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RESUMO

PRIBUL, Bruno Rocha. Avaliacio da Resisténcia a Vancomicina e do Perfil de
Suscetibilidade a Bacteriocinas de Staphylococcus spp Isolados de Mastite Bovina da
Regiio Sul do Estado do Rio de Janeiro. 41p Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias
Veterindrias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

As bactérias do género Staphylococcus estdo entre as mais implicadas na etiologia das mastites. Uma
dificuldade adicional no controle das infec¢des bacterianas por este género é representada por sua
freqiliente resisténcia aos antimicrobianos. Os glicopeptideos, como a vancomicina, aparecem como
uma alternativa terap€utica devido ao crescente aumento de cepas estafilococicas resistentes aos
betalactamicos, que sdo os farmacos de eleicdo nestas infecgdes. Desse modo, a resisténcia aos
glicopeptideos representa uma ameaga ao futuro da terapia antimicrobiana em humanos e animais. O
presente trabalho buscou avaliar o perfil de resisténcia a vancomicina em isolados de Staphylococcus
spp. oriundos de amostras de leite de vacas com mastite. Todos os 150 isolados estudados (50
Staphylococcus aureus, 50 Staphylococcus intermedius ¢ 50 Staphylococcus spp. coagulase
negativos), foram avaliados através dos testes de difusdo em disco simples, microdilui¢do em agar e
detecgdo dos genes vand e B. O teste de suscetibilidade antimicrobiana revelou elevada resisténcia aos
beta-lactdmicos para todos os grupos avaliados. No ensaio de difusdo em disco, os isolados coagulase-
positivos apresentaram um perfil de resisténcia de 24% a teicoplanina (24/100) e 23% a vancomicina
(23/100). No teste de microdiluicdo em agar para deteccdo da CIM, 16% dos isolados apresentaram
resisténcia a vancomicina (16/100). Entre os isolados resistentes no teste de microdilui¢do em agar,
56,25% dos isolados (9/16) apresentaram valores de CIM que variaram entre 4-8ug/ml. Os
Staphylococcus coagulase-negativos ndo apresentaram resisténcia aos glicopeptideos. Os genes de
resisténcia a vancomicina foram detectados em 37,5% dos isolados vancomicina-resistentes (6/16).
Para se buscar uma correlagdo entre a presenca de resisténcia aos glicopeptideos e a capacidade de
formagdo de biofilme foram realizados os testes de caracterizagdo de crescimento em agar vermelho
congo e detecgdo de biofilme pelo teste de aderéncia em microplacas, onde foram detectados 66,66% e
90,00% respectivamente, de isolados produtores de biofilme. A producdo de “s/ime” ndo apresentou
correlacdo estatistica com a resisténcia aos glicopeptideos. O perfil de sensibilidade dos isolados de
Staphylococcus spp. foi avaliado frente as bacteriocinas produzidas pelos Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus acidophillus e Lactobacillus fermentum. As bacteriocinas que apresentaram maior
capacidade de inibi¢do frente aos Saphylococcus spp. testados foram as produzidas pelos
Lactobacillus paracasei

Palavras-chave: Staphylococcus spp. Mastite. Resisténcia a vancomicina. Bacteriocinas.



ABSTRACT

PRIBUL, Bruno Rocha. Evaluation of Vancomycin Resistance and Susceptibility Profile
Bacteriocins of staphylococci isolated from bovine mastitis in Southern State of Rio de
Janeiro. 41p Thesis (Master of Veterinary Science). Instituto de Veterinaria, Departamento
de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Bacteria of the genus Staphylococcus are among the most implicated in the etiology of
mastitis. An additional difficulty in controlling bacterial infections by this genus is
represented by its frequent resistance to antibiotics. The glycopeptides (eg vancomycin)
appear as an alternative therapy because of the increasing strains of staphylococci resistant to
beta-lactams, which are the drugs of choice in these infections. Thus, glycopeptide resistance
represents a threat to the future of antimicrobial therapy in humans and animals. This study
aimed to evaluate the profile of vancomycin resistance pheno-genotypically in
Staphylococcus spp. milk samples from cows with mastitis. All 150 isolates (50 isolates of
Staphylococcus aureus, 50 isolates of Staphylococcus intermedius and 50 isolates of
Coagulase-negative Staphylococcus spp. (CNS) were evaluated using the tests of disk
diffusion, agar microdilution and detection of vand e vanB genes. The antimicrobial
susceptibility test showed high resistance to beta-lactam antibiotics for all groups. In the disk
diffusion test, 24% of coagulase-positive isolates showed resistance to teicoplanin (24/100)
and 23% to vancomycin (23/100). In the agar microdilution test for detection of CIM, 16% of
the isolates were resistant to vancomycin (16/100). Among the resistant isolates in the agar
microdilution testing, 56.25% of the isolates (9 / 16) had MIC values ranging from 4-8ug/ml.
Staphylococcus coagulase-negative showed no resistance to the evaluated glycopeptides.
Genes for resistance to vancomycin were detected in 37.5% of vancomycin-resistant isolates
(6 /16). To seek a correlation between the presence of glycopeptide resistance and the ability
of producing biofilm, tests were performed to characterize growth in Congo red agar and also
detection of the biofilm adherence test in microplates. It were detected 66.66% and 90, 00%,
respectively, of isolates producing biofilm. The production of "slime" presented no statistical
correlation with resistance to glycopeptides. The sensitivity profile of Staphylococcus spp.
was assessed against the bacteriocins produced by Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
acidophilus and Lactobacillus fermentum. Lactobacillus paracasei bacteriocins presented the
highest inhibition capacity.

Key words: Staphylococcus spp. Mastitis. Vancomycin resistance. Bacteriocins.



LISTA DE ABREVIACOES
AVO = avoparcina
BHI = infusao de cérebro e coragao
CCS = contagem de células somaticas
CIM = concentracao inibitoria minima
CLSI = Clinical and Laboratory Standards Institute
CMT = “California Mastistis Test”
CRA = Agar Vermelho Congo
DNA = 4cido desoxiribonucléico
GEN = Gentamicina
GISA = Staphylococcus aureus com resisténcia intermediaria ao glicopeptideo
hVISA = §. aureus com resisténcia intermediaria heterogénea a vancomicina
mL = mililitros
mm = milimetros

mM = milimolar

Kb = quilobase

MEYV = microscopia eletronica de varredura

MRSA = Staphylococcus aureus resistente a meticilina

NCCLS = National Committee for Clinical Laboratory Standards
OXA = Oxacilina

pb = pares de base

PBP = Proteina de ligagdo a penicilina

PBP2a = proteina de ligag@o a penicilina de baixa afinidade
PCR = Reagdo em Cadeia de Polimerase

PEN = Penicilina



pH = potencial hidrogenidnico

PIA = polissacarideo de adesao intercelular
PNAG = N-acetilglicosamina polimérica
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TE = Tris-HCl ¢ EDTA

TEC = Teicoplamina

TEM = microscopia eletronica de transmissao
TSB = Tripticase-Soja

UI = unidade internacional

VAN = Vancomicina

VISA = S§. aureus com resisténcia intermediria a vancomicina
VRE = enterococos vancomicina-resistentes
VRSA = S. aureus resistente a vancomicina
VSSA = S. aureus sensivel a vancomicina

Lg = micrograma

puL = microlitro

°C = graus Celsius
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1. INTRODUCAO

A mastite bovina representa um grande problema para a producao leiteira, acarretando
significativas perdas econdmicas devido as alteragdes na quantidade/qualidade do leite.
Adicionalmente, o impacto desta doenca se estende a custos financeiros de um programa de
controle baseado em estratégias terapéuticas, servigos laboratorial e veterinario.

As bactérias do género Staphylococcus estdo entre as mais implicadas na etiologia das
mastites. Nas décadas mais recentes, uma dificuldade adicional no controle das infec¢oes
bacterianas ¢ representada por sua freqliente resisténcia aos antimicrobianos (AARESTRUP
etal., 2001).

Os farmacos de eleicdo utilizados nas infecgdes mastiticas por estafilococos estdo
compreendidos em trés principais grupos: B-lactdmicos, aminoglicosideos e macrolideos. Até
alguns anos atrds, os [-lactamicos apresentavam eficacia terap€utica no tratamento das
infeccOes estafilococicas, atualmente, no entanto, inumeros trabalhos vém relatando a
disseminagdo de cepas resistentes, nas quais a producdo de B-lactamases e modificacao das
PBPs sdo os mais importantes mecanismos descritos (AARESTRUP et al., 2001).

Em estudo realizado anteriormente por Coelho e colaboradores (2007) para se avaliar a
presenca de estafilococos resistentes a oxacilina em amostras de mastite bovina, foi detectado
um percentual considerdvel de resisténcia a vancomicina, impulsionando a realizagdo do
presente trabalho, visto que os glicopeptideos aparecem como uma alternativa terapéutica a
resisténcia aos B-lactamicos. A emergéncia mundial de clones bacterianos de origem animal
resistentes a glicopeptideos, em especial os enterococos vancomicina-resistentes (VRE),
representa uma ameaca significativa ao futuro da terapia antimicrobiana em humanos e
animais.

Considera-se que o crescimento da resisténcia aos antimicrobianos se da pelo uso
inapropriado destes e, também, por praticas equivocadas utilizadas na pecudria bovina,
ampliando a gama de bactérias resistentes (JOHN et al., 2002). No caso especifico dos VREs,
a explica¢do apontada para a selecdo dos clones resistentes foi a utilizagdo de antibidticos
como promotores de crescimento em racdes animais. A utilizagdo do glicopeptideo
avoparcina em ragdes destinadas aos suinos e aves foi apontada como fator de pressao de
selecdo para a disseminagdo dos genes de resisténcia a vancomicina. Adicionalmente, estudos
conduzidos recentemente apontam para um possivel intercAmbio de genes entre VREs e
Staphylococcus spp, contribuindo para a disseminac¢do da resisténcia a vancomicina neste
género bacteriano. O isolamento de cepas de Staphylococcus spp apresentando
simultaneamente os genes mecA e vanA preocupou os sistemas de vigilancia em varios paises
(CHANG et al., 2003 ; SAHA et al., 2008).

A diminuicdo da eficicia dos antimicrobianos tem estimulado a busca por alternativas
ao controle dos patdogenos. A microbiota saprofita ¢ composta de espécies que exercem
influéncia significativa sobre o equilibrio de um determinado nicho ecoldgico, através da
prevencdo do crescimento e da invasdo por bactérias patogénicas. O papel protetor desta
microbiota se da por meio de exclusdo competitiva, competi¢cdo por nutrientes e liberacdo de
bacteriocinas. As bacteriocinas sdo compostos de natureza protéica com atividade
antimicrobiana (PASCUAL et al., 2008). As bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-
positivas sdo peptideos catidnicos com menos de 60 residuos de aminoécidos, que atuam
como permeabilizadores da membrana plasmética e cuja agdo toxica pode inibir o
crescimento de cepas proximamente relacionadas, como também de espécies nao-
relacionadas. As bacteriocinas produzidas por bactérias dcido-laticas sdo classificadas
baseado na estrutura primaria, massa molecular, estabilidade térmica e organizacao molecular.
O género Lactobacillus por causa de sua diversidade de espécies e habitat ¢ considerado o
principal produtor de bacteriocinas deste grupo (PASCUAL et al., 2008). A inibicdo do



crescimento de patdégenos por bacteriocinas aponta para uma alternativa de controle biologico
em determinados processos infecciosos (PASCUAL et al., 2008).

Desse modo, o objetivo desse estudo ¢ avaliar de modo mais aprofundado a resisténcia
a vancomicina, detectada anteriormente pela técnica de difusdo em disco, em isolados de
Staphylococcus spp. a partir de quadros de mastite bovina, como também o perfil de
suscetibilidade desse isolados frente a bacteriocinas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mastite

O sistema agroindustrial do leite tem grande importancia social por se tratar de uma
atividade praticada em todo o territério nacional, em mais de um milhdo de propriedades
rurais e, somente na producdo primaria, gerou na Ultima década, acima de trés milhdes de
empregos e agregou mais de seis bilhdes 4 agropecuaria nacional (CARVALHO, 2009). Uma
das principais causas de prejuizos econdmicos para o produtor ¢ a inflamac¢do da glandula
mamaria, ou mastite, que pode ser causada por diversos microorganismos (FOURICHON et
al., 2001; JONG et al., 2001). Os prejuizos ocorrem devido a reducdo na producdo de leite,
aos custos com medicamentos e veterindrios, a morte ou descarte precoce de animais € as
multas pagas pelos produtores em alguns paises. (LANGONI, 1999; YALCIN et al., 1999;
PRESTES et al., 2003). A mastite ¢ ainda considerada um problema de Saude Publica, pois
resulta na contaminacdo do leite e derivados antes e durante o processamento (MARTINS et
al, 2010).

A mastite, inflamagdo da glandula mamaria pode ser classificada em duas formas: clinica
e subclinica. A mastite subclinica apresenta prevaléncia muito maior que a forma clinica e
caracteriza-se por alteragdes na composicao do leite, tais como aumento no niimero de células
somaticas e dos teores de cloro e sodio, além da diminui¢ao nos teores e caseina, lactose e
gordura (FONSECA; SANTOS, 2000). Prestes e colaboradores (2003) relatam que a forma
subclinica ¢ mais prejudicial que a forma clinica, pela falta de sintomas ou sinais
determinando perdas econdmicas maiores devido a freqiiéncia de persisténcia do processo.

A mastite pode ainda ser classificada quanto a forma de transmissdo, em primaria
(contagiosa) e secundéria (ambiental) (SOMMERHAUSER et al., 2003).

O “California Mastistis Test” (CMT), idealizado por Schalm e Noorlander (1957), ¢
capaz de detectar o processo inflamatorio na glandula mamadria e € aceito internacionalmente
para o diagndstico da mastite subclinica no campo (COSTA, 1998). Campos (2000)
acrescenta que esse ¢ um bom teste preditivo positivo.

Os agentes etiologicos da mastite contagiosa necessitam do animal para a
sobrevivéncia, pois se multiplicam na glandula mamaria, canal do teto ou sobre a pele. A
mastite ¢ transmitida de uma vaca infectada para outra sadia, principalmente, durante a
ordenha (PRESTES et al., 2003). As mastites contagiosas se caracterizam por apresentar alta
incidéncia de casos subclinicos, tendéncia a cronicidade e alta contagem de células somaticas
(CCS) (FIGUEIREDO, 1995).

A mastite ambiental ¢ causada por agentes que vivem preferencialmente no habitat da
vaca, em locais que apresentam esterco, urina, barro e matéria organica (FIGUEIREDO,
1995; FREITAS et al., 2005). Este tipo de mastite caracteriza-se por alta incidéncia de casos
clinicos, geralmente de curta duragdo, freqiientemente, com manifestacdo aguda e com maior
concentragdo nos momentos do pré e pos-parto imediato. A infec¢cdo ocorre preferencialmente
no periodo entre as ordenhas (ERSKINE; EBERHART, 1990).

Os Staphylococcus spp. sdo considerados patdgenos contagiosos, disseminando-se
rapidamente na granja leiteira, sendo um dos mais freqiientes agentes etiologicos da mastite
bovina (SOMMERHAUSER et al., 2003). Apesar de décadas de pesquisas com o intuito de
controlar este patdogeno, ele permanece como problema econdmico para produtores de leite
em geral, determinando perdas econdmicas significativas em todo o mundo (AARESTRUP et
al,. 1995; BUZZOLA et al., 2001; NAGASE et al., 2002; ZADOKS et al., 2002). O principal
reservatorio de S. aureus parece ser a glandula mamadria infectada e a transmissdo entre as
vacas ocorre durante a ordenha (AKINEDEN et al., 2001).

Segundo Prestes e colaboradores (2003) a mastite ¢ considerada de impossivel
erradicacdo, porém, passivel de controle.



2.2. Género Staphylococcus

A denominagdo Staphylococcus foi primeiramente utilizada para designar células
bacterianas de forma circular (cocoide) em arranjos irregulares semelhantes a cachos de uva
observadas em um abscesso por Dr. Ogston em 1881. No entanto, foi somente quatro anos
mais tarde que o género Staphylococcus foi adequadamente descrito por Rosenbach
(GARRITY; HOLT, 2001).

Até 1999 este género pertencia a Familia Micrococcaceae, a qual incluia também os
géneros Planococcus, Micrococcus € Aerococcus (GARRITY; HOLT, 2001). Foi somente na
ultima década, com o avango da biologia molecular, estudos genéticos, perfis de acidos
graxos, composi¢ao da parede celular e principalmente, estudos com RNA ribossomico 16S
que o género Staphylococcus foi incluido numa nova familia: Staphylococcaceae (GARRITY;
HOLT, 2001). Atualmente ja sdo 40 espécies descritas no género (BANNERMAN, 2003;
EUZEBY, 2007), a maioria coagulase-negativo, caracterizando-se a exclusividade da sintese
desta enzima aos S. aureus, S. schleiferi subsps. coagulans, S. intermedius, S. hyicus e S.
delphini (BANNERMAN, 2003).

Todas as espécies do género Staphylococcus sdo produtoras da enzima catalase e se
reproduzem por fissdo bindria em todos os planos espaciais. A divisdo celular em varios planos
espaciais resulta em um agrupamento das células bacterianas em conformagdes que lembram
cachos de uvas, o que ¢ caracteristico e evidente especialmente quando as células sao
cultivadas in vitro e observadas por microscopia optica (TRABULSI; ALTHERTHUM, 2005).

As espécies do género Staphylococcus conseguem crescer em meios hipertonicos (em
concentracdes de até 15% de NaCl), numa ampla gama de pHs (de 4,2 a 9,3) e em
temperaturas entre 7°C e 48,5°C (KONEMAM et al., 2008), e se encontram amplamente
distribuidas no ambiente e como microbiota anfibiontica de seres humanos e de animais, além de
serem também responsaveis por uma variedade de infec¢cdes (KLOOS; BANNERMAN, 1999).

Os Staphylococcus spp. sdo um importante agente etioldgico de infec¢des em animais
domésticos de companhia e de animais destinados a produ¢ao de alimentos (SEGUIN et al.,
1999; AARESTRUP et al., 2000; ZADOKS et al., 2000). E o agente bacteriano mais
comumente isolado de casos de mastite bovina, sendo apontado pelo International Dairy
Federation como sendo o principal patdégeno neste processo (BRITO; BRITO, 1998;
LANGONI, 1999).

2.3. Resisténcia antimicrobiana em Staphylococcus spp.

A resisténcia a penicilina em Staphylococcus spp. foi observada em apenas um ano
apods a sua introdugdo e, no inicio de 1950, trés quartos das cepas de S. aureus em grandes
hospitais de muitos paises se tornaram resistentes a penicilina. Atualmente, 90 a 95% de
estirpes clinicas de S. aureus em todo o mundo sdo resistentes a penicilina. Em 1959, a
primeira meticilina-penicilina antiestafilococica foi introduzida. Dentro de dois anos, a
primeira cepa de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) emergiu (PARKER; JEVONS,
1964; NOSKIN et al., 2005).

Este padrao tem sido continuado entre os agentes mais novos. Linezolida foi
introduzida clinicamente no ano de 2000, sendo que o primeiro isolado MRSA resistente a
linezolida foi descrito na literatura, um ano apds sua introducao (TSIODRAS et al., 2001).

O perfil de multirresisténcia apresentado por amostras MRSA hospitalares tornou a
vancomicina o firmaco de escolha para o tratamento de infecgdes por este microorganismo,
resultando no uso acentuado desse antimicrobiano tendo em vista o grande aumento nas taxas
de resisténcia a oxacilina (CASEY et al, 2007). A conjun¢do desses fatores resultou no
cendrio perfeito para o surgimento, primeiro, de amostras com resisténcia intermedidria a
vancomicina (VISA) (HIRAMATSU et al., 1997) e, logo depois, amostras resistentes
(VRSA) (CDC, 2002). Porém a vancomicina, ao contrario da maioria dos antimicrobianos



antiestafilococicos, apresentou uma grande eficacia no combate de cepas MRSA, visto que o
primeiro isolado de S. aureus resistente a este agente levou quase 40 anos para ser
reconhecido, sendo classificado como o primeiro S. aureus com resisténcia intermediaria ao
glicopeptideo (GISA).

O aumento nas taxas de resisténcia aos antimicrobianos acarreta diversos problemas
clinicos e terapéuticos, sendo o principal deles o aumento nas taxas de morbidade e
mortalidade. A crescente prevaléncia de bactérias multirresistentes resulta na utilizagao de
agentes antibacterianos de uso reservado como agentes de primeira linha, que muitas vezes
apresentam toxicidade elevada (LIVERMORE, 2000).

Embora varios estudos reportem a existéncia de cepas de S. aureus, isoladas de mastite
bovina, com resisténcia a varios agentes antimicrobianos, ainda € possivel detectar isolados
suscetiveis a diferentes classes destes agentes, mostrando que o monitoramento deve ser
realizado constantemente com o intuito de avaliar a circulagdo de genes de resisténcia
possibilitando a adog¢do de medidas de controle que dificultem a disseminagdo desses genes
(AARESTRUP et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2000; STEPHAN et al., 2001; TOLLERSRUD
et al., 2000; GENTILINI et al., 2000; RABELLO et al., 2005).

2.4. Resisténcia aos glicopeptideos em isolados oriundos de animais de producio

Considera-se que o crescimento da resisténcia aos antimicrobianos se da pelo uso
inapropriado destes e, também, por praticas equivocadas utilizadas na pecudria bovina,
ampliando a gama de bactérias resistentes (JOHN et al., 2002). No caso especifico da
resisténcia a vancomicina, a explicacdo apontada para a sele¢do dos clones resistentes foi a
utilizacao de antibidticos como promotores de crescimento em ragdes animais. A utiliza¢ao do
glicopeptideo avoparcina em ragdes destinadas a suinos e aves foi apontado como fator de
pressao de selegdo para a disseminagdo dos genes de resisténcia a vancomicina (CHANG et
al., 2003; SAHA et al., 2008), principalmente pela dissemina¢do de clones de enterococos
vancomicina-resistentes (VRE). Os enterococos sdo ubiquos e ocorrem na agua do solo e da
superficie, em plantas e legumes e permanecem como parte da microbiota normal de
alimentos provenientes de varias fontes (FRANZ et al.,, 1999). Os enterococos também
representam uma parte natural da microbiota intestinal, tanto em seres humanos e espécies
animais diferentes, e sdo utilizados como indicadores de contaminagdo fecal de agua e
alimentos. Durante os ultimos 15 anos, os enterococos t€ém emergido como uma importante
causa de infec¢des hospitalares, bem como a capacidade de enterococos de adquirir genes de
resisténcia tornando-o assim um desafio terapéutico. Enterococos resistente a vancomicina
(VRE) sdo de interesse particular, desde que o glicopeptideo vancomicina estd sendo usado
como o ultimo recurso para o tratamento de infecgdes causadas por enterococo e estafilococos
multiresistentes.

O uso ao longo prazo da avoparcina (AVO) como aditivo em alimentos (promotor de
crescimento) para engorda de suinos, aves e bovinos em muitos paises, excluindo os Estados
Unidos e o Canada (DONNELLY et al., 1996), resultou na selegcdo de VRE na microbiota
intestinal dos animais de produ¢do. Uma associa¢do entre o uso de avoparcina e a ocorréncia
de VRE em ambientes de criagdo de animais foi confirmada em 1995 na Dinamarca,
Alemanha e Noruega (AARESTRUP, 1995; KLARE et al., 1995; KLARE et al., 1995;
KRUSE et al., 1999). Como conseqiiéncia, a avoparcina foi proibida na Noruega e na
Dinamarca em 1995 e na Alemanha em 1996. Em 1997, avoparcina foi proibida na UE, sendo
retirada do mercado pela sua fabricante, a Roche Vitaminas (RAGG, 1999). Alimentos de
origem animal sdo considerados a via mais provavel de transmissdo de VRE do reservatorio
de animais para humanos, e varios estudos tém documentado a presenga de VRE em
alimentos (CHADWICK et al., 1996;. KIRK et al., 1997; WEGENER et al., 1997;. KLEIN et
al., 1998; QUEDNAU et al., 1998; VAN DEN BRAAK et al., 1998). Entretanto, no Brasil,



este monitoramento ainda nao ¢ realizado de modo articulado, seja pela dimensao continental
do pais como pelas discrepancias entre as caracteristicas geopoliticas das diferentes regides.
Estudos conduzidos recentemente apontam para um possivel intercambio de genes entre
VREs e Staphylococcus spp, contribuindo para a disseminacdo da resisténcia a vancomicina
neste género bacteriano (SAHA et al., 2008).

Tendo em vista que a vancomicina ¢ o antimicrobiano de elei¢do frente a isolados
resistentes aos betalactamicos, torna-se de fundamental importancia o estudo da circulacao de
isolados resistentes aos glicopeptideos no ambiente de produgdo animal, visto que no Brasil
estes isolados sdo reportados apenas no ambiente hospitalar. Desta forma pode haver a
marginalizacdo de uma possivel fonte de veiculagdo de genes de resisténcia a vancomicina
através de produtos de origem animal. Embora o uso da avoparcina como promotor de
crescimento esteja proibido, no Brasil desde 1998, ndo se pode negligenciar os possiveis
impactos do uso deste glicopeptideo na disseminacao de resisténcia (LEME et al., 2000).

2.5 Vancomicina

2.5.1 Composicao quimica da vancomicina
A vancomicina ¢ um antibiotico da classe dos glicopeptideos triciclicos, produzido
pelo Streptococcus orientalis (Figura 1) (MARTINDALE, 1999).
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Figura 1. Estrutura molecular, formula quimica e peso molecular da vancomicina
(MARTINDALE, 1999).

E utilizada para o tratamento de pacientes alérgicos a B-lactamicos acometidos por
infecgdes estafilococicas sistémicas e para infecgdes por enterococos € pneumococos
resistentes a penicilina, estafilococos resistentes a oxacilina (TAVARES, 2002), ainda sendo
destacavel seu papel como antibidtico de escolha para tratamento de Staphylococcus aureus
meticilina resistente (MRSA) (MANDELL; PETRI, 1996).



2.5.2 A sintese da parede celular em bactérias e o mecanismo de acio da vancomicina

Para entender o mecanismo de agdo desta classe de antibidticos ¢ fundamental
entender como a parede celular ¢ formada e mantida nas células bacterianas.

A parede celular ¢ uma estrutura que apresenta fun¢do primordial em bactérias. A
pressao osmdatica interna na maioria das bactérias € entre 5 e 20 atmosferas e a resisténcia da
parede celular ¢ que torna vidvel a célula bacteriana ser estdvel (HIRAMATSU, 1998).

A biossintese da parede celular ocorre em trés fases principais. A primeira delas
consiste na sintese intracelular (citoplasma) de mondémeros de mureina a partir de
aminoacidos e de unidades de aglcares; a segunda fase consiste na polimerizagdo dos
mondmeros de mureina em polimeros de peptidoglicano lineares sendo mediada por lipideos
e ocorrendo na membrana celular; e a terceira consiste na ligagdo cruzada dos polimeros em
redes bidimensionais e redes tridimensionais no espago periplasmatico (entre membrana
celular e camada de mureina ja existente). A maior parte da sintese da parede celular
bacteriana consiste em remodelagem, isto ¢, as bactérias acrescentam novos componentes de
parede celular a uma parede celular previamente existente (GOLAN et al., 2009).

O peptideoglicano ou mureina ¢ formado por dois aglicares aminados (N-
cetilglucosamina e N-acetil murdmico) e 10 aminoacidos. A sintese deste no citoplasma
comeca com a producdo inicial de um monomero de N-acetilmurdmico e cinco aminoacidos
(L-alanina, acido D-glutamico, L-lisina e duas D-alanina). Posteriormente, a seqiiéncia inicial
¢ transportada para a superficie externa por um canal de lipidios, mas, antes de chegar ao seu
destino, este canal acrescenta a estrutura o componente de N-acetilglicosamina e cinco
residuos de glicina. Neste momento a glicosiltransferase gera ligagdes entre os dois agucares
aminados polimerizando assim as cadeias nascentes de peptideoglicano e a transpeptidase,
também conhecida como proteina de ligacdo a penicilina (PBP), reconhece os residuos de D-
alanil-D-alanina, para posteriormente levar a um corte entre esses dois tipos de residuos,
permitindo a ligacdo entre o penultimo residuo da cadeia de D-alanina com pentaglicina do
segundo monomero, desta forma liga as cadeias de peptideoglicano recém-formadas as cadeias
de peptideoglicano ja existentes nas células de S. aureus (ligagdo cruzada). Esta seqiiéncia de
acdes permite o crescimento do peptidoglicano e, portanto, maior estabilidade estrutural da
parede bacteriana (Figura 2) (HIRAMATSU, 1998).

Qualquer uma destas trés fases ¢ passivel de servir de alvo para inibi¢do por fAirmacos,
porém apenas algumas etapas bioquimicas sdo bloqueadas pelos farmacos disponiveis
(GOLAN et al., 2009) (Figura 2).
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Figura 2. Biossintese da parede celular bacteriana e sua inibigdo por farmacos (GOLAN et
al., 2009)

A vancomicina inibe a sintese da parede celular pela ligagdo, com elevada afinidade,
ao terminal D-alanil-D-alanina das unidades precursoras da parede celular (monomero de
mureina). O bloqueio da sintese do peptideoglicano também facilita a entrada do
aminoglicosideo, conferindo sinergismo entre vancomicina e gentamicina (PALMER-TOY,
2000).

O mondmero de mureina ligado a vancomicina ndo serve como substrato para a enzima
glicosiltransferase. Ha duas classes de sitios de ligagdo da vancomicina na célula do S. aureus :
1) os residuos de D-alanil-D-alanina nas camadas completadas de peptideoglicano ou na cadeia
nascente de peptideoglicano; e 2) os mondmeros de mureina localizados na membrana
citoplasmatica que servem de substrato para a enzima glicosiltransferase. A ligagdo dos
glicopeptideos aos sitios alvos ja formados (D-alanil-D-alanina nas camadas completadas de
peptideoglicano) ndo inibe a sintese de novos peptideoglicanos, embora elas possam interferir
na formacao da ponte cruzada mediada pelas PBP. Por outro lado, a ligacdo dos glicopeptideos



aos mondmeros de mureina na membrana citoplasmatica inibe completamente a sintese do
peptideoglicano e a célula para de se multiplicar (RODRIGUES; VESGAS, 2005).

2.5.3. Resisténcia a vancomicina

O primeiro caso clinico de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) com sucetibilidade
reduzida a vancomicina (conhecido atualmente como S. aureus com resisténcia intermediaria a
vancomicina — VISA) foi no Japao em 1996 e isto evidenciou um agravamento na questao de
satde publica relacionada a resisténcia de estafilococos (HIRAMATSU et al., 1997). Apos este
achado foram descritos trés casos nos Estados Unidos (SMITH et al., 1999). Ha descri¢ao de
VISA em muitos paises como Brasil (OLIVEIRA et al., 2001; BAIOCCHI et al., 2003;
KURODA et al., 2001), Coréia (KIM et al., 2000), Franga (PLOY et al., 1998) e Tailandia
(TRAKULSOMBOON et al., 2001); com isto deve-se ressaltar que esta j4 ¢ uma questdo
global (HIRAMATSU, 2001).

2.5.4. Mecanismo de resisténcia a vancomicina

A hipdtese para aquelas cepas que sdo VRSA, ou seja, apresentam resisténcia completa
a vancomicina, podem estar respaldadas em uma modificacdo que consiste no peptideo final
do terminal D-alanil-D-alanina passar a D-alanil-D-lactato (Figura 4) (FONSECA, 2005;
LOWY, 2003).

Este peptideo tem menor afinidade pela vancomicina e nao altera a sintese da parede
celular. O mecanismo responsavel por este fenotipo de resisténcia € relacionado a conjugagao,
pelo S. aureus, de um plasmideo carreador gene vand proveniente do Enterococcus faecalis
(FONSECA, 2005; LOWY, 2003; CHAVERS et al., 2003).

Estafilococos Sensiveis a4 vancomicina

AVancc?mlcma possui alta afinidade pelo e sl i
C- terminal dos precursores da parede inibigdo da sintese da
celular bacteriana parede celular

-D-Ala-D-Ala |

-p-Ala-D-Ala

tripeptides

Estafilococos Sensiveis @ vancomicina

A vancomicina possui baixa afinidade pelos
precursores alterados da parede celular

vancomicina

 Sintese da
Parede celular

Figura 3. Esquema de mecanismo de resisténcia a Vancomicina — Substituicdo do D-alanil-
D-alanina por D-alanil-D-lactato (MURRAY, 2000).

Os enterococos possuem muitos sistemas de conjugacdo que faz com que sejam
disseminadores de genes de resisténcia para outras bactérias. Podem ser citados plasmideos
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que replicam em Bactérias Gram-positivas (estafilococos e estreptococos) e um transposon
especial (elemento que pula de um sitio do DNA para intracelularmente) de conjugagdo (pode
ser transferido de forma intercelular para outras bactérias e se integrar ao genoma)
(MURRAY, 2000; WOODFORD, 1998).

Genes de resisténcia ja foram encontrados nestes dois elementos, o que confirma esta
possibilidade de transferéncia de resisténcia (LECLERQ; COURVALIN, 1997; MURRAY,
2000; CDC, 2002). No primeiro caso documentado de VRSA dos EUA observou-se infecgao
concomitante por Enterococos resistente a vancomicina (ERV). O isolado de VRSA continha
0 gene vanA, o que sugere que a resistencia poderia ter sido adquirida do ERV (CDC, 2002).

O fendtipo de resisténcia vand ¢ o melhor descrito e se constitui numa proteina de
39kDa, homologa as ligases bacterianas (EDMOND, 1997; NICAS et al., 1989). Essas ligases
cromossomicas sdo codificadas pelo gene ddl e sdo as responsaveis pelo di-peptideo D-alanil-
D-alanina, que compde o final dos precursores de peptideoglicano que vao para a superficie
bacteriana (ARTHUR et al., 1996; CETINKAYA et al.,, 2000, FACKLAM et al., 2002;
CEREDA, 1999). O vanA faz a mesma ligagdo porém entre D-alanina e D-lactato, gerando o
D-alanil-D-lactato no lugar da D-alanil-D-alanina (FACKLAM et al., 2002). A ligacdo da
vancomicina a este novo terminal ¢ de baixa afinidade e entdo a polimerizagdao da parede
ocorre normalmente ndo sendo impedida pelo glicopeptideo em questdo (LECLERQ;
COURVALIN, 1997). As enzimas cromossomicas que produzem os precursores nao
modificados da parede da célula ainda sao funcionais na espécie resistente a vancomicina e os
seus produtos modificados (depsipeptideos) na sintese dos precursores modificados e nao
modificados do peptideoglicano (FACKLAM et al., 2002). Os graus de resisténcia a
vancomicina dependerdo das respectivas proporcoes de cada tipo de percursor (ARTHUR et
al., 1996). A bactéria sO serd resistente quando obtiver baixa quantidade de precusores
sensiveis (ARTHUR et al., 1996). Este fenotipo € representado por linhagens com altos niveis
de resisténcia a vancomicina devido a expressdo de genes contidos em um transposon da
familia Tn3, Tn1546 (ARTHUR et al., 1993). Este transposon com 10.851 pb ¢ carreado por
um plasmideo conjugativo (PALAZZO et al., 2006) e apresenta o conjunto de genes
necessarios e suficientes para expressar a resisténcia aos glicopeptideos (Figura 5).
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Figura 4. Esquema do mecanismo de resisténcia a glicopeptideos codificado pelo Tn 1546
(ARTHUR et al., 1996).

Os genes vanRS regulam a resposta a presenga do glicopeptideo, logo, ativa os demais
genes que codificam a resisténcia em si (ARTHUR et al., 1996; CETINKAYA et al., 2000;
DEPARDIEU et al., 2003). O gene vanS codifica uma proteina sensora, transmembrana e com
um dominio externo que capta a presenga do glicopeptideo e outro dominio citoplasmatico
que fosforila a proteina VanR. A proteina VanR fosforilada ativa os promotores R e H, que
por sua vez ativam a transcricao dos genes vanRS e vanHAXYZ ( CETINKAYA et al., 2000;
DEPARDIEU et al., 2003).

O gene vanH codifica a D-hidroxi &cido desidrogenase que produz o D-lactato a partir
do piruvado, e este D-lactato ocupara o lugar da D-alanina no peptideo que compode a parede
celular (ARTHUR et al., 1996; CETINKAYA et al., 2000).
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O gene vanX codifica uma D,D-dipeptidase que cliva o radicais D-alanil-D-alanina
para incorporagdo de D-alanil-D-lactato (ARTHUR et al., 1996; CETINKAYA et al., 2000).

O gene vanY codifica uma D,D-carboxipeptidase que cliva o radical D-alanil-D-
alanina que nao foi clivado pela D,D-dipeptidase descrita anteriormente (ARTHUR et al.,
1996; CETINKAYA et al., 2000).

O gene vanZ ainda ndo foi totalmente esclarecida, no entanto parece estar associada a
resiténcia a teicoplanina em algumas linhagens de enterococos de fenotipo vanAd e nao ¢ bem
esclarecida em estafilococos com o mesmo fenotipo (ARTHUR et al., 1996; ARTHUR et al.,
1995; COURVALIN, 2006).

O fenoétipo vanB ¢ representado por linhagens com niveis diversos de resisténcia a
vancomicina (ARTHUR et al., 1996). A expressao deste fendtipo se da pelo transpon Tn 1547
de 64 Kb. No entanto também ha relatos relacionando os transposon Tn1549 e Tn 5382
(QUINTILIANI; COURVALIN, 1996; CARIAS et al., 1998; GARNIER et al., 2000).

O fendtipo C ¢é representado por linhagens com baixa resisténcia a vancomicina
(NAVARRO; COURVALIN, 1994) sendo espécie especifico para enterococos. Além destes
fendtipos ha descri¢des de vanD, vanE e vanG, mas sdo pouco freqiientes (DEPARDIEU et
al., 2003; ABADIA et al., 2002; DERPADIEU et al., 2003). Sendo que os genes vanD e vanE
ndo sdo transferiveis por conjuga¢ao,logo nao acometem estafilococos (ABADIA et al., 2002;
DEPARDIEU et al., 2003) e o fenotipo vanG também ¢ representado por linhagens com baixa
resiténcia a vancomicina, no entanto tem o diferencial de estes genes poderem ser transferidos
por conjugacdo (ABADIA et al., 2002; DERPADIEU et al., 2003).

A avaliagdo do mecanismo de resisténcia intermedidria & vancomicina foi realizada em
dois isolados clinicos conhecidos como Mu50 e Mu3. Na andlise genética destes os autores
observram que nao havia o gene de resisténcia encontrado em Enterococos resistentes a
vancomicina (gene vanAd, vanB e vanCI-3) (HANAKI et al., 1998). No entanto os dois
isolados produziam PBP em maior quantidade que os controles negativos (VISA resistentes ou
ndo a meticilina) (HANAKI et al., 1998). Através de provas bioquimicas e da microscopia
eletronica de transmissdo (TEM) chegaram a hipotese que estes isolados produzem
quantidades maiores de peptideoglicano, ja que foram observados mais mondmeros de mureina
e maior numero de camadas de peptideoglicano compondo a parede celular (aproximadamente
de 30 a 40 camadas) (HANAKI et al., 1998).

Neste estudo também foram observadas diferengas entre os isolados Mu50 ¢ Mu3. O
Mu50 possuia mais muropeptideos ndo-aminados e menor nimero de ligagdes cruzadas entre
os peptideoglicanos associada ainda a uma reducdo na relagdo dimero/mondémero de
muropeptideo. Além disso, observaram que a parede celular deste isolado era capaz de reter
mais moléculas de vancomicina que o isolado Mu3 e os controles negativos supracitados
(HANAKI et al., 1998). Baseado nisto Hanaki e colaboradores (1998) avaliaram que este
mecanismo pode contribuir para resisténcia a vancomicina, ja que desta forma sdo consumidas
mais moléculas de vancomicina e assim a quantidade de moléculas ativas que alcangam a
membrana citoplasmatica ¢ reduzida (HANAKI et al., 1998). As moléculas glicopeptideo
ficam retidas nas camadas de peptideoglicanos e ndo chegam ao seu principal sitio de agdo, a
membrana citoplasmatica, logo, uma maior concentracdo de vancomicina ¢ necessaria para
preencher a maioria dos sitios de ligacdo na parede celular e alcangar o alvo (HIRAMATSU,
2001).

Ha ainda evidéncias que as camadas externas da parede celular misturadas com a
vancomicina seriam destruidas pelas proprias moléculas de vancomicina retida, com isto ha
prevencdo da entrada de vancomicina na parte mais interna da parede celular (Figura 3) (CUI
et al., 2000).

12



SINTESIS ACCESD DEL GUCOPEFTIDD
DE L& PARED & LDS SITIOS DE SINTESIS
CELULAR OE L& RFARED CELULAR

CELULA SUSCEPTIBLE

n ?
Inhibiduo . @ .0 “ Libre
Q b n ﬂ

F'-:-:r*ec:ln\J N 8
celular %"”Iﬁ"".||||||l'|||||||||L.||||||||||t||||u||||
|

L~

Membrana CELULA RESISTENTE
celular

Persiste

Blogueado
0

i i 2 8
. . 2% 8 ] N ’
JlIilmliﬁ"|||r||||||||||||l.||||||||||||||ﬁ||||| .
! | N

oo Precursor de pared celular con region terminal
O-alaning D-alanina

0 Muolgcula de glicopeptido

Regidn terminal O-alanina D-alanina da un papti-
doglicano libre

Regidn terminal D-alanina D-alanina de un pepti-
doglicano compuasto

Figura 5. Mecanismo de Resisténcia — prevencdo da entrada de moléculas de vancomicina
(CONTRERAS et al., 2005).

Baseado em diversos estudos alguns autores assumiram que a parede celular mais
espessa ¢ caracteristica fundamental para a resisténcia (HIRAMATSU, 2001). Isto pode ser
confirmado pelo fato que cepas VISA quando cultivadas em meio sem vancomicina,
apresentam, apoOs algumas passagens diminuicdo do espessamento da parede celular; e estas
mesmas cepas quando semeadas em meios com altas concentra¢des de vancomicina voltam a
apresentar espessamento da parede celular (CUI et al, 2003).

Outra forma de se espessar a parede celular além de produzir maior quantidade de
peptideoglicano ¢ diminuir a redu¢cdo de camadas externas mais velhas de peptideoglicano que
formam a parede celular. O processo normal ¢ que enzimas autoliticas degradem as camadas
externas mais velhas conforme camadas mais novas sao produzidas na superficie da membrana
citoplasmatica, se este mecanismo ¢ interrompido ha um maior espessamento da parede celular
(HIRAMATSU, 2001).

Com o aumento da producdo de mureina, os niveis intracelulares de glutamato caem.
A glumatima é consumida pelo aumento da atividade da enzima glicosamina 6-fosfato
sintetase para sintese de mureina. Com tudo isto se tem monomeros de mureina com estrutura
alterada sem amina, ¢ desta forma ndo ¢ possivel haver a ligagdo cruzada realizada pela PBP.
Logo, residuos D-alanil-D-alanina em quantidade muito maior ficam expostos na parede
celular, retendo a vancomicina nesses terminais livres. Estima-se que esta alteragdo pode levar
a retencdo de trés a seis vezes mais vancomicina que uma cepa VSSA (HIRAMATSU, 2001).
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2.5.5. Padronizacao dos métodos de avaliacdo da resisténcia a vancomicina

Ha uma certa divergéncia entre as nomenclaturas utilizadas para diferentes linhagens de
S. aureus em relagdo a sua resisténcia com a vancomicina pelo mundo.

Em 2001, a British Society for Antimicrobial Chemotherapy definiu que S. aureus com
MIC da vancomicina de 4 mg/L eram considerados sensiveis (VSSA) e com MIC igual a 8
mg/L da vancomicina como resistentes a vancomicina (VRSA) (TENOVER et al., 2001). Em
2002, o National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) definiu como
sensivel (VSSA) os estafilococos inibidos por concentragdes inibitorias minimas (MIC) de 4
mg/L. de vancomicina, intermediario (VISA) por concentragdes de 8 a 16 mg/L , e resistente
(VRSA) por concentragdes de 32 mg/L (NCCLS, 2002). Na mesma época, o “Comité de
I’ Antibiogramme de la Société Francaise Microbiologie” da Franca publicou parecer similar ao
estabelecido pelo NCCLS.

Em 2006, o CLSI [Clinical and Laboratory Sta ondards Institute — anteriormente
denominado National Committee for Clinical Laborratory Standards (NCCLS)], reduziu o
ponto de corte de suscetibilidade da vancomicina para o S. aureus de 4ug/mL para 2pg/mL ja
que alguns estudos apresentavam descricao de isolados com eficdcia reduzida da vancomicina
com CIM > 4ug/mL. O corte de resisténcia também foi reduzido de 32pg/mL para 16pg/mL,
pois alguns isolados com CIM > 16pug/mL ja eram totalmente resistentes a vancomicina. Apos
estes achados, a resisténcia intermediaria também teve que ser reavaliada, variando entre 4 a 8
pug/mL, porém os valores anteriores foram mantidos para os Staphylococcus spp. coagulase
negativos, ja que nao existiam dados clinicos que motivassem esta alteragdo (RICARDO,
2008; CLSI, 20006).

Este novo padrdo de classificagdo da suscetibilidade a vancomicina vem se mantendo,
como pode ser observado no boletim atualizado do CLSI (2010).

2.6. Producio de biofilmes por Staphylococcus spp.

Nas ultimas duas décadas diversas publicacdes tém apontado o género Staphylococcus
como um género bacteriano capaz de formar biofilme, causando um novo tipo de infecgdo, as
quais poderiam ser agrupadas e melhor definidas como: “infecgdes cronicas associadas a
biopolimeros” (GOTZ, 2002).

Costuma-se definir o termo biofilme como uma comunidade microbiana inserida em
uma matriz constituida de uma substancia polimérica extracelular composta de
polissacarideos. Esta comunidade apresenta um fenétipo diferenciado, com variagdes na
expressdo génica e sintese protéica, quando comparada com a populagdo de células
planctonicas (DONLAN; COSTERTON, 2002).

Através de microscopia eletronica de varredura, foi observado que tal polissacarideo
tem a propriedade de se aderir em superficies plasticas e, quando produzido em abundéncia,
parece mediar a formac¢do de uma estrutura constituida de multiplas camadas de células
bacterianas sobre a superficie de polimeros utilizados em dispositivos médicos implantaveis,
resultando em um filme biologico ou, simplesmente, biofilme (CHRISTENSEN et al., 1985).

A formacdo do biofilme parece ocorrer em duas etapas: adesdo da bactéria a uma
superficie e adesdo intercelular, formando multiplas camadas de células bacterianas (GOTZ,
2002).

Tem sido sugerido que o desenvolvimento do biofilme parece estar associado a
resposta da bactéria aos sinais (variagdes) ambientais tais como temperatura, pH,
osmolaridade, concentragdo de oxigénio e de nutrientes, o que sugere que o biofilme deva
estar sob fina regulagdo génica. Estudos recentes indicam que devam existir, pelo menos, dois
tipos de mecanismo de formagao de biofilme nos estafilococos: o biofilme ica-dependente,
mediado pelo polissacarideo de adesdo intercelular, também conhecido como N-
acetilglicosamina polimérica (MACK et al, 1996; GRINHOLC et al., 2007) e o ica-
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independente, este parecendo mais complexo, € cujo mecanismo envolvido em sua formagao
ndo se encontra ainda, totalmente, esclarecido (O'GARA, 2007).

O quorum-sensing dos S. aureus ¢ um sistema de comunicagdo bacteriana sobre a
densidade de células presentes nos biofilmes, e o locus responsavel € o locus agr que consiste
em 4 genes (agrA, agrC, agrD, agrB), sendo que este locus ¢ ativado durante a transi¢cao da
fase de multiplica¢do exponencial para a fase estaciondria por um mecanismo autorregulatdrio
que envolve um peptideo modificado que sinaliza a densidade celular (VOUNG et al., 2000).

Ha um consenso de que o biofilme contribua para a persisténcia bacteriana em sitios
infecciosos ou para infec¢des cronicas, pois dificulta a agdo dos mecanismos de defesa do
hospedeiro e de agentes antimicrobianos. Além disto, o biofilme confere uma maior
capacidade de ligagdo dos microorganismos a diferentes superficies. (CRAMTON et al.,
1999; CUCARELLA et al., 2001).

Em infeccdo experimental de glandulas mamarias de ovinos, amostras de S. aureus
foram capazes de produzir biofilme e apresentaram maior capacidade de coloniza¢do quando
comparadas com variantes nao produtoras deste material (BASELGA et al., 1993). O papel do
biofilme na aderéncia de amostras de S. aureus isoladas de mastite bovina também pode ser
observado em cultura de células, o que fornece evidéncias de seu possivel papel na
colonizacdo da glandula mamaria. A adesdo de S. aureus ao epitélio glandular mamario ¢
considerada a primeira etapa critica na patogénese da mastite (AGUILAR et al., 2001;
VASUDEVAN et al., 2003).

Estudos “in vitro” demonstraram que as bactérias nos biofilmes tornaram-se de 10-
1000 vezes mais resistentes aos efeitos dos agentes antimicrobianos quando comparadas com
as células livres das mesmas estirpes (AMORENA et al., 1999; OLSON et al., 2002;
CONLEY et al., 2003). Os mecanismos responsaveis pela resisténcia dos microrganimos nos
biofilmes aos agentes antimicrobianos sdo: demora na penetracdo de agentes antimicrobianos
através das matrizes dos biofilmes, taxa de multiplicagdo alterada de organismos nos
biofilmes, mudancas fisiologicas com o crescimento dos biofilmes incluindo as células
persistentes. A matriz de exopolisacarideo funciona como barreira aos agentes
antimicrobianos (STEWART; CONSTERTON, 2001).

2.7. Probidticos

No inicio do século 20, foi proposto que bactérias especificas exerciam beneficios a
satide do hospedeiro. Elie Metchnikoff, prémio Nobel por sua descoberta da fagocitose e
diretor do Instituto Pasteur, langou a idéia de que as bactérias lacticas presentes no iogurte
exerciam efeito benéfico ao organismo receptor, apds observar que camponeses bulgaros, cuja
dieta incluia a ingestao diaria de iogurte, apresentavam uma vida mais prolongada e saudavel
em relag@o as populagdes que ndo consumiam iogurte. A partir de entdo, varios estudos foram
desenvolvidos para esclarecer a relacdo destas bactérias na promoc¢ao da saude do hospedeiro
(SHORTT, 1999).

A palavra probidtico foi citada pela primeira vez por Lilley e Stillwell em 1965,
caracterizando substancias secretadas por um microrganismo, as quais estimulavam o
crescimento de outro (VANBELLE et al., 1990; FULLER, 1992).

A defini¢do atual aceita internacionalmente descreve que probidticos se tratam de
microorganismos vivos, ndo patogénicos, que administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a satde do hospedeiro (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF UNITED NATIONS, WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001;
SANDERS, 2003).
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2.7.1. Bacteriocinas

Através da evolugdo alguns microorganismos vém desenvolvendo diferentes estratégias
para competir por nutrientes em seu meio ambiente. Por exemplo alguns tem melhorado seus
sistemas de quimiotaxia (DE WEERT et al.,, 2002) e outros tem elaborado compostos
antimicrobianos para inibir outros membros do ambiente(JACK et al.,1995; RILEY et al.,
2001; SAHL; BIERBAUM, 1998).

O estudo da inibicdo observada entre bactérias, ja ocorria no final do Século IXX,
quando Pasteur e Joubert relataram a ocorréncia de interagdes antagonisticas entre bactérias,
ao observar que um isolamento bacteriano (talvez E. coli) era capaz de interferir com o
crescimento de Bacillus anthrax. (TAGG et al., 1976; HENG et al., 2007). Da mesma forma,
Babes observou, em 1985, a inibi¢ao de Corynebacterium diphteriae por um isolamento de
Staphylococcus sp., isolamento esse que passou a ser utilizado no tratamento de difteria na
época, sob forma de nebulizadores para aplicagcdo nasal (FLOREY, 1946).

Os estudos pioneiros de Pasteur geraram um método de controle de infec¢des, a entdo
chamada “estratégia de interferéncia bacteriana”, visando conter a proliferacdo de patogenos.
Alexander Fleming, em 1929, descobriu as propriedades antibidticas da penicilina, substincia
produzida pelo fungo do género Penicillium, que promovia o controle eficaz das infec¢des por
estafilococos, pneumococos e estreptococos (MADIGA et al., 2004).

Contudo, foi o trabalho pioneiro de Gratia (1925) o primeiro claramente elucidativo
sobre bacteriocinas, ao encontrar que um isolamento de E. coli produzia, em meio liquido de
cultura, uma substancia termoestavel e dializavel, capaz de inibir, em baixas concentracgoes, o
crescimento de outro isolamento da mesma espécie. E possivel que esse tenha sido o passo
inicial para o estudo das bacteriocinas (JACK et al., 1995).

Desde a introdu¢do na medicina humana, os antibioticos t€ém promovido um enorme
impacto no tratamento das doencas infecciosas e no sucesso de procedimentos médicos
invasivos, como cirurgias, ¢ também no tratamento de doengas de origem veterinaria.
Contudo, o aumento da resisténcia microbiana aos antibidticos contrapde-se as vantagens de
seu emprego (HANCOCK, 2001). Deste modo, o interesse na descoberta de novas substancias
que possuam ag¢do antimicrobiana vem sendo cada vez maior.

Diversas sdo as substancias antagOnicas que os microorganismos produzem contra
outros organismos. A funcdo principal destas substincias ¢ a de promover uma vantagem em
relagdo a organismos competidores que ocupam o mesmo nicho ecoldgico (JACK et al., 1995;
CRUPPER; IANDOLO, 1996). Os antibioticos de amplo espectro (SAADOUN et al., 1999),
produtos do metabolismo como &cidos organicos (LAVERMICOCCA et al., 2000),
sider6foros (MIRLEAU et al., 2000) e bacteriocinas (TAGG et al., 1976) sao exemplos destes
compostos.

Até 1995, mais de 100 bacteriocinas de bactérias lacticas foram identificadas (CHEN
et al., 1997). Elas sdo, em geral, pequenas proteinas cationicas, heterogéneas e hidrofobicas,
que apresentam de 20 a 60 residuos de aminoécidos, ponto isoelétrico elevado, caracteristicas
anfipaticas; variam consideravelmente quanto ao microrganismo produtor, ao espectro de
acdo, ao peso molecular e as suas propriedades bioquimicas. (KAISER; MONTVILLE, 1996;
VERHEUL et al., 1997).

2.7.1.1. Bactérias lacticas produtoras de bacteriocinas

Bactérias lacticas sdo cocos ou bastonetes Gram-positivos, ndo esporogenicos,
fermentadores, produtores de &cido lactico como resultado final da fermentacdo de
carboidratos, e apresentam metabolismo e caracteristicas fisioldgicas semelhantes
(AXELSSON, 1993).

Muitas espécies de bactérias lacticas (Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc), utilizadas na producdo de alimentos fermentados, tém
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apresentado antagonismo a outras bactérias, incluindo as do mesmo género e/ou patdgenos
(MCMULLEN; STILES, 1996).

Além de inibir o crescimento de patdgenos nos alimentos fermentados, acredita-se que
as bactérias lacticas proporcionem efeitos benéficos a satde. Esta crenca fortaleceu o
marketing de muitos alimentos contendo culturas vivas de bactérias lacticas, incluindo leite
ndo fermentado, leite fermentado, iogurte, culturas secas, bebidas e doces. Esses alimentos
com bactérias promotoras de beneficios a satde sdo denominados probidticos
(RICHARDSON, 1996).

Segundo Bruno e Monteville (1994) e Eijsink e colaboradores (1996), as bacteriocinas
sdo proteinas biologicamente ativas e exibem propriedades antimicrobianas contra espécies
intimamente relacionadas com o organismo produtor.

A acdo das bacteriocinas pode ocorrer de diferentes formas, dependendo mais dos
fatores relacionados a espécie bacteriana, como a fase de crescimento celular, e de suas
condi¢des de crescimento, do que uma caracteristica relacionada a sua propria molécula.
Podem, dessa forma, promover um efeito letal bactericida, sem lise celular (DAVEY, 1981;
CARMINATI et al.,, 1989; CILANO et al., 1991) ou com lise celular (bacteriolitico)
(HARRIS et al., 1989; KOJIC et al., 1991) ou, ainda, inibir a multiplicagdo microbiana, com
efeito bacteriostatico (CILANO et al., 1991). As bacteriocinas reagem com sitios especificos
ou inespecificos de ligacdo na bactéria sensivel e apresentam modo de acgdo similar,
desestabilizando a for¢a protonica da membrana da célula sensivel.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil dos isolados de Staphylococcus
spp a partir de quadros de mastite bovina clinica e subclinica nas regides Metropolitana e Sul-
Fluminense do Rio de Janeiro quanto a resisténcia a vancomicina, como também a
suscetibilidade a bacteriocinas produzidas por cepas de Lactobacillus spp.

3.2. Especificos

- Avaliar por métodos fenotipicos o perfil de resisténcia & vancomicina de isolados de
Staphylococcus spp. previamente identificados fenotipicamente e caracterizados por
amplificacdo do DNAr;

- Detectar os genes vanAd e vanB através das técnicas de reacdo em cadeia de polimerase e
eletroforese em gel.

- Buscar correlagdo entre as analises genotipicas e fenotipicas de resisténcia antimicrobiana.

- Buscar uma possivel correlagdo entre a capacidade de produgdo de “slime” como uma
possivel barreira mecanica impedindo a agcdo dos glicopeptideos.

- Avaliar o perfil de suscetibilidade destes isolados de Staphylococcus spp a bacteriocinas
produzidas por espécies de Lactobacillus spp.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Isolados bacterianos

Foi avaliado um total de 150 isolados de Staphylococcus spp previamente identificados
através de provas fenotipicas estabelecidas por Konemam e colaboradores (2008) e através da
identificacdo genotipica apds a amplificacdo do DNAr (STRAUB et al., 1999) para os
isolados da espécie Staphylococcus aureus e deteccdo dos genes nuc 3 e 4 (SILVA et al.,
2003) para os isolados da espécie Staphylococcus intermedius. Os isolados foram divididos
em grupos de 50 Staphylococcus aureus, 50 Staphylococcus intermedius e 50 Staphylococcus
coagulase-negativos. Todos os isolados foram oriundos de quadros de mastite bovina clinica
ou subclinica em propriedades leiteiras das regides metropolitana e sul do Estado do Rio de
Janeiro. A coleta das amostras foi realizada no periodo de 2007 a 2010, estocadas por
congelamento a -20°C em caldo infusdo de cérebro e coragdao (BHI).

4.2. Reativacao dos Isolados bacterianos
Os isolados mantidos congelados em caldo (BHI) a -20°C foram reativados a partir da
semeadura em agar Tripticase-Soja (TSB) e incubagao a 37°C por 24 horas.

4.3. Deteccio Fenotipica da Resisténcia aos Antimicrobianos

4.3.1. Preparo do inoculo

Os isolados foram inoculados em Caldo Tripticase-Soja (TSB) e incubados por 2 a 6
horas a 35°C até se obter uma turvagdo entre 8 a 10% de absorbancia num comprimento de
onda de 625mm no espectrofotdometro equivalente a 0,5 da escala McFarland, correspondendo
a concentragdo aproximada 1,5 x 10® microorganismos/mL. Amostra de cepa padrio utilizada
como controle foi a S. aureus ATCC25923 fornecida pelo INCQS — FIOCRUZ.

4.3.2. Difusdo em disco

Os testes de difusdo em disco foram efetuados para as amostras identificadas segundo
a metodologia recomendada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010),
onde 100 puL da suspensdo bacteriana (0,5mL) foram distribuidos por toda a superficie das
placas contendo dgar Mueller Hinton (Merck) com o auxilio da al¢a de Drigalski. Os discos
foram depositados sobre a superficie do meio de cultura, ja contendo o indculo. Apds
incubacdo por 24 horas a 35°C, os didmetros formados na zona de inibi¢do ao redor do
deposito dos farmacos, foram observados € medidos, em milimetros (KOHNER et al., 1999).

Foram testados dois betalactamicos de eleicdo, penicilina (10UI) e oxacilina (1pg),
dois glicopeptideos, vancomicina (30ug), teicoplanina (30 pg), € um macrolideo, a
gentamicina (10pg). O quadro 1 especifica as zonas de inibicdo do diametro avaliado em
milimetros dos antibidticos utilizados.
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Quadro 1. Zonas de inibicao avaliadas pelo didmetro dos antimicrobianos utilizados frente a
isolados de Staphylococcus spp.

Zonas de inibigao (mm)

Antimicrobianos
Resistente  Intermedidrio  Sensivel
Gentamicina (10pug) <12 13-14 215
Penicilina (10UI) <28 - >29
Oxacilina (1pg) <10 11-12 >13
Vancomicina (30pg) - - =15
Teicoplanina(30ug) <10 11-13 >14

4.3.3. Microdiluicio em agar (determinacio da concentracio inibitéria minima)

O método da microdilui¢do em 4gar permitiu a avaliagdo da menor concentracdo de
vancomicina capaz de impedir o crescimento bacteriano. Para isso, a solucdo estoque de
vancomicina (1,0mg/mL) foi diluida em diferentes concentragdes que variaram de
0,25pug/mL; 0,5ug/mL; 1,0ug/mL; 2,0ug/mL; 4,0ug/mL; 8,0ng/mL; 16 pg/mL; 24 ng/mL e
32 pg/mL em 4gar BHI.

As suspensoes bacterianas crescidas por 24h a 37°C em caldo BHI, foram diluidas até
107, a fim de obter-se uma quantidade final de, aproximadamente, 10°UFC/mL. Os isolados
foram repicados no agar BHI contendo as distintas concentra¢des de vancomicina e as placas
foram incubadas a 37°C por 24 horas. O resultado foi avaliado através do crescimento da
coldnia no agar. Logo, o valor da concentracdo do agar posterior ao que apresentou o ultimo
crescimento bacteriano, foi considerado como sendo a concentragdo inibitéria minima da
vancomicina (KOHNER et al., 1999). Os Staphylococcus spp. coagulase positivos que
apresentaram crescimento entre 4 a 8 upg/mL foram considerados com resisténcia
intermediaria & vancomicina. Ja os isolados que apresentaram crescimento em agar contendo
valores de CIM maiores ou iguais a 16,0ug/mL foram considerados resistentes, segundo
parametros estabelecidos pelo CLSI, 2010.

4.3.4. Agar “screen”

O desenvolvimento desta técnica se fez através da diluicdo da vancomicina (1,0
mg/mL) a uma concentragdo final de 6pug de antibidtico por mililitro de meio de cultura
(BHI). Os isolados foram semeados com o auxilio de um micropipetador onde foram
depositados 10 pL da suspensdo bacteriana. Apds 24 horas de incubagdo a 37°C a resisténcia
das cepas bacterianas ao antibiotico foi avaliada, onde qualquer colonia crescida na superficie
do meio de cultura foi considerada resistente (CLSIL, 2010).

4.4. Producao de “slime”

Os testes a seguir foram realizados com o intuito de se detectar uma possivel
correlacdo entre a capacidade de producdo de biofilme entre os isolados bacterianos e a
resisténcia aos glicopeptideos, visto que estes podem atuar como uma barreira mecanica
contra a acdo de alguns antimicrobianos, principalmente os de alto peso molecular como a
vancomicina.
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4.4.1. Teste do Agar Vermelho Congo

A produgcio de “slime” foi determinada pelo cultivo no Agar Vermelho Congo (CRA),
preparado a partir de 0,8g de corante vermelho congo (Sigma) para 1 L de Agar infusdo de
cérebro e coracdo (BHI) (Sigma) e 36 g de sacarose (Sigma). (FREEMAN et al., 1989). Para
tanto as placas de Agar Vermelho Congo foram inoculadas e incubadas a 37°C por 24 horas,
seguido por uma incubagdo a temperatura ambiente por 48 horas. A producdo de colonias
rugosas e pretas foi utilizada para diferenciar de estirpes nao produtoras de biofilmes, as quais
apresentaram colonias lisas e vermelhas (ARCIOLA et al., 2001).

Foram utilizadas também as cepas de S. aureus (ATCC 25923) e (ATCC 12228), para
fins de controle positivo e negativo, respectivamente.

4.4.2. Producio de “slime” em microplacas

. As estirpes de Staphylococcus spp. foram cultivadas individualmente, por uma noite,
no TSB a 37°C e diluidas 1:200 no TSB contendo 0,25% de glicose. Aliquotas de 200uL de
células em suspensdo foram inoculadas em microplacas de poliestireno estéreis com 96 pocos
em fundo "U" e incubou-se por 24 horas a 37°C sem agitagdo (CUCARELLA et al., 2001) .
Os pogos foram lavados 3 vezes com 200uL de Tampao Fosfato Salina (PBS), estéril (PBS,
pH-7,4) secos a 60° C por 1 hora logo apés foram corados com 1% de solugdo de safranina
por 1 minuto.

Os pocos foram lavados trés vezes com agua destilada e secos a temperatura ambiente.
A absorbancia foi determinada a 490nm (Biorad model 680). Pocos ndo inoculados contendo
TSB com glicose serviram como branco. Cada estirpe para producao de “slime” foi testada
em duplicada e o teste foi repetido 3 vezes, foram consideradas produtoras de biofilmes
estirpes com absorbancia medidas maior que 0,1 (MACK et al, 2000). As cepas controles
utilizadas foram ATCC 12228 (negativa) e ATCC 25923 (positiva).

Os isolados foram classificados quanto ao potencial de produgdo de “slime” em fraco
produtor, produtor moderado, forte produtor, através da intensidade de coloragdo apresentada
na placa e os valores obtidos pela absorvancia.

4.5. Deteccio de genes de resisténcia

4.5.1- Extracao do DNA bacteriano

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

A extragdo do DNA bacteriano foi realizado segundo protocolo de Coelho e
colaboradores (2007) onde cada colonia crescida em 4agar tripticase de soja (Merck) foi
repicada em 10 mL de caldo BHI (Britania). Ap6s 12hs a 37°C, uma aliquota de 1,0 mL do
caldo contendo o indculo foi transferida para microtubos que foram centrifugados a 14.000
rpm por 1 min. Apos trés lavagens com tampdo TE (10mM Tris-HCl e ImM EDTA — ph 8.0)
foram adicionadas 4U de lisostafina (Sigma) a 210ul de TE contendo o precipitado. Apods
incubagdo a 37°C por 30 minutos, os microtubos foram levados ao banho-maria a 100°C por
10 minutos e resfriados em gelo imediatamente. O lisado bacteriano foi centrifugado a 1.400
rpm por 8 minutos e 15ul do sobrenadante contendo o DNA foi retirado e utilizado para
técnica de PCR.
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4.5.2- Amplificacdo dos genes de resisténcia através da técnica de Reacio em Cadeia de
Polimerase (PCR)

Para deteccao dos genes de resisténcia a vancomicina foi utilizada a técnica de PCR-
multiplex, onde as concentragdes utilizadas em todas as rea¢des de PCR foram Tampao 10X
(10 mM Tris_HCI, pH 9.0; 50 mM KCl, and 0.1% Triton X-100), 1,25 mM de Cl,LMg, 1mM
de cada iniciador (Bioneer- Seul, Coréia do Sul), 0,2 mM de dNTP (Fermentas- Burlington,
Canadd) e 2 U de TAQ polimerase (Fermentas- Burlington, Canadd) em um volume total de
reacdo de 20ul contendo 5pl do DNA extraido (SAMBROOK et al., 2002). Para reduzir
a formacdo de produtos de extensdo ndo especificos, foi utilizado um protocolo de
aquecimento inicial (hot-start). As misturas de PCR foram submetidas a ciclos térmicos. Para
detec¢do dos genes de resisténcia a vancomicina os “primers” utilizados (quadro 2) foram
tratados a partir do programa de amplificagdo: desnaturacao inicial de 94°C por 3 minutos; 30
ciclos de desnaturagao a 94°C por 1 minuto, anelamento de 54°C por 1 minuto e extensdo de
72 °C por 1minuto; extensao final de 72 °C por 10 minutos. Da mistura de reagao amplificada
pela PCR, 15 pL foram analisados através de eletroforese em gel de agarose a 1,5% em
tampdo Tris-borato-EDTA (89 mM Tris, 89 mM acido bérico, 2 mM EDTA) a 12 V/em?, por
30 minutos. Os géis foram visualizados em um transiluminador ultra-violeta sob luz UV
254nm apos serem banhados em brometo de etidio (0,5 mg/mL) e documentados pelo
programa QuantiOne (BioRad). Os tamanhos dos amplicons foram estimados por
comparagao, com uma escala padrao de tamanho molecular 100-bp.

Quadro 2. Iniciadores empregados no ensaio de amplificacdo dos genes de resisténcia a
vancomicina.

Gene Iniciadores (5" -3 ") Fragmentos
GGC AAA ACG ACA ATT GC
vanA 732 pb
GTA CAA TGC GGC CGT TA
ACG GAA TGG GAA GCC GA
vanB 634 pb
TGC ACC CGA TTT CGT TC

4.6. Testes de suscetibilidade as bacteriocinas

As cepas Lactobacillus acidophilus, L. paracasei e L. fermentum foram isoladas e
caracterizadas como produtoras de bacteriocinas através da avaliagdo de seu espectro de
inibicdo, da acdo de enzimas proteoliticas como tripsina e proteases tipo VI, efeito do pH,
sensibilidade ao calor e cloroférmio, tratamento com uréia, estimacdo do peso molecular,
efeito bacteriostatico ou bactericida segundo Pascual e colaboradores (2008). A deteccao da
atividade antimicrobiana das cepas de lactobacilos foi realizada pela técnica de estrias
cruzadas. As cepas avaliadas como produtoras foram semeadas em estria central em placas de
Petri contendo 4gar MRS pH 6,2 e incubadas a 37°C em microaerofilia durante 18hs. O
cultivo da cepa produtora foi esterilizado por exposi¢ao a vapores de cloroformio durante 20
minutos, posteriormente cada isolado a ser testado foi semeado em linha perpendicular a cepa
produtora, e incubado a 37°C por 18 h, apods isto se mediram os halos de inibi¢do do
crescimento bacteriano (BARBERIS et al., 1994).
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4.7. Analise estatistica

As andlises estatisticas de média, desvio padrdo, varidncia e significancia
considerando p < 0,05 foram efetuadas utilizando o programa Microsoft Excel. O Teste de
Qui-quadrado (X?), com intervalo de confianga de 95% (IC=95%), foi utilizado para avaliar a
possivel correlagdo entre os perfis fenotipicos e genotipicos de resisténcia a vancomicina
assim como avaliar uma possivel correlacdo entre a produgdo de “slime” e a resisténcia a
vancomicina. Este teste foi realizado utilizando o software R 2.4.1. (2006).

Os percentuais de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos (VPP) e
negativos (VPN) do teste de difusdo em disco simples foi calculado considerando os valores
obtidos a partir do teste de microdiluicdo em agar (BHI) como preconizado pelo CLSI (2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos Staphylococcus spp.

Todos os 150 isolados de Staphylococcus spp. oriundos de quadros de mastite bovina
clinica ou subclinica foram avaliados quanto ao perfil de suscetibilidade a 5 antimicrobianos
de eleig¢do pelo método de difusdo em disco (figura 6). Os isolados foram divididos em grupos
de 50 Staphylococcus aureus, 50 Staphylococcus intermedius e 50 Staphylococcus coagulase-
negativos.

Figura 6. Método de difusdo em disco simples.

A figura 7 demonstra o perfil de suscetibilidade dos isolados de Staphylococcus spp.
avaliados.
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Figura 7. Gréfico apresentando o percentual de resisténcia dos Staphylococus spp. (n=150)
isolados de amostras de mastite bovina.
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A gentamicina foi o antimicrobiano que apresentou maior eficdcia dentre os
antimicrobianos testados, com apenas 14,00% de isolados resistentes (21/150), fato este
confirmado por varios autores que demonstraram a eficacia da gentamicina no tratamento de
mastite estafilococica (COSTA et al., 2000; BRITO et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002;
BYARUGABA et al., 2004;), o que reforca o ponto de vista defendido por Langoni e
colaboradores (2000), de que apesar dos distintos percentuais de sensibilidade a este principio
ativo, a gentamicina continua sendo um antibiotico eficaz no tratamento das mastites bovinas
de origem bacteriana. No entanto, Freitas e colaboradores (2005), ao avaliar a regido do
agreste de Pernambuco verificaram a ocorréncia de um alto nivel de resisténcia dos
estafilococos a gentamicina, no municipio, entre os trés estudados, onde este antibidtico era
mais utilizado, destacando a importancia do uso indiscriminado na selecdo de bactérias
resistentes.

No presente estudo, a resisténcia a penicilina foi a prevalente dentre os
antimicrobianos testados com 81,33% (122/150), semelhante ao encontrado em isolados de
Staphylococcus spp. de mastite bovina no Brasil e em todo o mundo, como relatado em
trabalho desenvolvido, em 9 paises europeus, por Vintoy e colaboradores (2003), onde um
total de 32,4% dos 815 S.aureus isolados de mastite bovina foram resistentes a penicilina. No
Brasil, Corréa (2003) analisou 95 cepas de Staphylococcus coagulase positiva isoladas de leite
mastitico e observou um percentual de resisténcia a penicilina de 77,98%. Em trabalho
realizado por Freitas e colaboradores (2005) 80,0% de 244 estirpes isoladas do leite no
nordeste pernambucano foram resistentes a penicilina. A resisténcia a penicilina em
Staphyloococcus spp. ¢ um fendmeno mundial e com prevaléncia crescente, apesar dos
esforcos para conter o aumento da disseminacdo de isolados resistentes (FREITAS et al.,
2005; BONNA et al., 2007).

Foram detectados 46,66% (70/150) de isolados resistentes a oxacilina. Diversos
trabalhos referentes a testes de suscetibilidade a antimicrobianos vem demonstrando um perfil
de resisténcia elevado a oxacilina em isolados de Staphylococcus spp.de diferentes origens.
Dados nacionais relatam de 66 a 68% de isolados resistentes a oxacilina (FERREIRA et al.,
2002; CHANG et al., 2003). A resisténcia a oxacilina ¢ um problema cosmopolita e indica
que os demais betalactdmicos também serdo de pouca eficdcia limitando assim as alternativas
de tratamento (ERSKINE et al., 2004). Quando os Gram-positivos apresentarem resisténcia a
este farmaco, todos demais beta-lactamicos incluindo penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e 0 monobactdmico aztreonam ndo deverdo ser utilizados,
independentemente do resultado do antibiograma, pois provavelmente ocorrera falha
terapéutica quando do uso in vivo destes farmacos (OPLUSTIL, 2004).

Uma das principais alternativas no tratamento das infec¢des causadas por estafilococos
resistentes a oxacilina ¢ a utilizagdo dos glicopeptideos. No presente estudo, através do ensaio
de difusdo em disco, os isolados apresentaram percentual de resisténcia de 16 (24/150) e
15,33% (23/150) para teicoplanina e vancomicina, respectivamente. Cabe ressaltar que a
motivacao inicial para realizacdo deste estudo foi confirmar o alto percentual de resisténcia a
vancomicina encontrada em trabalho realizado por Coelho e colaboradores (2007) que ao
analisar 150 isolados de Staphylococcus spp. coagulase positivos obteviveram 24% de
resisténcia a vancomicina pelo mesmo método. A variagdo de resisténcia entre estes trabalhos
se deve a utilizagdo, no presente estudo, de 50 isolados de Staphylococcus spp. coagulase
negativos que ndo apresentaram resisténcia aos glicopeptideos. Além disto, Coelho e
colaboradores (2007) avaliaram 18 isolados de Staphylococcus hyicus dos quais 4 isolados
(22,22 %) apresentaram resisténcia a vancomicina.

Tanto os percentuais obtidos neste estudo quanto os de Coelho e colaboradores (2007)
sdo considerados elevados quando comparados aos trabalhos desenvolvidos por Shuhaibar e
Falkiner (1992), Tahnkiwale e colaboradores (2002) e Freitas e colaboradores (2005), que nao
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detectaram resisténcia a vancomicina (0%) ao avaliar 180, 230 e 59 isolados de
Staphylococcus spp provenientes de quadros de mastite bovina, respectivamente. Dantas e
colaboradores (2006) relataram 5,2% de resisténcia em 140 isolados de Staphylococcus spp.
provenientes de amostras de leite e das maos de manipuladores, um percentual baixo de
resisténcia se comparado ao encontrado no presente trabalho. Estas divergéncias sustentaram
a necessidade de aprofundar a metodologia de avaliagdo para detecc¢do da resisténcia a este
grupo de antimicrobianos (técnica de microdilui¢do em agar), em especial, dada a importancia
destes como alternativa terapéutica aos isolados MRSA.

De acordo com perfil de resisténcia dos Staphylococcus coagulase-positivos aos
antimicrobianos testados, através do ensaio de difusdo em disco, foram estabelecidos
diferentes antibiotipos para cada espécie estudada (tabela 1).

Tabelal. Perfis de resisténcia aos antimicrobianos testados dos Staphylococcus spp.
coagulase positivos avaliados.

Resisténcia aos S.aureus (N=50) S. intermedius (N=50)
Antibiotipos antimicrobianos n (%) n ( %)
1 GEN; PEN; OXA; VAN, TEC 3 (6%) 6 (12%)
2 PEN; OXA; VAN; TEC 9 (18%) 4 (8%)
3 PEN; OXA; VAN 0 (0%) 1 (2%)
4 GEN; PEN; OXA 2 (4%) 3 (6%)
5 PEN;OXA 27 (54%) 12 (24%)
6 GEN; PEN 0 (0%) 1 2%)
7 GEN 1 (2%) 1 (2%)
8 PEN 8 (16%) 14 (28%)
9 * 0 (0%) 1 (2%)

*antibiotipo de sensibilidade a todos os antimicrobianos

Para S. aureus, os antibiotipos de maior frequéncia foram o perfil 5 (54%),
representando resisténcia a penicilina e oxacilina, seguido do perfil 2 (18%) que apresentou
resisténcia tanto aos beta-lactdmicos quanto aos glicopeptideos testados e o perfil 8 (16%) de
resisténcia exclusiva a penicilina. Para S. infermedius, os antibiotipos de maior frequéncia
foram o perfil 8 (28%), de resisténcia a penicilina, seguido do perfil 5 (24%) que apresentou
resisténcia a penicilina e oxacilina e o perfil 1 (12%) de resisténcia a todos os antimicrobianos
testados. Tal fato reforca a idéia da baixa eficacia dos betalactamicos em Staphylococcus spp.
1solados de mastite bovina. A baixa sensibilidade a estes antibidticos pode estar associada a
producdo de uma enzima extracelular, beta-lactamase, a qual hidrolisa o anel betalactamico,
inativando o antibidtico (STAPLETON; TAYLOR, 2002) ou devido a alteragdo do sitio de
acdo do antibiotico pela produg¢do de uma proteina ligante de penicilina modificada (PBP2a
ou PBP2"), de baixa afinidade, que estd ausente em isolados de Staphylococcus spp. sensiveis
a oxacilina (KATAYAMA et al., 2001; KURODA et al., 2001). Associado a este fato, o uso
indiscriminado de antibidticos agrava ainda mais o problema da resisténcia (ROBINSON;
ENRIGHT, 2003).

Todos os isolados que apresentaram resisténcia a oxacilina, foram resistentes também
a penicilina, reforcando a idéia de que uma vez que o isolado apresente resisténcia a oxacilina
este serd resistente a todos os betalactimicos, como por exemplo as penicilinas, visto que a
oxacilina serve como marcador de resisténcia a esta classe de antimicrobiano.

Os antibiotipos 1 e 2 apresentaram percentuais significativos, o que demonstra a
circulacdo de estirpes multidroga-resistentes nas amostras estudadas, representando risco ao
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futuro da terapia antimicrobiana em humanos e animais. O uso incorreto, associado a sele¢ao
natural dos microorganismos, provavelmente, resultou no fendmeno da resisténcia, tanto na
medicina veterindria quanto na humana. A resisténcia as drogas estd relacionada,
principalmente, com o uso excessivo de antibidticos e as aplicagdes sub-terapéuticas de
antimicrobianos para a prevencao de doencas e para a promog¢do do crescimento e da
eficiéncia alimentar em animais de produgdo. Freitas e colaboradores (2005) observaram
cepas de Staphylococcus spp com resisténcia multipla para seis a nove antimicrobianos
simultaneamente e concluiram que o percentual de multiresisténcia é preocupante, pois
muitos dos antimicrobianos disponiveis ndo teriam efeito sobre estes microorganismos
dificultando o tratamento dos animais, demonstrando a real importancia do monitoramento
em laboratorios e a analise in vitro da sensibilidade antimicrobiana para um melhor controle
através de terapéutica adequada. Segundo Martins e colaboradores (2010), diversos estudos
que tratam da suscestibilidade a antimicrobianos de patogenos da mastite bovina no Brasil
apontam para um aumento crescente no padrao de resisténcia, principalmente para S. aureus,
0 agente mais freqiientemente isolado. O surgimento de amostras de Staphylococcus aureus
multirresistentes nas ultimas décadas foi relacionado com a pressdo seletiva exercida por
antimicrobianos (FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004).

Todos os isolados resistentes aos glicopeptideos testados apresentaram-se também
resistentes aos betalactamicos. Isto ressalta a grande importancia destes isolados, visto que a
vancomicina ¢ uma das Ultimas op¢des de tratamento de infecgdes por Staphylococcus spp.
resistentes aos betalactamicos e deve ser preservada para uso em casos de extrema gravidade
(CHIEW; HALL, 1998; SCOTT, 2000). O aumento da freqiiéncia de Staphylococcus aureus
resistentes a oxacilina foi paralelamente acompanhado da aquisi¢ao de resisténcia a maioria
dos antimicrobianos com atividade antiestafilococica atualmente disponiveis, como
aminoglicosideos, cloranfenicol, lincosamideos, macrolideos, quinolonas e tetraciclina. Por
conseguinte, os glicopeptideos, principalmente a vancomicina, tornaram-se uma das poucas
alternativas terapéuticas eficazes no tratamento de infec¢des causadas por cepas MRSA
(CHAMBERS, 1997; LOWY, 1998; OLIVEIRA et al., 2000). Contudo, a emergéncia de
Staphylococcus aureus com resisténcia intermedidria a vancomicina (VISA) limitou
consideravelmente as possibilidades de tratamento dessas infecgoes (HIRAMATSU, 1998).

Um dos principais mecanismos de resisténcia aos betalactamicos ¢ a modificagdo das
PBPs (AARESTRUP et al., 2001; COELHO et al., 2007). A producao da PBP2a, proteina de
ligacdo a penicilina de baixa afinidade, ¢ determinada pela presenga do gene mecA. Este gene
induz resisténcia a oxacilina, levando a falhas terapéuticas quando outros betalactimicos ou
outras classes de antibidticos sdo utilizadas (MOON et al., 2007). Contreras e colaboradores
(2005) relataram a possibilidade de um dos mecanismos de resisténcia aos glicopeptideos ser
o engrossamento da parede celular em decorréncia de uma maior produgdo de PBPs 2 e 2a.

Nao foram estabelecidos antibiotipos para os Staphylococcus spp. coagulase-negativos
(ECNs), uma vez que devido a diversidade destes agentes, seria necessario uma investigagao
mais detalhada em nivel de espécie, o que ndo era o objetivo desse estudo. A avaliacdo dos
ECNs foi realizada com o intuito de observar a circulacdo de cepas resistentes aos
antimicrobianos avaliados e uma possivel contribui¢do a compreensao dos mecanismos gerais
dessa resisténcia. Estes isolados apresentaram maior percentual (46%) de sensibilidade a
todos os antimicrobianos testados (perfil 9), auséncia dos perfis 1 e 2 (perfis que
representaram resisténcia a maioria dos antimicrobianos testados) e a auséncia de resisténcia
aos glicopeptideos. No entanto, foi possivel detectar elevado percentual de resisténcia a
penicilina e oxacilina (42%), confirmando a dispersdo significativa de mecanismos de
reisténcia a beta-lactamicos entre diferentes espécies de Staphylococcus spp.

A gentamicina foi o antimicrobiano que apresentou maior eficacia frente aos ECNs, o
que refor¢a sua eficacia em quadros de mastite bovina. Segundo Barrasa e colaboradores

27



(2000) e Farias (2002), os aminoglicosideos tém mostrado boa efetividade contra infec¢des
por estafilococos, sendo, portanto, apontados como farmaco de eleicdo no tratamento destas
infecgoes.

5.2. Testes fenotipicos de suscetibilidade a vancomicina e gene vanA

5.2.1. Determinacao da CIM

A microdilui¢do em 4agar (figura 8) foi o teste fenotipico utilizado para determinar a
CIM da vancomicina nos isolados estudados, com base nos dados apresentados pelo CLSI
(2010). Neste teste o antimicrobiano ¢ incorporado ao 4gar em diferentes concentracdes,
podendo ser analisados até 30 isolados em uma mesma placa (CLSI, 2010). Este teste foi
realizado também para os ECNs, mas semelhante ao ocorrido nos ensaios de difusdo em
disco, ndo foi detectada resisténcia a vancomicina. Dos 100 isolados de Staphylococcus spp.
coagulase-positivo estudados, 8 isolados (8,00%) apresentaram o fendtipo de resisténcia a
vancomicina, sendo 5 isolados de S. aureus (62,5%) e 3 de S. intermedius (37,5%).

Figura 8. Teste de microdiluicdo em 4gar BHI, com as concentragdes utilizadas em pg/mL.
CP= controle positivo.

A tabela 2 apresenta o percentual de resisténcia em relacdo ao intervalo de CIM
apresentado pelos isolados.
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Tabela 2. Percentual de resisténcia em relagdo ao intervalo de CIM das diferentes espécies de
Staphylococcus spp. coagulase positivos oriundos de amostras de mastite bovina.

*SIV SRV
Espécies CIM 4-8ug/mL CIM > 16pg/mL
n (%) n (%)
S.aureus (n=5) 3 (60%) 2 (40%)
S. intermedius (n=3) 1 (33,33%) 2 (66,67%)

*SIV=Staphylococcus spp. com suscetibilidade intermedidria a vancommicina, SRV=
Staphylococcus spp. resistente a vancomicina.

Dos isolados que apresentaram resisténcia & vancomicina 50% (4/8) apresentaram
resisténcia intermedidria a vancomicina apresentando valores de CIM que variaram entre 4 a
8ug/mL, sendo 3 isolados de S. aureus e 1 de S. intermedius. A resisténcia a glicopeptideos
em S. aureus pode se expressar através de dois fenotipos distintos, VISA (S. aureus com
sensibilidade reduzida a vancomicina) e VRSA (S. aureus resistente a vancomicina). Os
isolados VISA apresentam sensibilidade intermediaria a vancomicina, com CIM variando de
4 a 8ug/mL para este agente. O aparecimento, em 1996, de S. aureus vancomicina
intermediario (VISA) com uma CIM de 8 pg/mL despertou grande preocupagdo entre
pesquisadores de todo o mundo, os quais preconizaram a vigilancia epidemiologica. Cepas
VISA estdo se tornando prevalecente em varios paises, como Japao (CUI et al., 2006),
Estados Unidos (SMITH et al., 1999), Brasil (OLIVEIRA et al., 2001), Alemanha (REIPERT
et al., 2003) e China (LU et al., 2005). O segundo fenotipo de resisténcia, VRSA, foi descrito
recentemente, e estd relacionado a um alto grau de resisténcia a vancomicina, com CIM
>16pg/mL (RICARDO et al., 2008).

No presente estudo, além da deteccdo de resisténcia e resisténcia intermedidria a
vancomicina em Staphylococcus aureus, também foi possivel detectar estes perfis de
resisténcia em Staphylococcus intermedius.  Tais resultados, até onde ¢ de nosso
conhecimento, nunca foram reportados anteriormente. A proxima etapa desta analise sera
estudar de modo mais aprofundado os possiveis mecanismos envolvidos na resisténcia
detectada. Em estudos anteriores conduzidos por nosso grupo de pesquisa (COELHO et al.,
2007; PEREIRA et al., 2009), tem sido observada forte semelhanga entre os perfis de
resisténcia obtidos para S. aureus e S. intermedius, sugerindo que estas espécies apresentem
suscetibilidade semelhante aos fatores de pressdo de selecdo para dispersdo de genes de
resisténcia, bem como facilidade na transferéncia interespecifica destes genes. Tais
observagdes ndo podem ser relacionadas apenas com a elevada frequéncia de ocorréncia
destas espécies, uma vez que ndo ocorrem em outras espécies de freqiiéncia semelhante, como
entre os ENCs (SOARES et al., 2008), ou mesmo entre outros coagulase-positivos. Cabe, em
momento futuro, avaliar melhor este fendmeno, considerando a identificacdo recente, ¢ em
alguns pontos ainda controversa do S. intermedius.

Autores discutem ainda um possivel estagio inicial de resisténcia denominado hetero-
VISA, descrito para cepas de S. aureus sensiveis a vancomicina, mas que contém sub-
populacdes resistentes para este antimicrobiano. O significado clinico dos isolados hetero-
VISA, no entanto, ainda nio esta bem estabelecido (WALSH; HOWE, 2002; COSGROVE et
al., 2004). A CIM das hVISA estao dentro dos padrdes de sensibilidade, mas tendem para o
nivel mais elevado, de 2ug/mL. No presente trabalho foram detectados 6 isolados de S.
aureus com CIM de 2 pg/mL caracterizando o perfil mais provavel de heteroresisténcia a
vancomicina. Em um estudo com 1.357 cepas de MRSA isoladas de 1997 a 2000, em 12
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paises asiaticos, nenhum caso de VISA foi isolado, enquanto 4,3% de cepas foram hVISA
(MOHR; MURRAY, 2007).

A sensibilidade reduzida a vancomicina parece resultar de mudancas na biossintese
dos peptideoglicanos. Isolados de Staphylococcus spp. que apresentam resisténcia a
vancomicina parecem ter uma notavel capacidade de produgdo de quantidade adicional de
peptideoglicano, resultando em uma parede celular mais espessa (LOWY, 2003). Estudos
bioquimicos e de microscopia eletronica de transmissao da parede celular de uma cepa VRSA
demonstram produ¢do de maiores quantidades de peptideoglicano e de monomeros de
mureina. Nessas circunstancias, uma maior quantidade de moléculas de vancomicina fica
retida nas camadas de peptideoglicano, enquanto uma quantidade muito menor do antibidtico
chega a membrana citoplasmatica, onde ocorre a sintese do peptideoglicano (TAVARES,
2002; CASSETTARI et al., 2005; TIWARI; SEN, 2006).

Slhaes e colaboradores (2002) relataram aumento da producao de PBP2 em uma cepa
S. aureus resistente a teicoplanina. Em trabalho realizado por Hanaki e colaboradores (1998),
a fim de testar qual das duas PBPs, PBP2 ou PBP2a, seria associada com a resisténcia a
vancomicina, cada PBP foi superproduzida introduzindo plasmideos recombinantes em uma
cepa de Staphylococcus spp. conhecida. As cepas com plasmideos recombinantes de PBP2
produziram um valor 6,6 vezes mais alto de PBP2 e de PBP2a produziram 12,5 vezes mais
PBP2a do que os isolados sem o plasmideo. Apesar da maior producdo de PBP2a, foi
observado que esta superproducdo de PBP2a ndo parece contribuir para a expressdo de
resisténcia a vancomicina, uma vez que exclusdo do gene mecA, nao influencia sensivelmente
o padrdo de suscetibilidade a vancomicina. Portanto, parece ser a PBP2 em vez PBP2a que
contribui para a resisténcia a vancomicina. Moreira e colaboradores (1997) também haviam
relatado mostraram que o aumento da producdo de PBP2 estd correlacionada com a
resisténcia a vancomicina. Eles propuseram que o aumento do nimero de moléculas PBP2
compete com os precursores do peptidoglicano para a ligagcdo aos glicopeptideos, tornando
assim a sintese do peptidoglicano novo menos vulneravel a inibi¢do. A vancomicina se liga a
muitos terminais D-alanil-D-alanil dentro da cadeia de peptideoglicano adicional e ndo
alcanca seu alvo na superficie da membrana citoplasmatica para exercer sua a¢ao na inibigao
da sintese do peptideoglicano (CUI et al., 2003). Além deste mecanismo de retencdo da
vancomicina, chamado de “affinity trapping”, Cui e colaboradores (2003) sugeriram que a
estrutura das camadas externas do peptideoglicano mais espesso misturados com a
vancomicina (“mesh structure”) ¢ destruida pelas proprias moléculas de vancomicina retidas.
Isso previne futuras penetracdes de moléculas de vancomicina na parte interna das camadas da
parede celular (conhecido como fenémeno de bloqueio — “clogging phenomenon”).

O fato de que as moléculas de glicopeptideos podem ficar retidas nas camadas ja
formadas de peptideoglicano na parede celular do Staphylococcus spp., torna muito mais dificil
a realizag¢do de testes acurados de suscetibilidade aos glicopeptideos do que testes para outros
antibidticos. As variagdes do inoculo (o numero de células bacterianas) e o meio contendo
glicopeptideo, podem afetar a concentracdo do antibiotico livre, resultando em variagdes nos
valores de CIM (HIRAMATSU, 2001).

Como preconizado pelo CLSI (2010) os isolados que apresentaram CIM > 8,0pug/mL
pelo método de microdiluicdo em agar, foram avaliados quanto a capacidade de crescimento
em agar BHI contendo 6ug/mL de vancomicina (figura 9). Todos os isolados com este perfil
(4/6), tiveram o crescimento no agar “screen” de vancomicina confirmando a suscetibilidade
reduzida a vancomicina. Os isolados com perfil de resisténcia intermediaria que apresentaram
CIM de 4 pg/mL ndo apresentaram crescimento no agar “screen’ para vancomicina.
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Figura 9. Colonia crescida em agar BHI com 6 pg/mL de vancomicina demonstrando
resisténcia a este antimicrobiano.

5.2.2. Detec¢ao dos genes de resisténcia a vancomicina

Ap6s a analise fenotipica de resisténcia a vancomicina os isolados foram avaliados
quanto a presenca dos genes vand e vanB pela técnica de PCR multiplex (figura 10).
Conforme esperado pelos resultados obtidos na andlise fenotipica, os Staphylococcus spp.
coagulase negativos ndo apresentaram genes de resisténcia a vancomicina. Todos os 100
isolados foram avaliados quanto a presenca do gene. Do total de 16 Staphylococcus spp.
coagulase positivos que apresentaram resisténcia a vancomicina, 6 isolados (4 em
Staphylococcus aureus e 2 em Staphylococcus intermedius) apresentaram os genes de
resisténcia a vancomicina, sendo que 66,66% (4/6) apresentaram o gene vanA e 33,33% (2/6)
apresentaram o gene vanB.
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Figura 10. Genes vanA4 (732 pb) e vanB (635 pb) de Staphylococcus spp. em gel de agarose
(1,5%). M= marcador de 100 pb; CP=controle positivo, CN= controle negativo. 1, 3, 4, 5=
vand; 2, 6= vanB.

A figura 11 apresenta o percentual de detec¢do dos genes de resisténcia em relagdo as
diferentes espécies de Staphylococcus spp. coagulase positivos.
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Figura 11. Gréfico apresentando o percentual de detec¢do dos genes de resisténcia a
vancomicina em relagdo as diferentes espécies de Staphylococcus spp. coagulase positivos
estudados.

Foram detectados 4 genes vand, sendo 3 oriundos de isolados de Staphylococcus
aureus (75%) e 1 em Staphylococcus intermedius (25%). O gene vanB foi detectado em 2
isolados, 1 em Staphylococcus aureus (50%)e 1 em Staphylococus intermedius (50%).

A literatura aponta que isolados de Staphylococcus spp. resistentes a vancomicina que
apresentam genes de resisténcia a vancomicina estdo mais relacionados a estudos realizados
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em infecgdes hospitalares em humanos, como por exemplo, os casos de Staphylococcus
aureus resistentes a vancomicina (VRSA), isolados de pacientes no Michigan e Pensylvania
em junho e setembro e respectivamente (CDC, 2002; CHANG et al., 2003). Nas buscas
efetuadas na literatura ndo foram encontrados relatos que apontem a presenca destes genes em
1solados de Staphylococcus spp. ortundos de origem animal. Estes resultados ressaltam a
importancia do monitoramento da presenca de mecanismos de resisténcia aos glicopeptideos
em isolados oriundos de amostras de leite, bem como a circulagdo de genes possivelmente
envolvidos nestes mecanismos.

Embora os genes de resisténcia vanAd e vanB tenham sido relatados em enterococos
resistentes & vancomicina, a transferéncia conjugativa destes genes de enterococos para
Staphylococcus spp. ja havia sido demonstrada in vitro desde a década de 90 (NOBLE et al.,
1992). A baixa dissemina¢do de VRSA encontrada tem sido atribuida, em parte a elevada
instabilidade dos plasmideos de enterococos em certos isolados MRSA (PERICHON;
COURVALIN, 2006; ZHU et al., 2008).

O vanAd é o gendtipo mais freqiientemente isolado de resisténcia a glicopeptideos
associado aos enterococcos e segundo Courvalin (2006) seria o unico gene de resisténcia
dectetado em Staphylococcus aureus. Este gene estd contido num transposon de
aproximadamente 11 Kb denominado elemento Tn1546 encontrado pela primeira vez num
plasmideo de um isolado clinico de Enterococcus faecalis (COURVALIN, 2006), sendo
relacionado ao encontro de altos valores de CIM tanto a teicoplanina quanto a vancomicina
(REYNOLDS; COUVARLIN, 2005). No presente trabalho, todos os isolados que
apresentaram o respectivo gene foram resistentes tanto a vancomicina quanto a teicoplanina e
apresentaram valores de CIM maiores ou iguais a 16 pg/mL no teste de microdiluicdo em
agar para vancomicina.

A presenga do gene vanB estd relacionada ao grupamento de genes presentes no
operon vanB composto por elementos de 90 a 150 kb sendo estes elementos transferiveis
através da conjugacdo cromossomal (QUINTILIANI; COURVALIN, 1996; RICE et al.,
1998). O vanB foi amplamente divulgado em isolados clinicos de enterococos nos Estados
Unidos e na Europa (CARIAS et al., 1998). Este gene geralmente esta associado a presenca
de resisténcia a vancomicina e sensibilidade a teicoplanina, uma vez que esta parece nao
possuir a capacidade de inducdo do gene (GARNIER et al., 2000; COURVALIN, 2006). No
presente estudo, este fato ndo foi observado, visto que isolados resistentes a teicoplanina
continham este gene. O mecanismo de resisténcia ¢ o0 mesmo apresentado pelo vand, ou seja,
¢ a sintese do dipeptideo, D-Alanina-D-Lactato ao invés de D-Alanina-D-Alanina (ARTHUR,
1996).

Até o momento, a literatura atribui a presenca dos genes vand e vanB, em isolados de
origem animal, ao emprego do glicopeptideo avoparcina como promotor de crescimento em
animais de corte, especialmente frangos, também podendo ter influenciado para o surgimento
de resisténcia em humanos (CARMELI et al., 2002). No presente estudo, os isolados
bacterianos que apresentaram estes genes foram obtidos de amostras de leite em propriedades
bovinocultoras onde nao ha relagdo direta com avicultura de corte, e sem utilizagdo de
glicopeptideos no manejo destes animais, apontando para a necessidade de estudo de um
outro mecanismo de pressdo de sele¢do positiva para dispersdo deste gene em ambientes de
produgdo animal.

Foi detectada resisténcia fenotipica em isolados negativos para a presenca dos genes
de resisténcia, sugerindo a ocorréncia de um mecanismo passivo de resisténcia,
possivelmente, o espessamento da parede celular bacteriana como vem sendo reportado por
diversos autores (HIRAMATSU, 2001; TAVARES, 2002; CUI et al., 2003; CASSETTARI et
al., 2005; TIWARI; SEN, 2006). Tal hipotese merece uma avaliagdo criteriosa destes isolados
através da técnica de microscopia eletronica.
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5.2.3. Correlacio dos resultados dos testes de difusdo em disco simples e a microdiluicao
em agar

O teste de microdilui¢do em adgar BHI ¢ padronizado pelo CLSI (2010) para detectar a
concentracdo de vancomicina que iniba o crescimento bacteriano. Este teste ¢ o mais utilizado
atualmente por ser capaz de detectar ndo sé os isolados resistentes a vancomicina como
também aqueles que apresentam suscetibilidade intermedidria. Para se avaliar a eficacia de
deteccao de resisténcia a vancomicina pela difusdo em disco simples foi realizada a andlise
estatistica deste em relacdo ao teste de microdilugdo em 4gar, avaliando a sensibilidade,
especificidade, valores preditivos negativos e positivos (tabelas 3 e 4), assim como analise do
Qui-Quadrado (intervalo de confianca de 95%).

Tabela 3. Avaliagdo da validade do teste de difusdo em disco simples em relacdo a
microdiluicdo em agar.

Difusdo em Microdilui¢do em agar
Disco Simples Positivo Negativo Total
Positivo 6 14 20
Negativo 2 128 130
Total 8 142 150

Tabela 4. Percentual de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo do
teste de difusdo em disco simples a vancomicina em Staphylococcus spp.

Staphylococcus spp.
*DDS **S E VPP VPN
75 90,14 30 98,46

*Difusdo em disco simples. ** S: sensibilidade, E: especificidade, VPP: valor preditivo
positivo, VPN: valor preditivo negativo.

O valor da sensibilidade da difusdo em disco simples em relacdo a microdiluicdo em
agar ¢ atribuido ao fato desta técnica ndo ser capaz de detectar os isolados com sensibilidade
reduzida a vancomicina(CLSI, 2010). Tenover e colaboradores (2001) avaliaram varios
métodos de detecgdo de S. aureus com reduzida suscetibilidade a vancomicina e a teicoplanina.
Eles observaram que os métodos de disco em difusdo (DD) convencionais com discos de
vancomicina ndo tém capacidade de detectar VISA. Assim, para a detec¢do acurada destas
variantes, ¢ necessario utilizar um método quantitativo que determine a CIM da vancomicina.
No entanto, eles sugeriram que a avaliacdo da diminui¢do dos halos em torno dos discos de
teicoplanina poderia ser um teste util como método de triagem. No presente estudo, pelo
ensaio de DD, foram detectados 14 isolados falso-positivos e 2 isolados falso-negativos.
Sendo assim, conforme esperado, o DD nao foi capaz de discriminar o real percentual de
resisténcia a vancomicina em relacdo ao teste de microdiluicdo em 4gar. Porém embora tenha
havido divergéncias quanto aos resultados destes testes, foi encontrado correlacdo estatistica
entre eles, a partir da analise do Qui-Quadrado.
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5.3. Producao de “slime”

A detecgdo da produgdo de slime, com o intuito a avaliar uma possivel contribui¢do a
resisténcia a vancomicina, através do crescimento em agar vermelho congo (figura 12), obteve 66,66%
(100 /150) de isolados positivos. Um dos fatores limitantes desta técnica ¢ que somente €
possivel fazer uma avaliagdo qualitativa e ndo quantitativa das caracteristicas das colonias,
tornando a prova subjetiva, uma vez que existem inimeras variagdes de coloragdo que podem
ocorrer desde a cor preta até a vermelha.

Figura 12. Colonias de Staphylococcus spp. coagulase-positivos isolados de mastite bovina
crescidas em agar Vermelho Congo. A: Colonia produtora de “slime” (muito negra); B:
Colonia negativa para a producdo de “slime” (vermelha) e C: Colonia quase produtora de
“slime” (cinza).

A presenga de slime também foi detectada através do teste de aderéncia em
microplacas (figura 13), que permitiu ndo s6 avaliar a producdo, como também uma variagao
quantitativa como exposto na figura 14. Segundo Stepanovic e colaboradores (2000) o teste
de aderéncia em placas ¢ um dos métodos usados com maior freqiiéncia para quantificar a
formagao de “slime” produzidos pelos Staphylococcus sp, além de funcionar como um
indicador de patogenicidade dos microrganimos. A andlise da produgdo de “slimes” pela
aderéncia em placas demonstrou que, 90% (135/150) das estirpes aderiram a placa e foram
consideradas produtoras. Com relagéo a variagéo de intensidade de produgdo de “slime”, esta parece
estar relacionada as caracteristicas fenotipicas proprias dos estafilococos (ARCIOLA et al., 2001).
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Figura 13. Técnica da microplaca revelando a producdo de “slime”, por Staphylococcus spp.
coagulase-positivos isolados de mastite bovina. 1- isolado forte produtor (+++), 2- isolado
produtor moderado (++), 3- isolado fraco produtor (+), 4- isolado ndo produtor (-), CN-
controle negativo, CP- controle positivo.
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Figura 14. Grafico apresentando o percentual dos diferentes graus de producao de “slime” dos
isolados de Staphylococcus spp. estudados.

A formacgdo de “slime” pelas bactérias confere uma série de vantagens, tais como,
capacidade de resistir aos antimicrobianos, a fagocitose e a a¢do do sistema complemento,
além de aumentar a habilidade de capturar e concentrar nutrientes do ambiente (BROWN et
al., 1988; BEVERIDGE et al, 1997). A resisténcia aos antimicrobianos pode estar
relacionada a capacidade do biofilme de atuar como barreira de difusdo, a qual minimizaria a
penetracdo das drogas; ou ainda a capacidade de contato entre células, o qual favoreceria a
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troca de material genético, levando a um aumento da multirresisténcia (XU et al., 2000; DE
ARAUIJO et al., 2006).

Em vérios estudos (HANAKI et al., 1998; HIRAMATSU et al., 1997; OLIVEIRA et
al., 2001; ROTUN et al., 1999; SIERADZKI et al., 1999; SMITH et al., 1999) observou-se
que a emergéncia de cepas VISA e hetero-VISA estava associada ndo apenas a uma longa
terapia com vancomicina, mas também com a presenga de material plastico invasivo, tal como
catéteres venosos, cateteres de dialise, stents e valvulas prostéticas do coracdo. Dai a hipdtese
de que a formacgdo de biofilme e a adesdo ao plastico teriam um efeito protetor para a bactéria
na presenca de vancomicina, pois a concentracdo de antibimicrobiano que atinge as células
aderidas ¢ menor do que a concentracdao que atinge as células soltas (VAN LEEWEN et al.,
2000).

Sakoulas e colaboradores (2002) observaram também que duas cepas de
Staphylococcus aureus sensiveis a vancomicina (VSSA) geneticamente idénticas, exceto pelo
locus agr - que era perfeitamente funcional em uma, mas ndo na outra - tinham capacidades
de adesao diferentes ao poliestireno, sendo que a que tinha o locus agr defeituoso apresentava
uma capacidade maior de aderir ao poliestireno. Fora a capacidade de adesdo ao poliestireno,
observou-se também que a cepa com o locus agr defeituoso apresentava uma maior tolerancia
a vancomicina e uma maior predisposicao a emergéncia de hetero-resisténcia a vancomicina.

Para avaliar a possivel correlacdo entre a resisténcia a vancomicina detectada e a
presenca de slime foi utilizado o teste estatistico de Qui-Quadrado (X?), utilizando o programa
R, com um intervalo de confianca de 95%. Devido ao p-valor apresentar um resultado
superior a 0,05, considerou-se que as variaveis eram independentes, confirmando a hipotese
nula, o que significa que embora 100% dos isolados resistentes a vancomicina pelo teste de
microdilui¢do em agar tenham apresentado a producao de slime, ndo houve correlagio entre o
fenotipo de resisténcia a vancomicina observado e a detec¢ao de “slime” em microplaca.

As cepas resistentes a vancomicina ndo apresentaram maior adesdo em relagdo as
demais cepas. A figura 15 apresenta o perfil de potencial de produgdo de “slime” dos isolados
que apresentaram o fendtipo de resisténcia a vancomicina.
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Figura 15. Grafico apresentando o percentual dos diferentes graus de producdo de “slime”
dos isolados de Staphylococcus spp.resistentes a vancomicina.

As cepas com sensibilidade reduzida a vancomicina apresentaram uma variabilidade
muito grande de adesdo. Isto sugere que a capacidade de producdo de “slime” ndo estd
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relacionada a aquisi¢ao de resisténcia a vancomicina, como sugere Sakoulas e colaboradores
(2002), tanto que, se fosse condi¢do vital para a resisténcia a vancomicina, todas as cepas
resistentes apresentariam valores de adesao similares.

Vale ressaltar que dentre as cepas que apresentaram o perfil de forte produtor de
“slime” (maior adesdao a microplaca), a maioria nao tinham o fendtipo de resisténcia a
vancomicina.

5.4. Perfil de suscetibilidade dos Staphylococcus spp. as bacteriocinas produzidas por
Lactobacillus spp.

A suscetibilidade as bacteriocinas foi uma etapa realizada com o intuito de detectar a
eficacia destas substancias produzidas por Lactobacillus spp. frente aos isolados de
Staphylococcus spp., em especial, aqueles resistentes & vancomicina.

O teste de suscetibilidade as bacteriocinas foi realizado através da técnica de estrias
cruzadas, utilizando os Lactobacillus fermentum, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus
paracasei como isolados produtores. Os isolados considerados sensiveis foram aqueles que
apresentaram qualquer inibi¢do de crescimento proximo a estria de Lactobacillus spp. (figura
16).
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Figura 16. Teste de suscetibilidade as bacteriocinas. A estria central representa o crescimento
do Lactobacillus spp. produtor da bacteriocina e as estrias perpendiculares os isolados de
Staphylococcus spp. avaliados.

Os percentuais de sensibilidade a acdo das bacteriocinas produzidas pelos diferentes
Lactobacillus spp. testados estao apresentados na figura 17.
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Figura 17. Grafico apresentando o percentual de sensibilidade dos isolados de
Staphyloccoccus spp. oriundos de amostras de mastite bovina frente as bacteriocinas dos
Lactobacillus spp. avaliados.

As bacteriocinas que apresentaram maior capacidade de inibicdo frente aos
Saphylococcus spp. testados foram as produzidas pelos Lactobacillus paracasei, seguidas
daquelas produzidas pelos Lactobacillus acidophillus e Lactobacillus fermentum
respectivamente. Essas bactérias sdo classificadas como bactérias 4cido laticas (BAL) e estdo
entre as mais utilizadas como probioticos principalmente para consumo humano, sendo
conhecidas pela capacidade de producao de bacteriocinas (FARNWORTH, 2001).

A figura 18 apresenta o percentual de sensibilidade as bacteriocinas produzidas pelos
diferentes Lactobacillus spp. estudados em relagdo aos Staphylococcus aureus,
Staphylococcus intermedius ¢ ECNs avaliados.
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Figura 18. Grafico do percentual de sensibilidade dos isolados de Staphylococcus spp. frente
as bacteriocinas produzidas pelos Lactobacillus spp. estudados.

Os Staphylococcus intermedius apresentaram percentuais de sensibilidade exatamente
iguais frente a ambas as bacteriocinas testadas 40% (20/50). De modo semelhante, para S.
aureus, foi possivel observar perfis equivalentes de sensibilidade com pequenas variagdes
percentuais, em 38% (19/50), 40% (20/50) e 46% (23/50). As discrepancias foram
evidenciadas para os ECNs, que variaram de 24%(11/50) , 60% (30/50) a 94% (47/50).

A producdo de bacteriocinas ¢ um mecanismo de defesa, no qual cepas
bacteriocinogénicas tém vantagem sobre cepas ndo produtoras e sobre cepas sensiveis as
bacteriocinas (VAN DEN BERGHE et al., 2006). Seu mecanismo de agdo ¢ através da
formagao de poros na membrana citoplasmatica, o que leva a alteragdo de seu equilibrio
osmoético, resultando em morte celular (CLEVELAND et al., 2001). Apresentam espectro de
atividade amplo ou restrito contra bactérias Gram-positivas (DE VUYST; VANDAMME,
1994), incluindo-se microorganismos patogénicos importantes, como por exemplo, 0s
Staphylococcus spp. (HUGAS, 1998).

A tabela 5 apresenta os perfis obtidos de suscetibilidade a bacteriocinas em relacdo as
diferentes espécies de Staphylococcus spp.estudados.
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Tabela 5. Perfis de sensibilidade dos isolados de Staphylococcus spp. as bacteriocinas
produzidas por Lactobacillus spp. (Bacteriocinotipos).

S. aureus  S. intermedius  **ECNs

Perfil Bacterlociilr;absitcécr)ir:ll*atlwdade (N=50) (N=50) (N=50)
n (%) n (%) n (%)
1 LP? LA® 4/(8%) 5/(10%) 16/(32%)
2 S 18/(36%) 21/(42%) 0/(0)
3 LP, LA, LF* 8/(16%) 10/(20%) 11/(22%)
4 LP 3/(6%) 3/(6%) 20/(38%)
5 LF 5/(10%) 4/(8%) 0/(0)
6 LP, LF 5/(10%) 2/(4%) 0/(0)
7 LA, LF 5/(10%) 4/(8%) 0/(0)
8 LA 2/(4%) 1/(2%) 3/(8%)

* Bacteriocinas produzidas pelos seguintes Lactobacillus: * Lactobacillus paracasei (LP),
®Lactobacillus acidophilus (LA), ° Lactobacillus fermentum (LF); S= auséncia de
sensibilidade a todas as bacteriocinas; ** ECNs= estafilococos coagulase negativos.

Os Staphylococcus spp.coagulase positivos apresentaram maior percentual no perfil 2,
sendo 36% para S. aureus (18/50) e 42% em S. intermedius (21/50), perfil que representa a
auséncia de sensibilidade a todas as bacteriocinas testadas, indicando a presenga de isolados
Staphylococcus spp. coagulase positivos, capazes de crescer diante da presenca de todas as
bacteriocinas testadas. Ja& os ECNs ndo apresentaram nenhum isolado com este perfil
indicando que todos os isolados foram sensiveis a pelo menos uma destas bacteriocinas
testadas. Em relagdo ao perfil 3 foram detectados percentuais semelhantes em todos os
isolados independente da espécie avaliada, o que demonstra que em todas as espécies de
Staphylococcus spp. avaliadas existem isolados com perfil de sensibilidade a todas as
bacteriocinas estudadas. O elevado percentual do perfil 1 em ECNs (32%), e a auséncia dos
perfis 5, 6 e 7 apontam para o fato que as bacteriocinas produzidas por L.fermentum nao
parecem ser tao eficientes sobre estes isolados.

Embora as bacteriocinas tenham sido, de modo geral, eficientes contra boa parte dos
Staphylococcus spp. estudados, estas apresentaram um menor percentual de inibicdo frente
aos isolados resistentes a vancomicina (figura 19).
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Figura 19. Grafico apresentando o percentual de sensibilidade dos isolados vancomicina-
resistentes frente as bacteriocinas produzidas pelos Lactobacillus spp. estudados.

Como pode ser observado, os isolados de Staphylococcus vancomicina-resistentes
apresentaram um baixo percentual de sensibilidade frente a bacteriocinas produzidas por
Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophillus (37,5% e 25%, respectivamente). A
eficacia da bacteriocina produzida por Lactobacillus paracasei foi bem mais consideravel
(62,50%) para com os isolados resistentes a vancomicina.

A tabela 6 apresenta os perfis de sensibilidade dos isolados vancomicina-resistentes
frente a cada uma das bacteriocinas testadas.

Tabela 6. Perfis de sensibilidade dos isolados de Staphylococcus aureus e S. intermedius
vancomicina-resistentes frente as bacteriocinas produzidas pelos Lactobacillus spp.
estudados.

Bacteriocinas com atividade S.aureus (N=5) S. intermedius(N=3)

Perfil e g
inibitoria n (%) n (%)
1 LP 2 (40%) 1 (33,33%)
2 LA 1 (20%) 0 (0)
3 LF 0 (0) 2 (66,67%)
4 LP;LA 1 (20%) 0(0)
5 LP;LF 1 (20%) 0(0)

* Bacteriocinas produzidas pelos seguintes Lactobacillus: * Lactobacillus paracasei (LP);
®Lactobacillus acidophilus (LA), ¢ Lactobacillus fermentum (LF).

Os isolados de S. aureus e S. intermedius vancomicina-resistentes apresentaram um
baixo percentual de sensibilidade frente a bacteriocinas produzidas por Lactobacillus
acidophilus com apenas 2 isolados sensiveis (25%) da espécie S.aureus e Lactobacillus
fermentum com 3 isolados (37,5%) sendo 1 S.aureus e 2 S. intermedius. Tal resultado foi
semelhante ao observado para os ECNs frente a estas bacteriocinas. Nao foi detectado perfil
de sensibilidade as trés bacteriocinas estudadas para os isolados vancomicina-resistentes. A
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eficacia da bacteriocina produzida por Lactobacillus paracasei foi maior frente tanto aos
isolados de S.aureus quanto S. intermedius resistentes a vancomicina.

Esta heterogeneidade de resisténcia entre as diferentes cepas de Lactobacillus spp.
deve-se provavelmente a diferentes quantidades de bacteriocinas produzidas e as diferencas
moleculares apresentadas pelas bacteriocinas (PASCUAL et al., 2008). O espessamento da
parade celular, um dos provaveis mecanismos de resisténcia a vancomicina destes isolados
pode interferir na acdo destas bacteriocinas visto que estas atuam através da formagdo de
poros na membrana plasmatica.
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6. CONCLUSOES

e A dispersao de mecanismos de resisténcia a beta-lactamicos entre as diferentes espécies de
Staphylococcus spp pode ser confirmada pelos significativos percentuais de resisténcia a
esta classe de antimicrobianos entre todos os grupos bacterioanos estudados.

e A deteccdo de percentuais significativos de perfis de resisténcia a todos os antimicrobianos
testados e de perfis de sensibilidade apenas a gentamicina, nos isolados de S.aureus e S.
intermedius, demonstra a circulacdo de estirpes multidroga-resistentes nas amostras
estudadas.

eTodos os isolados resistentes aos glicopeptideos testados apresentaram-se também
resistentes aos betalactamicos.

e A deteccdo de perfis de resisténcia e suscetibilidade reduzida (resisténcia intermedidria) a
vancomicina em Staphylococcus intermedius, até onde ¢ de nosso conhecimento, nunca foi
reportada anteriormente na literatura € merece uma investigacao aprofundada do mecanismo
envolvido nesse processo.

e A forte semelhanca entre os perfis de resisténcia obtidos para S. aureus e S. intermedius
sugere que estas espécies apresentem suscetibilidade semelhante aos fatores de pressao de
selecdo para dispersdo de genes de resisténcia, bem como facilidade na transferéncia
interespecifica destes genes.

e Nas buscas efetuadas na literatura ndo foram encontrados relatos que apontem a presenga
dos genes vand e vanB em isolados de Staphylococcus spp. oriundos de origem animal.
Estes resultados ressaltam a importancia do monitoramento da presenca de mecanismos de
resisténcia aos glicopeptideos em isolados oriundos de amostras de leite, bem como a
circulacao de genes possivelmente envolvidos nestes mecanismos.

¢ O significativo percentual de resisténcia a vancomicina detectado nos isolados de S. aureus
e S. intermedius que ndo apresentavam os genes vanAd e vanB sugere a ocorréncia de um
mecanismo passivo de resisténcia, possivelmente, o espessamento da parede celular
bacteriana como vem sendo reportado por diversos autores. Tal hipdtese merece uma
avaliacdo criteriosa destes 1solados através da técnica de microscopia eletronica.

e Nos resultados obtidos apos andlise estatistica, as diferencas no grau de produgdo e a
auséncia de resisténcia a vancomicina em alguns isolados produtores de “slime”,
demonstram a nao existéncia de uma correlagdo entre a produgdo de “slime” e o perfil de
resisténcia a vancomicina.

e A eficacia da bacteriocina produzida por Lactobacillus paracasei foi maior frente tanto aos
isolados de S.aureus e S. intermedius resistentes a vancomicina, quanto aos sensiveis, assim
como frente aos ECNs.
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ANEXO

Resultados obtidos através do teste de Qui-Quadrado (Xz). Com intervalo de confianca
de 95%.

1. Teste de correlagdo entre os métodos de difusdo em disco e microdilui¢ao em agar
Pearson's Chi-squared test

data: tabelal
X-squared = 49.3189, df = 2, p-value = 1.952¢-11

2. Teste de correlacdo entre a produgdo de slime e a resisténcia a vancomicina pelo teste
de microdilui¢do em agar

Pearson's Chi-squared test with Yates' continuity correction

data: tabelal
X-squared = 1.458, df =1, p-value = 0.2272
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