizadas placas de Agar Muller-Hinton (MHA), contendo 2% de
NaCl e concentracdes de oxacilina variando entre 0,25 e 64 pg/ml, divididas em quadrantes.
As placas foram estriadas com 10ul de uma suspenséo correspondente ao tubo 0,5 da escala
de McFarland em cada quadrante e incubadas a 35°C por 18 h. A leitura foi efetuada em luz
transmitida para todo o crescimento. Qualquer crescimento ap0s 18h em concentracdo >
4ug/ml de oxacilina foi considerado resistente (CLSI, 2011).

Cepas padrdes de S. aureus ATCC® 29213 e S. aureus ATCC® 43300 foram utilizadas
como controles negativo e positivo, respectivamente.
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3.4 Caracterizacdo Genotipica da Resisténcia Antimicrobiana através da Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a caracterizagdo genotipica da resisténcia a meticilina e da produgdo de beta-
lactamases foi realizada a técnica Reacdo em Cadeia da Polimerase para amplificacdo do gene
mecA na totalidade das cepas de Staphylococcus spp. e do gene blaZ, em todas as cepas
positivas no teste da cefalosporina cromogénica em disco, respectivamente (ANAND et al.,
2009; COELHO, 2007; JONES et al., 2006).

3.4.1 Extragdo do DNA Cromossomico

A obtencdo do DNA cromossémico das cepas para realizacdo das técnicas genotipicas
foi realizado por meio da técnica de extracdo adaptada de Senna et al. (2002).

Cada coldnia crescida em Agar BHI foi repicada em 10 ml de caldo BHI. Apds 12
horas a 37°C uma aliquota de 1 ml foi transferida para microtubos que foram centrifugados a
12000 rpm por 8 min para precipitacdo das células bacterianas. O sobrenadante foi descartado
e o pellet ressuspendido em 500pul de solucdo TE 1x. Apds trés lavagens foram adicionadas
4U de lisostafina a 100pl de TE contendo o precipitado para a digestdo da parede celular e a
solucdo incubada em banho-maria a 37°C por 30 min. A membrana celular foi rompida por
meio de choque térmico sendo a solugdo incubada em banho-maria a 100°C por 10 min. e
ap6s, colocada em freezer a -10 °C por mais 10 min. Apés centrifugacdo a 12000 rpm por 8
min a solucéo foi aliquotada em tubos de 20pl e armazenado a -20°C até ser utilizada.

3.4.2 Amplificacdo do gene mecA
Para a amplificacdo do gene, foi preparada uma suspensdo utilizando-se:
e 2,0 pl de primer especifico para amplificacdo do gene;

5 AAA CAA GCA ATAGAATCATCA GAT AAC 3°
3> TAATCAGTATTITCACCTTGTCCG S’

2,0 ul de tampédo 10x
1,2 ul de MgCl;
1,6 pl de nucleotideos
0,2 ul de Taq polimerase
8,0 ul de &gua
A 15l deste tampdo, foi adicionado um volume de 5ul de DNA extraido. O material
utilizado na amplificacao foi levado ao termociclador (Bio Rad, Modelo My Cycler), no qual
foram realizados 35 ciclos:

desnaturac4o inicial a 94°C por 5 min
desnaturacéo a 94°C por 30 segundos;
anelamento a 55°C por 30 segundos;
extensdo a 72°C por 1 minuto;
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e um ciclo de extens&o final a 72°C por cinco minutos.

Um volume de 5 pl do produto da reacéo foi aplicado em gel de agarose 1,5% para
separacdo do segmento mecA atraves da eletroforese, utilizando o marcador 100pb, para
quantificacdo dos pares de base (pb) do fragmento do gene. Como controle positivo foi
utilizada a cepa de Staphylococcus aureus ATCC® 43300 com 214 pares de base.

3.4.3 Amplificagéo do gene blaZ
e 2,0 ul de primer especifico para amplificacdo do gene

5’ TAC AAC TGT AAT ATC GGA GG 3°
3’ CAT TAC ACT CTT GGCGGT TT 5’

5’ TCT ATC TCA ATG ACA TAT AG 3’
3> GAG GCT TCA ATG ACATAT AG S’

2,0 ul de tampéo 10x
1,2 ul de MgCl,
1,6 ul de nucleotideos
0,2 ul de Taq polimerase
8,0 ul de &gua
A 15ul deste tampdo, foi adicionado um volume de 5ul de DNA extraido. O material
utilizado na amplificacdo foi levado ao termociclador (Bio Rad, Modelo My Cycler), no qual
foram realizados 35 ciclos:

desnaturacéo inicial a 94°C por 5 min;

desnaturacéo a 94°C por 30 segundos;

anelamento a 55°C por 30 segundos;

extensdo a 72°C por 1 minuto;

um ciclo de extenséo final a 72°C por cinco minutos.

Um volume de 5 pl do produto da reacéo foi aplicado em gel de agarose 1,5% para
separacdo dos segmentos através da eletroforese, utilizando o marcador 100pb, para
quantificacdo dos pares de base (pb) do fragmento do gene. Como controle positivo foi
utilizada a cepa de Staphylococcus aureus ATCC® 29213 com 639 e 737 pares de bases.

Apo6s a migracdo, os produtos foram corados por imersdao do gel em solucdo de
brometo de etidio (0,5%), visualizados em sistema de foto documentacéo (Image Quant 300)
e, em seguida, digitalizadas e salvas em banco de dados.

4  RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 ldentificacdo das Espécies

Foram avaliadas 79 amostras obtidas de leite ovino, das quais Staphylococcus foram
identificados apenas em nivel de género na Clinica de Bovinos de Garanhuns, Pernambuco, a
partir da confirmacdo das caracteristicas morfo-tintoriais, culturais, provas da producdo de
catalase e suscetibilidade a bacitracina. Com base na capacidade de produzir coagulase e em
testes bioguimicos complementares, 40 (50,6%) cepas foram identificadas como coagulase-
positiva (SPC), correspondendo a trés espécies, Staphylococcus aureus subsp aureus 39,19%
(29/79), S. intermedius 12,16% (9/79) e S. hyicus a 2,70% (2/79) e 39 cepas (49,4%)
totalizando 10 espécies, coagulase negativas (Tabela 2).

Entre as espécies coagulase negativas (SCN) identificadas, S. chromogenes
correspondeu a 20,27% (15/79), seguido de S. sciuri subsp. sciuri, 6,76% (5/79), S. pasteuri,
5,41% (4/79), S. xylosus, 5,41% (4/79), S. equorum, 4,05% (3/79), S. haemolyticus, 2,70%
(2/79) e S. simulans, S. saccharolyticus, S. schleiferi subsp. schleiferi, S. carnosus, 1,35%
(1/79, cada) e duas cepas (2,70%) ndo classificadas em nivel de espécie porém referidas como
SCN.

A maioria dos trabalhos ndo identifica as espécies coagulase-negativas por requerer
muitas provas bioquimicas, referindo-se apenas como SCN. Este grupo apresenta algumas
caracteristicas que necessitam diferenciagdo com o género Micrococcus 0 que torna
necessaria a utilizacdo de provas adicionais como a suscetibilidade a bacitracina, empregada
neste estudo, na qual os Staphylococcus sdo resistentes, permitindo separacdo destes dois
géneros bacterianos (BANNERMAN & PEACOCK, 2008).

Considerando que o numero de cepas analisadas nao reflete, sob o ponto de vista
epidemioldgico, a incidéncia/prevaléncia de espécies do género Staphylococcus nesta espécie
animal, pelo fato de que as mesmas sé@o oriundas de diferentes propriedades rurais do Agreste
Meridional de Pernambuco e selecionadas aleatoriamente para o presente estudo, procurou-se
fazer uma correlacdo com os dados apresentados por outros autores quanto as diferentes
espécies ocorrentes em ovinos, ressaltando sua importancia na cadeia alimentar como animal
produtor de alimentos.

Tabela 2 - Frequéncia e distribuicio das espécies de Staphyloccocus isoladas do leite de
ovelha.
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Espécies n %

S. aureus subsp. aureus 29 39,19
S. chromogenes 15 20,27
S. intermedius 9 12,16
S. sciuri subsp. sciuri 5 6,76
S. pasteuri 4 541
S. xylosus 4 541
S. equorum 3 4,05
S. hyicus 2 2,70
S. haemolyticus 2 2,70
S. simulans 1 1,35
S. saccharolyticus 1 1,35
S. schleiferi subsp. schleiferi 1 1,35
S. carnosus 1 1,35
SCN 2 2,70
Total 79 100

A maioria do leite ovino produzido no mundo é transformado em diversos tipos de
queijos. Na Grécia, um dos maiores produtores de leite ovino do mundo, o iogurte tem
alguma importancia no mercado. Por esta razdo, a qualidade do leite ovino esta relacionada
com a sua capacidade de ser transformado em derivados lacteos de alta qualidade com alto
rendimento de producdo (kg de leite/kg de produto), que por consequéncia, esta relacionado
com as propriedades de coagulacdo do leite, e estas sdo diretamente afetadas pela composicéo,
qualidade microbioldgica e pelo processamento dos produtos lacteos (queijos, iogurtes, doces,
sorvetes, etc.) fabricados (EMEDIATO, 2008).

A anélise microbioldgica do leite cru é de extrema importancia na qualidade final dos
produtos lacteos garantindo a seguranca do consumidor e as caracteristicas adequadas ao
produto. Sabe-se que a microbiota do leite é necessaria para a producdo de queijos
tradicionais, por isso a opc¢do por utilizar leite cru. Porém, a contaminacédo elevada da matéria
prima, por micro-organismos indesejados, afeta sua composigéo e influencia o crescimento
das bactérias desejadas no processo de maturacdo dos queijos, ja que havera competicdo pelos
nutrientes, alterando atributos de qualidade do produto (PEREIRA et al., 2008; RAYNAL-
LIJUTOVAC et al., 2007).

Os micro-organismos patogénicos contaminantes do leite cru podem ter origem fecal
ou por excrecdo direta através do Ubere (JAY, 2000; MUEHLHERR et al., 2003).
Considerando que o leite ndo pasteurizado de ovelha e de cabra é utilizado na producdo de
queijos e que criancas com intolerancia ao leite de vaca sdo consumidores destes produtos, a
possibilidade de contaminag&o torna-se ainda mais preocupante (MUEHLHERR et al., 2003).

A contaminagdo de produtos lacteos com Staphylococcus aureus pode ser de origem
animal ou humana (SPANU et al., 2012). Um estudo detectou 12% de cepas positivas para S.
aureus de 1634 amostras coletadas de 2003 a 2005 em alimentos lacteos e de origem animal
na Itdlia (NORMANO et al., 2007).
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Esta espécie bacteriana esta entre os maiores agentes causadores de infeccéo
comunitaria e hospitalar em todo o mundo, onde a maioria das infec¢bes hospitalares por este
micro-organismo pode representar um risco de vida ao individuo. Adicionalmente, esta
espécie € envolvida em casos de intoxicacdo alimentar, sendo que numerosos surtos foram
descritos e atribuidos a este micro-organismo (FONSECA & SANTQOS, 2000).

Na Europa, no periodo de 1993 a 1998 este patdgeno causou 5,1% dos surtos
registrados. Porém a incidéncia desta bactéria € subestimada, j& que a maioria dos surtos de
gastrenterite ndo é relatada.

S. aureus sdo encontrados em diversas amostras de alimentos, como em locais de
producdo de leite j& que esta associado de forma muito intensa a mastite bovina. (PELES et
al., 2007) destacando-se por sua maior ocorréncia nos rebanhos mundiais, e de tratamento
mais dificil devido a elevada resisténcia aos antibioticos sendo, inclusive, a espécie mais
relevante e mais persistente nas mastites ovinas (MOTA, 2007). Adicionalmente &, também, o
micro-organismo patogénico mais frequentemente isolado no leite cru (ZECCONI & HAHN,
2000).

Vautor et al., (2003) avaliando leite de ovelha e queijos produzidos artesanalmente na
Franca, obtiveram 5,5% de positividade para Staphylococcus aureus entre as amostras de
leite. A producdo de queijos usando leite cru, particularmente nos casos de acidificagéo
insuficiente ou lenta da coalhada, pode levar a surtos associados com Staphylococcus nestes
produtos (ARQUES et al., 2005).

O isolamento de S. aureus em leite de ovelhas sadias vem sendo notificado por varios
autores (ABO ELNAGA et al., 1985; ADWAN et al., 2005; HOLECKOVA et al., 2004;
TRAVNICEK et al., 2003) revestindo-se de importancia na indUstria de laticinios.

No Brasil, Guarand et al. (2011) em cultivo de leite de ovelhas sadias, obtiveram
predominancia de SCN. Segundo Bergonier et al. (2003), Staphylococcus sdo o0s principais
agentes envolvidos nas infecces mamarias de pequenos ruminantes, sendo o Staphylococcus
aureus mais frequente nos casos clinicos. A mastite em ovelhas € importante pelas
consequéncias na salde publica, como o risco de infeccdo ou intoxicacdo dos
consumidores por estafilococos presentes no leite, através do consumo de produtos lacteos
fabricado com leite cru.

A mastite é a inflamacdo da glandula mamaria que ocorre como resposta, na maioria
das vezes, a uma infeccdo causada por micro-organismos. Na forma subclinica, ao contrario
da forma clinica, ndo ocorrem mudangas visiveis na aparéncia do leite ou do Ubere, embora
ocorram alteracdes na composi¢do do leite e deste possam ser isolados micro-organismos
patogénicos (BRAMLEY et al.,, 1996). A mastite subclinica tem grande impacto na
produtividade dos rebanhos leiteiros porque sua prevaléncia é maior que a da forma clinica
(PHILPOT & NICKERSON, 1991) e, assim, as medidas para o seu controle tém recebido
grande atencao.

Staphylococcus coagulase-negativos tem sido considerados a maior causa em
infeccdes subclinicas, (HUESTON et al., 1989), porém outros autores reportaram a presenca
desses agentes no leite de ovelhas sem mastite (BATAVANI et al., 2003; FTHENAKIS &
JONES, 1990).

Vérias espécies de Staphylococcus coagulase-negativas sdéo comumente encontradas
nos canais do teto e na pele do teto de ruminantes domésticos e podem ser introduzidas na
glandula mamaria no ato de succdo, sem, contudo existir infeccdo do parénquima mamario
(BATAVANI et al., 2003; FTHENAKIS & JONES, 1990).

No Brasil, apesar da proibicdo legal imposta a comercializacdo de queijos frescos e
moles elaborados a partir de leite cru (BRASIL, 1997), a comercializagdo do queijo Minas
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Frescal produzido artesanalmente, tem sido constatada (ALMEIDA FILHO & NADER
FILHO, 2000). Esses autores obtiveram 50,0% de contagens de Staphylococcus aureus acima
do valor estabelecido como sendo o limite maximo permitido pelo Ministério da Saude para o
queijo tipo Minas “frescal” produzido industrialmente com leite bovino.

Em dezoito surtos de DTA ocorridos em Minas Gerais de 1997 a 2002, que tiveram
como alimentos implicados o leite e produtos lacteos de origem bovina, S. aureus e
Staphylococcus coagulase negativa enterotoxigénicos foram o0s principais agentes
identificados. O queijo ocupou lugar de destaque entre os produtos lacteos envolvidos nos
surtos o que pode ser explicado pelo fato de esse alimento ser muito manipulado, além de
agravantes como condic¢Bes higiénico-sanitarias inadequadas, principalmente em queijos
elaborados de forma artesanal e sem inspecédo sanitaria (VERAS et al., 2003).

Estabelecendo uma correspondéncia das espécies identificadas no presente estudo,
salienta-se que S. intermedius, coagulase positivo e a espécie coagulase variavel, S. hyicus sdo
de particular importancia em infeccdes em animais (OLIVEIRA, 2000).

S. intermedius é encontrado como parte da microbiota da pele e de cavidades nasais e
orais de cdes, visons, equinos e gatos, encontrado em infec¢fes cutaneas, urinarias, 6sseas e
do sistema nervoso central, em varias espécies animais (KONEMAM et al., 2008). Essa
bactéria foi isolada de feridas infectadas em seres humanos, causadas por mordeduras de cées,
sendo também isolada em casos de mastite bovina (KONEMAM et al., 2008). No homem tem
sido implicado em surtos de intoxicagdo alimentar (BANNERMAN & PEACOCK, 2007,
OLIVEIRA, 2000).

Segundo Watts & Owens (1989) e Bandeira (2001), S. hyicus vem sendo encontrado
em rebanhos leiteiros com problemas de mastite. Jay (1992) ressalta a capacidade
enterotoxigénica desta espécie de estafilococos, fato comprovado por Valle et al. (1990), que
verificaram em cepas de S. hyicus coagulase positiva isoladas em ovinos, a producdo de
enterotoxina estafilotoxica.

Ja entre 0s SCN, S. haemolyticus, S. simulans, S. saccharolyticus e S. schleiferi subsp.
schleiferi demonstram contaminacéo do leite pela manipulacdo do homem, pois essas espécies
sdo encontradas naturalmente na pele e mucosas de humanos e inclusive em infec¢gdes como é
o0 caso do S. schleiferi subsp. schleiferi (KONEMAN et al., 2008).

Alguns autores relatam a prevaléncia de S. epidermidis em leite de ovelhas
(ARIZNABARRETA et al., 2002) e cabras (MORONI et al., 2005). No entanto, Chaffer et al.
(1999) e Taponen et al. (2007) relataram abundancia de outras espécies, como S. simulans, S.
chromogenes e S. haemolyticus em bovinos.

Analisando amostras de leite provenientes de 54 criagOes de ovinos na regido leste da
Eslovaquia, Pilip¢incova et al. (2010) identificaram um total de 240 cepas de Staphylococcus
coagulase-negativo destacando-se S. epidermidis (36,3%), S. caprae (21,3%), S. hominis
(6,6%), S. chromogenes (6,3%), S. xylosus (5,8%), S. warneri (5,0%) e S. capitis (4,6%) e, em
menor frequéncia, as espécies S. sciuri, S. lentus , S. simulans, S. haemolyticus, S.
saprophyticus, S. kloosii, S. cohnii subsp. cohnii, S. auricularis e S. lugdunensis.

Um estudo realizado por Medeiros et al. (2009) em leite de origem bovina, em
Pernambuco, apontou entre as amostras de SCP, o isolamento de S. aureus (28,9%), S.
intermedius (12,80%) e S. hyicus (3,23%), corroborando com espécies também identificadas
no presente estudo.

Espécies como S. pasteuri e S. xylosus sdo isoladas de infecgfes tanto no homem
guanto em animais e também encontradas em alimentos como o leite e queijo de cabra. S.
sciuri é descrita como uma espécie ambiental, amplamente distribuido na natureza e tem sido
associados a alimentos, animais de fazenda, seres humanos e animais de companhia, sendo a
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subespécie sciuri encontrado na natureza e como parte da microbiota transitéria da pele em
varias espécies de mamiferos e aves (KONEMAN et al., 2008).

S. chromogenes anteriormente era uma subespécie de S. hyicus, provoca infec¢bes
cutdneas no gado bovino, em suinos e ovinos. S. equorum é uma espécie de importancia
patogénica indeterminada. Tem sido isolada primariamente de equinos, bem como do leite e
do queijo de cabra (KONEMAN et al., 2008).

Por fazerem parte da microbiota, SCN foram durante muito tempo considerados de
pouca importancia clinica, entretanto, durante as Gltimas duas décadas a incidéncia desses
micro-organismos vem aumentando e eles passaram a ser reconhecidos como agentes
oportunistas causadores de infec¢cbes nosocomiais e comunitarias (BARRETO & PICOLLI,
2008).

4.2 Producéo de Hemolise

A producdo de fatores de viruléncia esta envolvida com a patogenicidade do micro-
organismo uma vez que contribui para a invasédo tecidual e para a resisténcia a determinados
antibidticos (PEREIRA, 2009).

Através da analise da atividade hemolitica em Agar sangue de carneiro, verificou-se
que a maioria das cepas ndo apresentou hemolise correspondendo a 84,8% (67/79) (Figural).
Esses resultados diferem dos encontrados por Morandi et al. (2010) no qual em um estudo
realizado com Staphylococcus isolados de leite, detectaram a producéo de beta-hemdlise em
54% das amostras e alfa-hemdlise em 40%.

Na figura 2 uma representacdo dos padrdes de hemdlise apresentados pelas cepas de
Staphylococcus.

1,3%
13,9%

B Hemolise total

EH Hemolise parcial

D :—- Faw "
84,8 % Nao hemoliticos

Figura 1- Frequéncia da producao de hemolisina pelas 79 cepas Staphylococcus spp.
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Staphylococcus sp. Staphylococcus sp.
Hemolise parcial em Agar sangue Sinergismo hemolitico
(delta-hemolise)

Figura 2 - Imagem de padrdes de hemdlise apresentados pelas cepas de Staphylococcus.
*1 — Hemolise parcial

2 — Cepa ndo apresentando hemdlise

3 — Delta-hemolise

A producdo de hemolise foi observada apenas em S. aureus em 11 de 29 cepas
(37,9%) sendo que apenas uma cepa produziu hemdlise total. Das 2 cepas de S. hyicus, uma
delas caracterizou-se por produzir hemdlise parcial (Tabela 3). Resultado similar foi
observado por Salasia et al. (2004) que detectou que 28,5% das amostras de S. aureus
analisadas foram hemoliticas.

O principal efeito patogénico da alfa-toxina é o dano celular endotelial e a ativacdo de
plaquetas, levando ao comprometimento da microcirculagdo. Em Agar contendo sangue
produz uma ampla zona de completa hemdlise ao redor da colénia (CUNHA, 1998).

Segundo Boerlin (2003), S. aureus € caracterizado como micro-organismo
predominantemente hemolitico e a producdo de coagulase e hemolise representa um 6timo
critério para a identificacdo da espécie.

A hemolise parcial, em Staphylococcus spp., € representada pela beta-hemolisina, uma
enzima que apresenta atividade de esfingomielinase, destruindo membranas celulares ricas em
esfingomielina, sendo tdxica para varios tipos celulares apresentando grande importancia nos
casos de mastite uma vez que o Ubere é rico em esfingomielina (LIASSINE et al., 2004;
NISHIYAMA et al., 2002).

Gandra et al. (2005), através da andlise da atividade hemolitica em Agar sangue de
carneiro, verificou que 72,7 % das cepas de S. aureus e 25 % de S. intermedius apresentaram
reagBes positivas, ndo sendo verificada atividade hemolitica para S. hyicus, diferente do
observado no presente estudo onde esta caracteristica foi observada em uma das duas cepas de
S.hyicus.

A auséncia de capacidade hemolitica em S. hyicus também foi corroborada por, Kloos
& Jorgensen (1985) e Kibenge et al. (1983).

Roberson et al. (1996) descrevem que S. aureus e S. intermedius sdo capazes de
produzir hemolise em Agar sangue, salientando, entretanto, que se pode encontrar cepas nao
hemoliticas em ambas as espécies. Kloos & Jorgensen (1985) assinalam que a maioria das
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cepas de S. aureus apresenta atividade hemolitica, que S. intermedius apresenta atividade
hemolitica varidvel e que a maioria das cepas de S. hyicus ndo produzem hemolise em Agar
sangue.

Tabela 3 - Frequéncia da producdo de hemolisina de acordo com as espécies de
Staphylococcus.

Cepas Hemolise Hemdlise Nao
Espécies (n) parcial total  hemoliticos

S. aureus 29 10 1 18
S. intermedius 9 0 0 9
S. hyicus 2 1 0 1
S. chromogenes 15 0 0 15
S.sciuri subsp. sciuri 5 0 0 5
S. pasteuri 4 0 0 4
S. xylosus 4 0 0 4
S. equorum 3 0 0 3
S. haemolyticus 2 0 0 2
S. simulans 1 0 0 1
S. saccharolyticus 1 0 0 1
S. schleiferi subsp. schleiferi 1 0 0 1
S. carnosus 1 0 0 1
SCN 2 0 0 2
Total 79 11 1 67

Posteriormente, os 67 isolados ndo hemoliticos foram submetidos ao teste de
sinergismo hemolitico (SHA), resultando em 11 (16,4%) cepas positivas (Figura 3),
destacando-se S. chromogenes, S. pasteuri, S. aureus, S. sciuri subsp. sciuri, S. equorum, S.
simulans e S. sacharolyticus como produtores de delta-hemolisina.
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B Ndo hemolitico

H Delta-hemolisina

Figura 3 - Positividade das cepas de Staphylococcus no teste do sinergismo hemolitico.

A literatura relata que isolados ndo hemoliticos com producdo de sinergismo podem
ser portadores da delta hemolisina (3-hemolisina), a qual é expressa somente na presenca da
beta-hemolisina (REINOSO, 2004).

O sinergismo hemolitico parece ser independente da producdo de hemolisina, no
entanto, sua acdo € considerada como um intensificador da capacidade de colonizagédo
de Staphylococcus (ALI-VEHMAS et al., 2001). A producdo de delta-hemolisina ¢ uma
propriedade comum de S. aureus de origem bovina e possivelmente um fator de viruléncia na
mastite. Admite-se também que cerca de 50 a 70% de estafilococos coagulase-negativo (SCN)
produzem esta toxina (FREER & BIRBECK, 1982). A funcdo precisa da delta-toxina em
doenca humana ainda ndo é clara tendo, porém, uma grande variedade de efeitos citoliticos
em varios tipos celulares, como os eritrocitos, pela formacdo de poros na membrana
citoplasmatica (BOHACH et al., 1997; CUNHA, 1998). De acordo com Nordhaug (1993) € a
hemolisina mais frequentemente produzida por Staphylococcus envolvidos em casos de
mastite. O papel provavel das hemolisinas em mastite é acelerar a penetracdo bacteriana e
aderéncia ao tecido do Ubere.

A baixa expressdo de hemolisinas dos isolados avaliados pode estar relacionada ao
tempo e condi¢cbes de estocagem das cepas. Segundo Sutra & Poutrel (1994) a producéo de
hemolisinas é dependente do seu crescimento em um meio em particular, e o grau de
producdo da hemolisina estd positivamente correlacionado com o numero de células
bacterianas.
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4.3 Perfil de Resisténcia aos Antimicrobianos Através da Técnica de Disco Difusao

A andlise dos 79 isolados de Staphylococcus frente aos antimicrobianos revelou que
23 (57,5%) das 40 cepas de SCP e 27 (69,2%) das 39 cepas de SCN foram resistentes a uma
ou mais drogas (dados néo evidenciados em tabela).

No computo geral, maiores percentuais de resisténcia recairam para penicilina (PEN -
53,2%) e ampicilina  (AMP-45,6%) seguido de tetraciclina (TCY-5,1%),
amoxicilina/ac.clavulanico (AMC-2,5%) e ciprofloxacina (CIP) e ceftriaxona (CRO), 1,3%,
cada. Niveis intermediarios de suscetibilidade foram detectados para ciprofloxacina (CIP),
eritromicina (ERI), clindamicina (CLI) e ceftriaxona (CRO), salientando-se a sensibilidade
absoluta para gentamicina, sulfametoxazol-trimetoprim e ampicilina-sulbactan (tabela 4).

Tabela 4 - Suscetibilidade aos antimicrobianos apresentada pelas 79 cepas de
Staphylococcus no teste de Disco-difusao.

Resistente  Intermediario Sensivel

Antimicrobianos % % %

Ampicilina 45,6 0 54,4
Penicilina G 53,2 0 46,8
Amoxicilina/Ac.Clavulanico 2,5 0 97,5
Ceftriaxona 1.3 12,6 86,1
Ampicilina/Sulbactam 0 0 100
Ciprofloxacina 1,3 13,9 84,8
Tetraciclina 51 0 94,9
Clindamicina 0 19 81

Eritromicina 0 8,9 91,1
Sulfametoxazol/Trimetoprim 0 0 100
Gentamicina 0 0 100

De acordo com o CLSI (2012), a categoria intermediaria implica eficacia clinica em
locais do corpo onde as drogas sdo fisiologicamente concentradas (por exemplo, quinolonas
na urina), ou quando uma dosagem mais elevada de uma droga pode ser utilizada (por
exemplo, beta-lactdmicos).

Considerando-se unicamente a resisténcia antimicrobiana em relagdo as cepas de
Staphylococcus coagulase-positivo (40) e Staphylococcus coagulase-negativo (39 cepas)
observou-se maior percentual de resisténcia a PEN (50%) para os SCP enguanto percentual
mais elevado de resisténcia a AMP (51,3%) foi observado para os SCN (Figura 4). Ao se
particularizar a distribuicdo desses marcadores em relacdo as espécies de Staphylococcus
identificadas, resisténcia a PEN e AMP foi detectada em 9 e 11 das 13 espeécies,
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respectivamente e em uma de duas cepas de SCN, enquanto resisténcia a CRO foi observada
somente em S. aureus (Figura 4, Quadro 1), assinalando-se a sensibilidade absoluta de S.
saccharolyticus e S. schleiferi subsp. schleiferi. Por outro lado, suscetibilidade intermediaria
foi observada para CLI (15 cepas), CIP (11), CRO (10) e ERI (7), sendo mais frequente em
Staphylococcus aureus (Quadro 1).
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Figura 4 - Percentuais de resisténcia apresentados por Staphylococcus coagulase-

positivo (40 cepas) e Staphylococcus coagulase-negativo (39 cepas).
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Tabela 5 - Susceptibilidade das espécies de Staphylococcus frente as diferentes drogas

antimicrobianas.

Espécie

S. aureus

S. hyicus

S. intermedius
S. carnosus

S. chromogenes
S.equorum

S. haemolyiticus
S. pasteuri

S. saccharolyticus
S. schleiferi

S. sciuri

S. simulans

S. xylosus

ECN

Total

Total

29

79

AMP PEN AMC  CRO CIP TCY CLI ERI
R"1T R I R I R I R I R R I R
10 0 15 0 1 0 4 6 0 5 0
1 0 0 0 0 00 1 0 0 1 0
5 0 5 0 0 0 0 0 0 1 0
1 0 1 0 0 0O© 0 0 0 0 O
7 0 8 0 1 0 1 2 0 1 0
1 0 1 0 0 0 1 1 0 2 0
1 0 1 0 0 o0 0 0 0 0 O
2 0 2 0 0 0 1 0 0 2 0
0 0 0 0 0 O 0 0 0 0 O
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o0
4 0 5 0 0 0 2 1 0 2 0
1 0 0 0 0 O© 0 0 0 0 O
2 0 3 0 0 0 0 1 0 0 O
1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0
3 0 42 0 2 0 10 11 0 15 0

AMP — ampicilina; PEN - penicilina, AMC - Amoxicilina/Ac.Clavulanico; CRO -
ceftriaxona; SAM - Ampicilina/Sulbactam; CIP — ciprofloxacina; TCY - tetraciclina; CLI —

clindamicina; ERI — eritromicina; SXT - Sulfametoxazol/Trimetoprim; GEN - gentamicina

* R — Resistente
** | — Intermediario
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Figura 5 - Frequéncia e distribuicdo dos marcos de resisténcia de acordo com as espécies
de Staphylococcus.

Corroborando os resultados obtidos no presente estudo, Coutinho et al. (2006)
analisando amostras de leite de ovelhas com mastite subclinica na Bahia, obtiveram elevados
indices de resisténcia a penicilina e ampicilina (80% cada) em S. aureus enquanto as cepas de
Staphylococcus coagulase negativo apresentaram indices de 5,3% e 10,6% de resisténcia a
esses farmacos, respectivamente. Os autores reportaram ainda, resisténcia ao sulfametoxazol-
trimetoprim (26,3%) e a tetraciclina (5,3%).

Lollai et al. (2008) analisaram o perfil e a evolucdo da resisténcia antimicrobiana de
patégenos da mastite ovina entre o periodo de 1995 e 2004, obtiveram baixos niveis de
resisténcia a penicilina em S. aureus (4,1%) e Staphylococcus coagulase-negativa (15,3%)
quando comparados aos encontrados por outros autores, indices maiores de resisténcia foram
observados para aminoglicosideos. Os autores concluiram que o perfil encontrado parece
confirmar a menor resisténcia dos patégenos de ovinos, quando comparados aos de origem
bovina.

Percentuais também elevados de resisténcia a ampicilina e penicilina (66,67% e
63,89%, respectivamente) em Staphylococcus isolados de leite caprino no Semi-Arido
Paraibano foram detectados por Junior et al. (2011). Resultados similares foram obtidos por
Langoni et al. (2006), que observaram resisténcia frente a penicilina em amostras de S.
epidermidis e S. aureus (61,5% e 87,5%, respectivamente) isolados de mastite caprina. Para a
ampicilina, os mesmos autores verificaram resisténcia para os mesmos agentes, com indices
de 63,2% e 75%, respectivamente.

Spanu et al. (2010), na Italia, analisando 36 amostras de Staphylococcus aureus
isoladas de queijo de leite cru de ovelhas , frente a 16 drogas antimicrobianas obtiveram
resisténcia a ampicilina (36,1%), penicilina (33,3%), tetraciclina (11,1%) e cloxacilina
(2.8%) drogas comumente na exploragdo de ovinos de leite.
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O elevado percentual de resisténcia a penicilina (53,2%) e a ampicilina (45,6%) bem
como a resisténcia simultanea a esses dois farmacos (35,4%), no presente trabalho pode estar
associado a provavel producao de beta-lactamase, ao uso frequente ou mesmo sub dosagens
desses beta-lactdmicos (LI et al., 2007). Segundo Bonna et al. (2007) a resisténcia a
penicilina em Staphylococcus spp. € um fendmeno mundial e com prevaléncia crescente,
apesar dos esforcos para conter o aumento da disseminacgdo de isolados resistentes. O uso de
beta-lactdmicos com inibidores de beta-lactamase é uma alternativa terapéutica no tratamento
de infecgBes por produtores de beta-lactamase (HIRANO & BAYER, 1991). Os antibidticos
beta-lactdmicos sdo preferiveis e muito usados porque atacam a parede celular da bactéria que
¢ um dos componentes mais acessiveis ao antibidtico e essenciais a vida bacteriana
(McCALLUM et al., 2010).

Alguns aspectos importantes merecem ser evidenciados neste estudo, entre eles a
suscetibilidade intermediaria a ciprofloxacina, clindamicina e eritromicina.

Em relacéo a ciprofloxacina, detectou-se uma cepa de S. aureus resistente e 11 cepas
apresentando grau intermediario de suscetibilidade, entre estas, seis S. aureus e cinco SCN. A
resisténcia do S. aureus as quinolonas vem aumentando progressivamente. S&o
antimicrobianos que inibem as enzimas denominadas girases, que atuam na replicacdo e
transcricdo do DNA cromossdmico. Essas enzimas sdo constituidas por 4 subunidades, 2
subunidades A e duas B, codificadas pelos genes gyrA e gyrB, respectivamente. O
mecanismo mais comum de resisténcia decorre de mutagcdes cromossomicas espontaneas, ou
pontuais (single mutation), especialmente no gene gyrA, resultando na formacdo de girases
com afinidade reduzida as quinolonas e as fluoroquinolonas. Adicionalmente, um outro
mecanismo de resisténcia encontrado em S. aureus é o sistema de efluxo. Codificado pelo
gene norA, é responsavel pelo transporte ativo da droga para o meio extracelular, conferindo
menor nivel de resisténcia quando comparado com aquela decorrente das mutacdes em gyrA.

Com sua ampla utilizacdo na terapéutica clinica e consequente disseminacdo da
resisténcia, especialmente entre cepas resistentes a meticilina/oxacilina, seu valor como
agentes antiestafilocécicos tornou-se extremamente limitado (HOOPER, 2002).

Do mesmo modo, o encontro de 15 cepas com grau intermediario de suscetibilidade a
clindamicina e sete intermediarias a eritromicina neste estudo. Os macrolideos, lincosaminas e
estreptograminas sdo antimicrobianos amplamente empregados no tratamento de infeccoes
estafilococicas. Staphylococcus aureus resistentes aos macrolideos, lincosaminas e
estreptograminas tem sido detectados e este fenotipo é denominado MLS, (APPELBAUM,

2007; PATEL et al., 2006).

Entre as lincosaminas, a clindamicina € o antimicrobiano de escolha utilizada para
infecgBes produzidas por estafilococos resistentes a eritromicina, sobretudo em infecgdes de
pele e tecidos moles, representando, também, alternativa segura para pacientes alérgicos a
penicilina, entretanto, estudos demonstram a emergéncia de amostras comunitarias resistentes
a este antimicrobiano (PATEL et al., 2006). Além disso, isolados resistentes a eritromicina
podem rapidamente induzir resisténcia a clindamicina (APPELBAUM, 2007).

A sensibilidade absoluta a gentamicina encontra respaldo na literatura. Segundo
Langoni et al. (2000) a gentamicina continua sendo um antibidtico eficaz para o tratamento
das mastites bovinas de origem bacteriana da mesma forma que varios autores verificaram
altos indices de sensibilidade de estafilococos isolados do leite em casos de mastite, a este
antibiotico (BRITO et al., 2001; BYARUGABA, 2004; COSTA et al., 2000; WATANABE et
al., 2001).

Em relacdo a tetraciclina, Peresi et al. (2001) analisando a qualidade microbiolégica de
queijo Minas Frescal artesanal e industrial, revelaram o percentual de resisténcia de 9,0% em
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relacdo a totalidade dos isolados testados indice discretamente superior quando comparado ao
resultado verificado neste estudo (5,1%). Percentual de resisténcia muito superior (60,0%) foi
obtido por Costa et al. (2002), em 20 isolados de Staphylococcus coagulase positiva oriundos
de amostras de queijo “tipo Coalho” no Maranhao.

A resisténcia antimicrobiana, considerada o grande desafio a Saude Publica na
atualidade, tem sido amplamente estudada em todos os géneros bacterianos. Seu
monitoramento fornece dados que servirdo de suporte para politicas publicas, além de
servirem de base para escolha adequada de medicamentos para o tratamento de
enfermidades tanto em medicina humana quanto veterinaria (DROPA, 2006; SILVA,
2008).

Grande parte desta resisténcia tem sido associada ao uso de agentes
antimicrobianas em animais destinados a alimentagdo humana, sendo que o principal fator
de risco esta na utilizacdo como promotores de crescimento ou profilatico de doencas.
Além disso, o tratamento de animais destinados & alimentacdo com agentes antimicrobianos
que sdo importantes na terapia humana pode representar um risco em saude publica pela
transferéncia de genes de resisténcia.

Staphylococcus spp. se destaca pela capacidade de ser ou se tornar resistente a um
grande nimero de antimicrobianos (FREITAS et al., 2005). Ferreira et al. (2006) associou 0
agravamento da resisténcia bacteriana ao uso frequente e indiscriminado de antimicrobianos e
aos mecanismos de transferéncia de resisténcia entre os micro-organismos. Este fato é
comumente observado no campo em surtos de mastite (BRITO et al., 2001).

A grande variedade de fatores de viruléncia produzidos pelo S. aureus associado a sua
versatilidade em adquirir resisténcia aos antimicrobianos, tornam este micro-organismo
responsavel por altas taxas de morbidade e mortalidade em hospitais. No Brasil, S. aureus € o
micro-organismo mais comumente isolado em infeccdes nosocomiais (OLIVEIRA, 2001).

A andlise do comportamento das 79 cepas de Staphylococcus spp. permitiu reconhecer
nove perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos (antibiotipos), sendo oito apresentando
resisténcia a uma ou mais drogas (Tabela 6). O antibiotipo 4 (AMP, PEN) caracterizou-se por
sua maior frequéncia correspondendo a 9 cepas de SCP (Staphylococous coagulase positivo) e
14 SCN (Staphylococus coagulase negativo).

Quando distribuidos por nimero de classes (Figura 6) aponta-se perfil de
multirresisténcia (> 3 classes) em apenas uma cepa (perfil 9) de SCP (Staphylococcus
aureus).

Tabela 6 - Modelos de suscetibilidade apresentados pelas 79 cepas de Staphylococcus
SCP e SCN.

Antibiotipos Perfis de Resisténcia SCP* SCN**
1 SENSIVEL 17 12
2 AMP 3 5
3 PEN 6 6
4 AMP, PEN 9 14
5 PEN, CRO 1 0
6 PEN, TCY 0 1
7 AMP, AMC, PEN 1 1
8 AMP, PEN, TCY 2 0
9 AMP, PEN, CIP, TCY 1 0
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Figura 6 - Distribuicdo das cepas de Staphylococcus de acordo com a resisténcia a
diferentes classes de drogas.

Nos ultimos anos, em nivel mundial, S. aureus adquiriu grande importancia devido ao
aumento do isolamento de cepas multirresistentes, agravado ainda pelo fato de que a
resisténcia antimicrobiana contribui para que esses micro-organismos possam se disseminar
para 0 homem pela ingestdo de alimentos contaminados ou outros meios sendo um fator
preocupante para satde publica (GERMANO, 2007; RIZEK et al., 2011).

A resisténcia a maltiplos antimicrobianos aumenta a habilidade do micro-organismo
em sobreviver no ambiente hospitalar. Devido a isso, medidas que promovem a prescrigdo
racional e controle do uso de antimicrobianos sdo alternativas viaveis na tentativa de conter o
avanco destes micro-organismos nas unidades hospitalares. Entretanto, a relacdo entre MRSA
e 0 uso de antimicrobianos é complexa e sua via de desenvolvimento nesses ambientes requer
mais investigacdo (OLIVEIRA, 2001).

Resisténcia a antimicrobianos tem maultiplas implicacdes no que diz respeito a surtos.
Individuos infectados por micro-organismos resistentes, como 0 MRSA, apresentam elevada
mortalidade. Isto é parcialmente devido ao fato de infeccBes por organismos resistentes estar
associado com o inicio inapropriado de antibioticoterapia, o principal determinante de
sobrevivéncia em infec¢Oes sérias. Além disso, o risco aumentado de morte pode ser devido a
esses patdgenos possuirem indmeros fatores de viruléncia. Ainda, patégenos resistentes
contribuem para o aumento dos custos hospitalares. Infecgdes por MRSA, por exemplo,
prolongam o periodo de estadia em hospitais e unidades de terapia intensivas (UTI)
(PEREIRA, 2009; SHORR, 2007).
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4.4 Avaliacéo Fenotipica da Producdo de Beta-lactamases

A verificacdo da producdo da beta-lactamase foi realizada na totalidade das cepas (79),
através do método da cefalosporina cromogénica em disco (Nitrocefin®).

No computo geral, 54,4% (43/79) das cepas foram positivas para a producdo de beta-
lactamase destacando-se que 11,6% (5/43 cepas) e 4,6% (2/43), eram resistentes a penicilina e
ampicilina, respectivamente. O perfil AMP, PEN foi detectado em 39,5% (17/43) isolados
positivos e o perfil AMP, AMC, PEN em 4,6% (2/43).

Foi possivel observar que 37,2% (16/43) dos isolados positivos para a producdo de
beta-lactamases, eram sensiveis aos quatro antibidticos beta-lactamicos (AMP, PEN, AMC e
CRO). Por outro lado, entre as cepas nitrocefinase-negativas, 23 (63,8%) das cepas eram
resistentes a penicilina, ampicilina ou ambas (Figura 7).

Com excecdo de S. carnosus, as demais espécies foram produtoras de beta-lactamase,
(Figura 8) destacando-se entre as espécies sensiveis aos quatro beta-lactdmicos, S. aureus
subesp aureus 11 cepas), S. hyicus (1), S. xylosus (1), S. haemolyticus (1) S. pasteuri (1), S.
equorum (1), S. saccharolyticus (1), S. schleiferi subsp schleiferi (1), S. intermedius (2), S.
chromogenes (2) e SCN (1) (dados néo tabelados).

O alto indice de resultados positivos encontrados para a producdo de beta-lactamase
reflete o problema do uso inadequado de beta-lactdmicos, favorecendo o aparecimento de
estirpes resistentes, principalmente as produtoras de beta-lactamase.

POS NEG
Nitrocefin
ESENSIVEL 16 13
EANMP 2 6
OPEN s 8
BANMP,PEN 17 9
BPEN,CRO 1 0
BAMPAMC,PEN 2 0

Figura 7 - Perfis de suscetibilidades das 79 cepas de Staphylococcus spp. em relacdo a
producdo de beta-lactamase através do método da cefalosporina cromogénica em disco
(Nitrocefin®).

AMP — ampicilina; PEN — penicilina; AMC - amoxicilina+ ac. Clavulanico; CRO -
ceftriaxona

Um fator importante na resisténcia bacteriana € a producéo de enzimas que inativam
0s antimicrobianos. A beta-lactamase esta incluida entre os principais mecanismos de
resisténcia aos beta-lactamicos, agentes frequentemente usados para o tratamento de infec¢oes
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intramamarias nos animais e amplamente utilizados em infec¢bes humanas. Essa enzima age
no anel beta-lactamico, provocando a hidrélise e a inativacdo do antibidtico (JUNIOR et al.,
2011).

A maioria dos estafilococos sdo resistentes a penicilina e raramente este farmaco €
uma opcao para o tratamento de infec¢des estafilocdcicas. Cepas de estafilococos resistentes a
penicilina produzem beta-lactamase, sendo preferida para testar a sensibilidade de
Staphylococcus a todas as penicilinas penicilinase-labeis, tais como amoxicilina, ampicilina,
azlocilina, carbenicilina, mezlocilina, piperacilina e ticarcilina (CLSI, 2012).

Varios testes para a deteccdo da producdo de beta-lactamases foram desenvolvidos 0s
quais fornecem informacGes réapidas para o desenvolvimento da resisténcia. A interpretacao
do resultado do teste para a producédo de beta-lactamase deve considerar a sensibilidade deste
para as diferentes classes de enzimas beta-lactamases, os tipos de beta-lactamases produzidas
pelos diferentes grupos taxondmicos de micro-organismos e as especificacdes de substrato das
diferentes beta-lactamases. Neste contexto, o método da cefaloesporina cromogénica, 0
nitrocefin, tem se mostrado eficaz na deteccdo de todas as beta-lactamaases conhecidas,
inclusive as penicilinases estafilococicas (CLSI, 2012; LIVERMORE 1995;
MONTGOMERY et al., 1979) e particularmente para os estafilococos coagulase-negativo,
incluindo Staphylococcus lugdunensis, apenas os  testes baseados em nitrocefin sé&o
recomendados (CLSI, 2012).

Kili¢ e Yalinay Cirak (2006) analisando 323 isolados de Staphylococcus coagulase
negativo (240) e Staphylococcus coagulase-positivo (83) detectaram 69 cepas (21,4%)
penicilina sensiveis, produtores beta-lactamase sendo 52 (16,1%) coagulase-negativo e 17
(5,3%) coagulase-positivo. Segundo os autores, esses isolados podem ser produtores lentos ou
a taxa de producdo pode ser discreta ou induzivel. Embora tais isolados sejam considerados
suscetiveis a penicilina pelo método de difusdo em disco, podem causar falha no tratamento.
Resultados semelhantes foram obtidos neste estudo (37,2%).

9
B S. aureus subsp. aureus Os. hyicus @ S. intermedius
B.S. sclileiferi subsp schleiferi BS. cliromogenes OS. equorum
O.s. haemolyticus B.S. pasteuri BS. saccharolyticus
B S. sciuri subsp sciuri a.S. simulans as. xylosus

OSCN

Figura 8 - Frequéncia das espécies de Staphylococcus produtoras de beta-lactamase
através do método da cefalosporina cromogénica em disco (Nitrocefin®).
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4.5 Avaliacéo Fenotipica da Suscetibilidade a Oxacilina

Em uma segunda etapa, todos os isolados de SCP e SCN foram avaliados frente a
cinco métodos fenotipicos para a suscetibilidade a oxacilina: disco difusdo para oxacilina
(1png) e cefoxitina (30 pg), Screen Agar, Microdiluicio em Caldo (CIM - Caldo) e
Microdiluicdo em Agar (CIM - Agar).

Entre os métodos utilizados, resisténcia a oxacilina foi observada apenas no CIM —
Caldo em 19 das 79 cepas (24,05%) e no CIM Agar, em 5 cepas (6,32%). Destacou-se
sensibilidade absoluta em relagdo aos demais métodos fenotipicos (Tabela 5).

Tabela 7 — Percentual de suscetibilidade a oxacilina nos testes fenotipicos.

TSA Screen Cl M
OXA (1ug) FOX (30 pg) Agar Caldo Agar
Sensibilidade 100 % 100 % 100 % 76% 94%
Resisténcia 0 0 0 24% 6%

Considerando a sensibilidade da totalidade dos isolados nos testes de disco-difusédo
para oxacilina e cefoxitina e no Screen Agar, no Quadro 3, procurou-se estabelecer uma
correlagédo da distribuicdo das cepas de SCP e SCN em funcdo dos perfis de resisténcia no
TSA e os resultados obtidos no CIM (Caldo e Agar). Os 79 isolados apresentaram nove perfis
de suscetibilidade (antibiotipos), totalizando 17 cepas de SCN e duas de SCP, resistentes no
método de Microdiluicdo em Caldo e cinco SCN, no CIM-Agar. O antibiotipo 4 (AMP, PEN)
predominou tanto no CIM-Caldo (8 isolados resistentes), quanto no CIM-Agar (3 cepas).

Entre os isolados resistentes a oxacilina nos teses de Microdiluicdo em Caldo e em
Agar, 68,4% eram resistentes a penicilina, isolados ou em associacdo com outro antibiotico,
52,6% a ampicilina e 5,3% a tetraciclina.

A frequéncia e distribuicdo das espécies de Staphylococcus resistentes nos testes de
Microdiluicdo em Caldo e Microdiluicdo em Agar sdo apresentadas na figura 9.

Entre as 13 espécies identificadas neste estudo oito, correspondendo a um total de 19
cepas, apresentaram resisténcia no CIM-Caldo e destas, apenas cinco cepas foram resistentes
em ambos os testes destacando-se S. sciuri subsp. sciuri (3 cepas), S. xylosus (1) e S.
equorum (1) todos coagulase negativo.
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Tabela 8 - Frequéncia e distribuicdo das cepas de Staphylococcus coagulase-positivo e
Staphylococcus coagulase-negativo, de acordo com o antibiotipo e resisténcia a oxacilina
na determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima em caldo e em Agar.

Antibiotipos Disco-difusao SCP* SCN** N<Cepas Resistentes

***CIM -Caldo CIM - Agar

SCP SNC  SCP SCN

1 SENSIVEL 17 12 1 4 0 0
2 AMP 3 5 0 1 0 0
3 PEN 6 6 0 3 0 1
4 AMP, PEN 9 14 1 8 0 3
5 PEN, CRO 1 0 0 0 0 0
6 PEN, TCY 0 1 0 1 0 1
7 AMP, AMC, PEN 1 1 0 0 0 0
8 AMP, PEN, TCY 2 0 0 0 0 0
9 AMP, PEN, CIP, TCY 1 0 0 0 0 0

Total 40 39 2 17 0 5

* Staphylococcus Coagulase Positivo
** Staphylococcus Coagulase Negativo
*** Concentracdo Inibitéria Minima

1 1
CIM-Caldo CINM-Agar
Cepas Resistentes
as. intermedins B S. chromogenes B.5. sciuri subsp. scinri
as. pastenri B S. xylosus 0.5, equorum

O.s. iaemolyticus O.s. carnosus

Figura 9 - Frequéncia e distribuicdo das espécies de Staphylococcus resistentes nos testes
de Microdiluicdo em Caldo e Microdiluicdo em Agar.
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Nas figuras 10 e 11, uma representacdo da positividade nos testes de Microdilui¢cdo em
Caldo e Microdiluigdo em Agar.
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Figura 10 - Imagem de uma placa para microtitulacdo revelando a Concentragéo
Inibitéria Minima em Staphylococcus spp. através da técnica de Microdiluicdo em
Caldo.

* 1 — Controle negativo Staphylococcus aureus ATCC® 29213.

2 — Branco.

3,4,5,6,8,9, 12 — Turvacdo dos pocos indicando crescimento bacteriano.

7 — Controle positivo Staphylococcus aureus ATCC® 43300.

10, 11 — Pogos limpidos ndo indicando crescimento bacteriano.

Figura 11 - Imagem revelando a Concentracdo Inibitéria Minima em Staphylococcus
spp. atraves da técnica de Diluicdo em Agar.

* 1 Placa de Microdiluicdo em caldo 0,5ug/ml de oxacilina
2 Placa de Microdiluicdo em caldo 2,0ug/ml de oxacilina
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A importancia de S. aureus meticilina ou oxacilina resistente aumentou a partir da
década de 80, sendo considerado, atualmente, o maior problema clinico e epidemioldgico em
infeccOes hospitalares (MORENO et al., 2000).

Diferentes métodos fenotipicos vem sendo empregados para deteccdo rotineira da
resisténcia de Staphylococcus & oxacilina destacando-se os testes de disco-difusdo como os
mais amplamente utilizados. Entre todas as penicilinas penicilinase-estaveis, a oxacilina é a
preferida para testes in vitro (SAKOULAS et al., 2001) e vem sendo utilizada por varias
décadas, no entanto apresenta acuracia variada provavelmente devido a ocorréncia do
fendmeno da heterorresisténcia (SWENSON et al., 2001; SWENSON & TENOVER, 2005).

Mais recentemente, o teste de disco-difusdo com cefoxitina para o diagnostico da
resisténcia a oxacilina é compardvel em acuracia ao teste com disco de oxacilina, porém em
geral o primeiro teria leitura mais facil, devido ao maior halo e a possibilidade de ser lido
usando luz refletida, e ndo transmitida, como no caso do disco de oxacilina (SWENSON et
al., 2001; SWENSON & TENOVER, 2005). A cefoxitina induz a producdo de PBP2 e tem
uma afinidade elevada para PBP2 estafilococica, além de ser resistente a acdo de beta-
lactamases produzidas por Staphylococcus (CLSI, 2012).

O Screen Agar tem sido utilizado como um dos métodos de confirmacdo para a
resisténcia a oxacilina em provas de difusdo. A literatura aponta que a tecnica do Screen Agar
suplementado com 4% de NaCl e 6 pg/mL de oxacilina pode ser utilizado para deteccdo da
resisténcia com boa acuracia (MIMICA et al., 2007; SHARP et al., 2005), sendo portanto
recomendada pelo CLSI (atualizado anualmente).

Em estudo realizado por (SANTOS, 2006), 73,68% das amostras que foram resistentes
no teste de disco-difusdo foram confirmadas no Screen Agar.

No presente estudo em relacdo aos testes de disco-difusdo para oxacilina e cefoxitina e
Screen Agar, houve concordéncia quanto a suscetibilidade, onde 100% das cepas analisadas
foram sensiveis, porém divergiu dos resultados obtidos no CIM-Caldo e CIM-Agar, como
demonstrado na Tabela 5. Nesses dois testes de Microdiluicdo ndo houve concordancia dos
resultados sendo 19 cepas resistentes a oxacilina no CIM-Caldo e destas, houve
concomitancia de cinco cepas resistentes no CIM-Agar.

Em um estudo realizado por Soares (2010), a técnica da Microdiluicdo em Caldo foi a
técnica menos especifica, assinalando que esta baixa especificidade provavelmente pode estar
relacionada ao fato que a leitura deste teste se faz através da turbidez e esta pode ser subjetiva,
sendo, portanto, uma prova que considera muitos isolados falso-positivos. Ja, em relacdo a
técnica de Microdiluicdo em Agar, Ferreira et al. (2003) relatou ser o teste de maior acuracia
na deteccdo da resisténcia a oxacilina e considera esta técnica mais acurada que a difusdo em
disco, apresentando facil interpretagéo.

De acordo com Santos (2006), Sadoyama (2003) e Ribas (2003) o Screen Agar
demonstrou ser uma ferramenta Util na identificacdo de Staphylococcus resistentes a
oxacilina. Porém, os resultados obtidos por Santos (2006) assinalam que este método nao
deve ser a Unica forma de diagndstico ja que, quando comparado ao CIM em duas ocasides,
este teste ndo foi capaz de demonstrar o crescimento de micro-organismos que demonstraram
resisténcia comprovada pela CIM.

De acordo com Novak (1999) e Soares (2010) 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 populacgdes, sensivel e resistente, existem
em uma mesma cultura. Estudos realizados por Aarestrup (2001) relataram que o fenotipo de
heteroresisténcia pode estar relacionado com a temperatura de incubagdo, tamanho do inéculo
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e presenca de NaCl, assim como induzida pelos proprios antimicrobianos beta-lactamicos.
Um fen6tipo menos frequente é a resisténcia homogénea, onde toda populagdo de células é
altamente resistente. Consequentemente, tendo em vista a dificuldade na avaliacdo do perfil
de suscetibilidade de Staphyclococcus spp. a oxacilina o CLSI (atualizado anualmente)
preconiza condigdes distintas de temperatura, concentracao de NaCl e a utilizacéo do teste de
difusdo em disco com cefoxitina, para deteccdo do fendtipo de resisténcia a oxacilina.

Segundo o CLSI, entre os métodos que predizem a presenca de mecA, o método de
disco-difusdo de cefoxitina € preferivel ao homologo usando a oxacilina, por ser melhor
preditor, inclusive em relacdo ao Screen Agar.

Devido a rara ocorréncia de mecanismos de resisténcia a oxacilina, ndo mediado pelo
gene mecA em S. aureus, podem ser encontradas cepas resistentes a oxacilina, porém mecA
negativas, geralmente esses testes sdo cefoxitina suscetivel. Além disso, nesses casos 0s testes
de microdiluicdo (CIM) devem ser relatados como resistentes a oxacilina quando > 4 pg / ml
(CLSI, 2011).

Micro-organismos que exibem resisténcia as penicilinas resistentes a penicilinase séo
classificados como S. aureus meticilina (oxacilina) resistentes (“MRSA”). Tais micro-
organismos sdo, também, frequentemente resistentes a maioria dos agentes antimicrobianos,
incluindo os aminoglicosideos, macrolideos, cloranfenicol, tetraciclina e fluorquinolonas
(MANDELL et al., 1995). Este aspecto foi observado nos resultados obtidos no presente
estudo no CIM somente em relacdo a TCY (Quadro 3), porém, niveis intermediarios de
suscetibilidade foram detectados para CLI (5 cepas), CIP (3) e ERI (1) em 8 das 19 cepas
resistentes a oxacilina no CIM-Caldo (dados ndo tabelados).

4.6  Caracterizacdo Genotipica da Resisténcia aos Beta-lactdmicos através da Reacdo
em Cadeia da Polimerase (PCR)

4.6.1 Deteccdo do gene blaZ para producéo de beta-lactamase

A analise molecular através da PCR para caracterizacdo do gene blaZ foi realizada nas
43 cepas positivas no teste da cefalosporina cromogénica (nitrocefin).

Atualmente, mais de 90% dos isolados de estafilococos nosocomiais e comunitarios
sdo produtores de penicilinase e resistentes a outras classes antibiéticas como macrolideos
(eritromicina), estreptomicinas e tetraciclinas (LOWY, 2003).

A resisténcia estafiloccica a penicilina € mediada pelo gene blaZ, estando associada &
producdo de beta-lactamase (predominantemente extracelular) sintetizada quando o0s
estafilococos sdo expostos aos antibidticos beta-lactamicos. Sob o controle de dois genes
regulatérios, o anti-repressor blaR|I e o repressor blal, o gene blaZ, encontra-se localizado em
um plasmideo conjugativo, frequentemente relacionado a genes adicionais de resisténcia
(gentamicina e eritromicina) (LOWY, 2003; MACHADO, 2007).

Pitkala et al. (2007) relataram boa correlacdo entre o teste de deteccdo de beta-
lactamases através de discos de nitrocefin e a técnica de PCR para detec¢do do gene blaZ.
Este aspecto ndo foi evidenciado no presente estudo onde todos os isolados nitrocefin
positivos foram negativos para o gene blaZ.

Analisando os resultados obtidos no presente estudo, entre os 43 isolados avaliados
ndo foi possivel identificar através da analise genética o provavel mecanismo de resisténcia
mediado pelo gene blaZ. Tal fato pode ser explicado por outros mecanismos ndo avaliados
neste trabalho, a semelhanca do ocorrido em relagdo ao gene mecA, citado mais adiante.
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Haveri et al. (2005) relatam que diferentes beta-lactamases podem ser encontradas em
isolados de Staphylococcus spp. e estas modificacbes podem estar localizadas no sitio de
anelamento do primer, podendo comprometer a amplificacao.

4.6.2 Deteccdo do gene mecA para resisténcia a meticilina

A anélise molecular através da PCR para caracterizacdo do gene mecA realizada na
totalidade das cepas (79) resultou negativa.

A ilustracdo abaixo (Figura 12) apresenta o perfil eletroforético em gel de agarose
fragmento correspondente ao gene mecA.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14

Figura 12 - Amplificagao do fragmento correspondente ao gene mecA

*1- Marcardor de pesoo molecular 100pb

2 ao 8 — Cepas mecA negativas

9, 11, 12, 13 — Controle positivo Staphylococcus aureus ATCC® 43300
10 — Controle negativo Staphylococcus aureus ATCC® 29213

14 - Braco

A resisténcia a oxacilina é determinada por um grande elemento genético denominado
staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec), que carreia 0 gene mecA. Este fendtipo
de resisténcia em S. aureus é muito frequente em cepas humanas associadas a infeccdo
hospitalar e comunitaria e em casos de mastite bovina, ocorrendo alteracfes das proteinas de
ligacdo através da codificacdo de uma nova proteina alvo, denominada PBP2a ou PBP2’
(GIESBRECHT et al., 1998). A PBP2a é uma proteina que possui alto peso molecular
(78kDa), pertence a familia das PBPs e é reconhecida por apresentar baixa afinidade aos beta-
lactdmicos. Este mutante torna-se resistente a oxacilina, pois permite o crescimento de cepas
bacterianas em concentragdes de antibidtico que inativariam todas as PBPs. E sem duvida, o
principal mecanismo responsavel pela resisténcia a oxacilina (BERGER-BACHI &
ROHRER, 2002; RICARDO, 2004).

A regulacéo da producgéo da PBP2a e da beta-lactamase pode ser controlada tanto pela
expressdao do gene mec quanto do bla, pois ambos possuem um alto nivel de homologia
(MACHADO, 2007). Alguns genes designados fem (factor essential for methicilin resistance)
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que sdo independentes do l6cus mec e contribuem para a expressao da resisténcia aos beta-
lactdmicos estando presente no cromossomo de MRSA (Staphylococcus aureus meticilina
resistente) e MRS (Staphylococcus spp. meticilina resistente) e participam da sintese de
peptideoglicano dos Staphylococcus (MOUSSALLEM et al., 2007).

Testes para a deteccdo do gene mecA ou a proteina PBP2, sdo os métodos mais
acurados para predizer resisténcia a oxacilina (CLSI, 2012).

No presente estudo, considerando a resisténcia detectada em 19 das 79 cepas (24%) no
CIM-Caldo e em cinco destas cepas no CIM-Agar, varias hipoteses podem ser formuladas
para a negatividade obtida, através da PCR, para a deteccdo do gene mecA que codifica
resisténcia a meticilina. Segundo Nadarajah et al. (2006) e Mccallum et al. (2010) a
ocorréncia de cepas apresentando resisténcia a oxacilina nos testes fenotipicos porém
negativas para 0 gene mecA, outros mecanismos podem estar envolvidos. Destacam a
provavel substituicdo do aminoacido na regido responsavel pela transpeptidacéo de parede da
proteina PBP normalmente produzida. Isto ja foi relatado em cepas que ndo continham o gene
mecA, porém exibiam uma resisténcia fenotipica intermediaria a oxacilina.

Outro evento ja relatado que pode levar a uma resisténcia fenotipica a essas drogas
sem a presenca do gene mecA é uma super expressdo da enzima beta-lactamase produzida por
blaZ. Essa super expressdo estaria relacionada com mais eventos regulatérios além do
envolvimento do gene blaZ para ocasionar essa resisténcia (MONTANARI et al., 1996). Em
relacdo a esta possibilidade, assinala-se no presente estudo, a negatividade para o gene blaZ,
ndo havendo inclusive uma correlacdo com a positividade no teste do nitrocefin.

Porém existe ainda a possibilidade de uma soma de diversos fatores: uma PBP alterada
no préprio gene intrinseco, super expressao de beta-lactamase, outros fatores regulatérios e a
existéncia de heterogeneidade de expressdao onde uma subpopulagdo se tornou predominante
no momento do teste fenotipico. Além destes, outros fatores desconhecidos podem também
estar envolvidos no processo (SWENSON, 2005).

Griethuysen et al. (2005) realizaram um estudo onde ficou demonstrado a perda do
gene mecA em amostras mantidas em armazenamento sob congelamento. Neste estudo, a
possibilidade da perda do gene aumentava de acordo com o tempo de estocagem das
amostras, ou seja, quanto o maior o tempo de estocagem maior a probabilidade de perda do
gene.

No presente trabalho, as amostras conservadas em Agar Nutriente Fosfatado e
conservadas em temperatura ambiente foram submetidas aos testes bioquimicos para
confirmacdo de género e espécies e mantidas nestas circunstancias durante todas as etapas
laboratoriais. Ressalta-se ainda que o DNA destes isolados foi extraido somente ap6s a
realizacdo de todos os testes fenotipicos. O tempo prolongado da estocagem a temperatura
ambiente bem como 0s sucessivos repiques, podem ter contribuido para a baixa taxa de
deteccdo dos genes de resisténcia.

O aumento de estirpes de Staphylococcus resistentes a meticilina / oxacilina, inclusive
Staphylocccus coagulase-negativo, tornou-se um sério problema clinico e epidemioldgico
(BARBIER et al., 2010; VELASCO et al., 2005). S. aureus resistentes a meticilina (MRSA)
foram identificados principalmente em seres humanos e posteriormente detectados também
em animais (LEE et al., 2004).

Os problemas causados por MRSA em ambientes hospitalares ja sdo conhecidos e
relatados h& mais de 30 anos, contudo, sua presenca fora do ambiente hospitalar vem sendo
observada, com envolvimento em surtos alimentares e isolamento de diversos tipos alimentos.
Esta pode ser uma forma de disseminacdo desta categoria de micro-organismo para a
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populacdo que ndo possui contato com hospitais ou estabelecimentos de satude (JONES et al.,
2002; KLEVENS et al., 2007).

Price et al. (2012) analisando o genoma de uma cepa de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA CC398) permitiram conhecer a historia evolutiva desta bactéria
descoberta no inicio do ano 2000, a qual vem se disseminando rapidamente, tornando-se uma
causa emergente de infecgbes humanas, na maioria das vezes infectando pessoas com
exposicdo direta a animais destinados a alimentacdo. Segundo os pesquisadores, a bactéria
teve sua origem em humanos como S. aureus sensivel a meticilina e se tornou resistente a
tetraciclina e meticilina como resultado do uso rotineiro de antibidticos na producao animal.

Nos ultimos anos, foi registrado o isolamento de MRSA em produtos alimenticios de
diferentes origens e em locais de processamento de alimentos. Em 2004, Kitai et al.
apresentaram evidéncias da existéncia de MRSA em carne de frango no Japéo e, em 2006,
Lee descreveu MRSA isolados de amostras de leite de vacas leiteiras.

Normano et al. (2007) analisando alimentos de origem animal na Itélia, onde a
incidéncia de infec¢bes por MRSA € uma das mais altas da Europa, obtiveram 3,7% de S.
aureus resistentes a meticilina. Apesar do pequeno nimero de amostras resistentes 0s autores
apontam para a possibilidade da contaminacdo extra-hospitalar, o que constitui um grande
risco, principalmente para as pessoas imunocomprimetidas as quais ndo sao capazes de criar
barreiras a colonizacdo e penetracdo gastrica do MRSA e, sendo assim, a ingestdo de
alimentos contaminados com Staphylococcus multirresistentes pode levar a infeccbes graves
ou fatais.

Vyletélova et al. (2011) reportaram o isolamento de Staphylococcus meticilina-
resistente no leite e swab nasal de vaca e cabra. Nenhuma cepa resistente foi encontrada no
leite de ovelha, entretanto seis amostras de S. epidermidis resistentes a meticilina foram
identificadas a partir de swab nasal dessas ovelhas.

Kluytmans (2010) fez uma anélise da presenca de MRSA em produtos alimenticios.
Um dos problemas apontados foi a tolerancia na legislacdo de muitos paises, como o caso do
Brasil, uma certa quantidade de S. aureus nos alimentos prontos para consumo, e o fato de
que isto ndo é visto como um risco para saude publica. Aponta, ainda, 0s diversos riscos da
presenca deste tipo de patdgeno em alimentos e que este fato deve ser reconhecido como um
problema a ser avaliado.
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5 CONCLUSOES

Da andlise dos resultados obtidos neste trabalho, foi possivel concluir que:

A variedade de espécies de Staphylococcus coagulase-positivo (3 espécies) e
Staphylococcus coagulase-negativo (10) identificadas, evidencia que esta espécie animal é
mais uma fonte de infeccdo e veiculadora, através de seus produtos, de Staphylococcus
potencialmente patogénicos para 0 homem;

Entre as espécies identificadas, S. aureus (29 cepas), S. chromogenes (15) e S. intermedius
(9) ocorreram em maior nimero que, junto com S. hyicus (2 cepas), constituem as
espécies de maior importancia em alimentos;

A producdo de hemolisinas foi observada em sua maioria, nas cepas de Staphylococcus
aureus (37,9%);

O sinergismo hemolitico foi detectado em 16,4% das cepas ndo hemoliticas;

O elevado percentual de resisténcia a penicilina (53,2%) e ampicilina (45,6%) nas
amostras analisadas demonstra a limitacdo ao uso desses antibidticos no tratamento e o
risco de veiculacdo desses através da cadeia alimentar;

Foram reconhecidos oito perfis apresentando resisténcia a uma ou mais drogas,
destacando-se o perfil de multirresisténcia (AMP, PEN, CIP, TCY) em apenas uma cepa
de S. aureus;

N&o foi observada uma correlacdo entre os testes fenotipicos de resisténcia a oxacilina,
destacando-se a negatividade no Screen Agar e nos testes de disco-difusdo para oxacilina
e cefoxitina e positividade nos testes de Microdiluicdo em Caldo (19 cepas) e Agar (5 das
19 cepas resistentes no CIM-caldo);

A caracterizacdo genotipica da resisténcia mediada pelos genes blaZ e mecA resultou
negativa;

Ndo houve correlacdo entre os testes fenotipicos de CIM e genotipicos para a
caracterizacdo da resisténcia aos beta-lactamicos mediada pelos genes blaZ e mecA.
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ANEXOS

Provas Bioquimicas para Identificacdo de Staphylococcus spp.

ANEXO A
1 Provas Bioguimicas para ldentificacdo de Staphylococcus coagulase positivos
1.1 Teste de Voges Proskauer (VP) - MAC FADDIN (1976).

Principio: Determinar a habilidade do microrganismo em produzir um composto neutro, o
acetilmetilcarbinol (acetoina), a partir da fermentacéo da glicose.

a) Composicdo do Meio (Meio de Clark e Lubs)
Peptona tamponada 7,09
Fosfato dipotassico 5,09
Glicose 5,09
Agua destilada 1.000m|

Esterilizar a 121°C por 15 minutos. Os tubos foram mantidos a 4°C até o0 momento do
uso.

e Composicdo do Reativo de Barrit
(MAC FADDIN, 1976).

Solucéo de alfa-naftol 5%
Alfa-naftol (5,0 gramas) e alcool etilico absoluto (100mL). Dissolveu-se o alfa-naftol
no alcool etilico e armazenou-se em um frasco &mbar na geladeira a 4°C.

Solucéo de hidroxido de Potéssio 40% q.s.p
Foram dissolvidas 40 gramas de hidroxido de potassio em 100mL (q.s.p) de &gua
destilada e a solugéo foi armazenada em frasco escuro sob refrigeracéo.

b) Técnica

A cultura da bactéria foi inoculada no meio utilizando a alga de platina e incubar a 37
°C por 18 a 24 horas.

¢) Resultado e interpretacéo
No momento da leitura adicionar os seguintes reativos de Barrit nesta ordem:
e 0,6ml de uma solucéo de alfa-naftol a 5%;
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e 0,2mml de uma solucdo de KOH a 40%;

e Agitar 0 tubo suavemente para oxigenar o meio, a fim de oxidar a acetoina e obter
uma reacéo de cor;

e Deixar descansar o tubo por mais ou menos 10 a 15 minutos na tes de iniciar a
interpretacao.

A positividade da prova era demonstrada pelo aparecimento de um anel réseo na parte
superior do meio de cultura. A formacdo do anel ocorre pela reacdo da acetoina, formada a
partir da glicose presente no meio, com o KOH, tendo como produto o diacetil que, por sua
vez, reage com o a-naftol (catalizador) e com arginina, resultando em um produto (grupo
granidina-diacetila) de cor variando entre o rosa e o0 vermelho. A auséncia deste halo, com a
manutencdo da cor original do meio, indicava resultado negativo (CHAPIN & MURRAY,
1999).

1.2 Teste da utilizacéo aerobia dos carboidratos (Maltose e Trealose)

a) Principio
Determinar a capacidade do microrganismo de hidrolisar a maltose e trealose
incorporada a um meio base com producdo de acido.

b) Composicdo do Meio
Estes testes foram realizados em Caldo Vermelho de Fenol (Oxoid, Hampshire,
Inglaterra), suplementado com 1% do respectivo carboidrato (o carboidrato foi adicionado no
meio apos ter sido filtrado em membrana de didmetro 0,45u poro).

c) Técnica
Foi inoculado o microrganismo a ser testado no meio suplementado com o carboidrato
especifico e incubado em estufa bacterioldgica a 35-37° C por até 24 horas.

d) Resultado e Interpretacdo
Leitura: Prova positiva: multiplicacdo do microrganismo com viragem do pH do meio
de cultura (vermelho para amarelo). Prova negativa: multiplicagdo do microrganismo sem
alteracdo de cor. (MAC FADDIN, 1976; MURRAY et al., 1999; APHA, 2001).

1.3  Reducéo de nitrato

a) Principio
Determinar a habilidade do microrganismo de reduzir o nitrato (NO3) a nitrito (NO,)
ou gas nitrogénio (N,) (denitrificacdo).

b) Composic¢do do Meio
Foi utilizado meio comercial caldo contendo nitrato de potassio (KNO3).

e Reagentes para Revelacdo da Reacéo
Solucéo A
Acido sulfanilico  0,8g
Acido acético 5N 100m

74



Solucéo B
N,N-dimetil-I-naftalina 0,69
Acido acético 5N 100ml

c) Técnica
Inocular a cultura com auxilio da alca de platina e incubar 35-37 °C por 18-24h.

d) Resultado e Interpretacao
Adicionar 5 gotas dos reagentes A e B no meio, sem homogeneizar. Se houver
desenvolvimento de cor vermelho tijolo significa que a bactéria reduziu nitrato a nitrito.
Se apds a adicdo dos reagentes A e B o tubo continuar incolor e houver turvacdo do
meio considera-se o resultado negativo.

1.4 Prova da DNAse:

a) Principio
Alguns microrganismos sao capazes de utilizar o DNA presente no meio como fonte
de energia, através da producdo da enzima DNAse.

b) Composicdo do Meio
Meio comercial Agar DNAse

c) Técnica
No meio com DNA deve ser feita uma estria simples (reta) ou um spot (ponto de
semadura) central com o micro-organismo em estudo. Incubar a 37°C por 24 horas e adicionar
ao meio HCI 1N e aguardar a turvagdo do meio.

d) Resultado e Interpretacdo
Lembrando que o DNA é material protéico e que o HCI, como é&cido, tem poder
desnaturante sobre as proteinas, a turvacdo do meio € apenas a precipitacdo do DNA
desnaturado. Se a bactéria produzir DNAse, todo o DNA ao seu redor terd sido degradado,
entdo ao adicionar o HCL ndo havera turvacdo nesta area. Portanto, se houver um halo claro
ao redor do crescimento bacteriano, o resultado é positivo.
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ANEXO B
1 Provas Bioquimicas para Identificacdo de Staphylococcus coagulase negativos

1.1  Prova de fermentacdo de acUcares (xilose, sacarose, trealose, maltose, lactose,
frutose e manose)
(KONEMAN et al., 2008).

a) Principio
Determinar a capacidade do microrganismo de hidrolisar os agUcares incorporados a
um meio base com producdo de acido.

b) Composicdo do Meio
Estes testes foram realizados em Caldo Vermelho de Fenol (Oxoid, Hampshire,
Inglaterra), suplementado com 1% do respectivo carboidrato (o carboidrato foi adicionado no
meio apos ter sido filtrado em membrana de diametro 0,45 poro).

c) Técnica
Foi inoculado o microrganismo a ser testado no meio suplementado com o carboidrato
especifico e incubado em estufa bacterioldgica a 35-37° C por até 24 horas.

d) Resultado e Interpretacdo
Leitura: Prova positiva: multiplicacdo do microrganismo com viragem do pH do meio
de cultura (vermelho para amarelo). Prova negativa: multiplicagdo do microrganismo sem
alteracdo de cor. (MAC FADDIN, 1976; MURRAY et al., 1999; APHA, 2001).

1.2 Teste de producéo de Urease
(KONEMAN et al, 2008).

a) Principio
Determinar a habilidade do microrganismo em degradar, enzimaticamente, a ureia pela
urease, com formacao de duas moléculas de aménia.
b) Composicdo do meio
(Uréia Agar base- Christensen)

Peptona 1,09
Glicose 1,09
Cloreto de sédio 5,09
Fosfato dipotassio 2,09
Vermelho-de-fenol 0,012g
Agar 12,09
Agua destilada 1.000m|

A uréia é acrescentada apos esterilizacdo por filtracéo

c) Técnica
Inocula-se a cultura fazendo estrias na superficie do agar, utilizando a alga de platina.

d) Resultado e Interpretacdo
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O teste positivo (rosa-escuro) significa que a bactéria possui a enzima urease, que
hidrolisa a uréia em amdnia, alcalinizando o meio e virando o indicador de vermelho de fenol
de amarelo (pH 6,8) para rosa-escuro (pH 8,0).

No teste negativo, 0 meio permanece amarelo, mas com crescimento, porque a
bactéria se utiliza da peptona presente no meio.
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