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RESUMO

SANTIAGO, Gabrielli Stefaninni. Caracterizacdo da Resisténcia Antimicrobiana e
Estudo Fenogenotipico da Producgdo de Betalactamases em Enterobactérias Associadas a
Etiologia da Mastite Bovina. 67p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias).
Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

A utilizac8o de antimicrobianos na profilaxia das infecgdes intramamarias e na eliminacgdo de
provaveis fontes de infeccdo nas fazendas leiteiras constituem importantes medidas de
controle da mastite bovina. No entanto, o uso inadequado de antimicrobianos pode gerar o
aparecimento de cepas resistentes. As enterobactérias estdo entre 0s principais agentes
etiologicos da mastite bovina ambiental e s&o frequentemente resistentes aos antimicrobianos,
em especial aos B-lactamicos devido a producdo de betalactamases. Algumas enterobactérias
produzem betalactamases de amplo espetro (ESBL) como AmpC, TEM, SHV, CTX-M e
carbapenemase que podem ser classificadas em diversos grupos dependendo da estrutura
molecular e substrato de atuacdo. Além disso, podem desenvolver resisténcia a outros
antimicrobianos que sdo frequentemente utilizados no tratamento de infecgdes causadas por
enterobactérias. O presente estudo avaliou o perfil fenogenotipico de resisténcia aos -
lactdmicos, com énfase na deteccdo de betalactamases, e outras classes de antimicrobianos em
42 isolados provenientes de 381 amostras de leite obtidas de 9 fazendas situadas na
mesorregido do Rio de Janeiro-RJ de modo a contribuir com dados que ajudem no subsidio
para a implementacdo de medidas de controle dessa enfermidade. As fazendas A e D
apresentaram condicdes higiénico-sanitarias precarias, muita contaminacao fecal e as maiores
taxas de prevaléncia de enterobactérias no leite mastitico. Os isolados suspeitos de
produzirem AmpC foram submetidos ao teste de disco aproximacdo que também foi
realizado, em adicdo ao Etest, para os suspeitos de produzirem ESBL (2be). O Teste de
Extrato Tridimensional (TET) foi realizado para todos estes suspeitos. A producdo de
carbapenemase foi avaliada por meio do Teste de Hodge Modificado e todos os isolados
foram submetidos a técnica de PCR para busca dos genes aacC2, gnr, blargm, blasyv,blactx-m
e blaampc. As enterobactérias predominantes nas amostras de leite foram o Proteus mirabilis
(45%) e Escherichia coli (40%). O maior percentual de resisténcia foi a ciprofloxacina e 0s
genes de resisténcia aos aminogliosideos (aacC2) e a quinolonas (gnr) foram detectados em
25% e 66,7% de isolados resistentes a estes antimicrobianos, respectivamente. Foi constatada
uma elevada variabilidade no perfil fenotipico e a multirresisténcia foi detectada em 97,6%
dos isolados avaliados. Todos os isolados produziram betalactamases, o grupo 1 foi
predominante e 30% das betalactamases deste grupo foram classificadas como sendo do tipo
induzivel. Nenhum isolado apresentou o perfil fenotipico para ESBL (2be) nem
carbapenemase. O TET confirmou a negatividade da producao de ESBL (2be) porém revelou
ser pouco sensivel na deteccdo de AmpC. Os genes blarewm, blasky, blaampc € blacTx-m foram
detectados em 61,9%, 42,8%, 23,8%, 9,5% dos isolados, respectivamente. A espécie P.
mirabilis blargy + pertencente ao grupo le e a espécie E. coli negativa para todos 0s genes
pertencente ao grupo 2a foram prevalentes. Um total 66% dos isolados classificados como
grupo 2 apresentou 0s genes blatem € blasyy € 15% pertencentes ao grupo 1 apresentaram o
gene blaampc. A variabilidade fenogenotipica detectada indica a presenga mecanismos
multiplos de resisténcia antimicrobiana, o que é preocupante tendo em vista a disseminagao
da resisténcia bacteriana determinando um impacto clinico e epidemiolégico para a medicina
veterinaria e humana.

Palavras-chave: Mastite bovina, Betalactamases, Enterobactérias.



ABSTRACT

SANTIAGO, Gabrielli Stefaninni. Antimicrobial Resistance Characterization and Pheno-
genotypic Study of Betalactamase Production in Enterobacteria Associated with Bovine
Mastitis. 67p. Dissertation (Master’s in Veterinary Science). Veterinary Institute, Department
of Animal Parasitology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013,

The use of antibiotic in the prophylaxis of intramammary infections and in the elimination of
its possible sources in dairy farms is an important control measure. However, the
inappropriate use of antibiotics can result in the appearance of resistant strains.
Enterobacteriaceae are the main etiological agents of environment bovine mastitis and are
often resistant to antimicrobials, especially to beta-lactam antibiotics due to the production of
beta-lactamases. Some Enterobacteriaceae can produce broad-spectrum beta-lactamases such
as AmpC, TEM, SHV, CTX-M and carbapenemase and can be classified into several groups
according the molecular structure and substrate activity. Furthermore, these bacteria may
develop resistance to other antimicrobial agents which are used in the treatment of infections
caused by enteric bacteria. The present study evaluated the profile fenogenotipic resistance to
B-lactams, with emphasis on the detection of beta-lactamases, and other classes of
antimicrobials in 42 isolates from 381 milk samples obtained from nine farms located in the
middle region of the Rio de Janeiro-RJ so to contribute data to help in the grant for the
implementation of measures to control this disease. Farms A and D had poor sanitary
conditions, much fecal contamination and the highest rates of prevalence of
Enterobacteriaceae in mastitic milk. The AmpC production was confirmed by disk approach
that also was performed in addition to Etest for suspected ESBL (2be) producing. The Three-
Dimensional Extract Test was conducted for all these suspects. The carbapenemase
production was performed using the Modified Hodge Test and all isolates were subjected to
PCR searching aacC2, gnr, blatem, blaswy, blacrx-m and blaampc. The enterobacteria prevalent
in milk samples were Proteus mirabilis and Escherichia coli. The higher percentage of the
resistance was to ciproflaxin and aacC2 and gnr were detected in 25% and 66.7% of isolates
resistant to these antibiotics, respectively. We observed a high variability in phenotypic
profile and multidrug resistance was detected in 97.6% of isolates. The group 1 was
predominant and 30% of betalactamases of this group were classified as inducible type. No
isolate showed phenotypic profile for ESBL (2be) or carbapenemase. The TET confirmed the
negativity of ESBL (2be) production but proved to be less sensitive in the detection of AmpC.
The blarem, blashy, blactx-m and blaampc genes were detected in 61.9%, 42.8%, 23.8%, 9.5%
of isolates, respectively. Any isolate showed all bla genes simultaneously. The P. mirabilis
blarem + belonging to a group 1e and E. coli negative for all genes belonging to a group 2a are
prevalent. A total 66% of the isolates classified as group 2 presented blatgm and blasyy genes
and 15% belonging to the group 1 showed bla.myc gene. The pheno-genotypic variability
detected indicates multiple mechanisms of antimicrobial resistance which is worrying due of
the resistance bacterial spread determining a clinical and epidemiological impact for
veterinary and human medicine.

Keywords: Bovine Mastitis, Betalactamases, Enterobacteria.
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1 INTRODUCAO

A mastite é uma inflamacdo da glandula mamaria, sendo descrita até hoje como a
doenca mais comum e dispendiosa do gado leiteiro. Além das alteracfes dos seus principais
componentes, deve-se considerar os aspectos de salde publica, pela veiculacdo de
microrganismos no leite, acarretando a perda da qualidade nutritiva e higiénica para o
consumidor. A mastite bovina do tipo ambiental é associada principalmente as bactérias
Gram negativas, microrganismos comumente pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Estes
microrganismos sdo preferencialmente encontrados no habitat normal dos animais, em locais
que apresentam esterco, urina, barro e camas organicas. Muitos fatores estdo associados a
ocorréncia dessa mastite, como a estacdo do ano, limpeza do ambiente, nutricdo, estado
imunoldgico, raga, idade e periodo de lactacdo da vaca.

A resisténcia antimicrobiana em bactérias Gram negativas apresenta uma grande
variedade de padrdes relacionados a resisténcia natural bem como a resisténcia adquirida pela
veiculacdo de genes intraespecificos ou provenientes de espécies e géneros diferentes. A
producdo de betalactamases codificadas por plasmideos que conferem resisténcia as
penicilinas, mas ndo as cefalosporinas de amplo espectro, € um dos principais mecanismos
encontrados dentre os membros da familia Enterobacteriaceae.

Em adicdo, algumas enterobactérias podem também produzir betalactamases de
espectro estendido que podem ser classificadas filogeneticamente como “Serina-Beta-
Lactamases” e “Metalo-Beta-Lactamases” que juntas formam os dois grandes grupos de
enzimas que possuem a capacidade de degradar B-lactdmicos. A classificagdo molecular
proposta por Ambler (1980) considera a homologia da sequéncia de nucleotideos e
aminodcidos, agrupando as betalactamases em quatro classes: A, B, C e D. Ja a classificacao
funcional proposta por Bush e Jacoby (2010) dividem as betalactamases segundo suas
caracteristicas bioquimicas, enzimaticas e imunoldgicas em quatro grupos: 1,2, 3 e 4 que se
dividem em distintos subgrupos. Os grupos de enzimas mais encontrados em enterobacterias
sdo 0 1 (classe C) e 2 (classe A e D).

As enterobactérias produtoras de enzima do grupo 1 apresentam atividade aumentada
contra cefalosporinas, especialmente cefoxitina que € utilizado como marcador de
caracterizacdo. O grupo 2 constitui 0 maior nimero de enzimas caracterizadas, destacando-se
0 subgrupo 2b que hidrolisam penicilinas e cefalosporinas e a variagdo 2be (ESBL
propriamente dita) que apresenta amplo espectro sobre varios antimicrobianos como
ceftazidima, cefotaxima e aztreonam, e sdo fortemente inibidos pelo &cido clavulanico.

As betalactamases sdo codificadas por genes chamados bla, que podem estar presentes
no cromossomo bacteriano ou em plasmideos. A expressdo dos genes bla pode ser induzida
pela presenga dos B-lactdmicos ou estar continuamente ativada. Dentre os principais genes
que codificam betalactamases de espectro estendido estdo blarewm, blasny, blacrx-m € blaampc
que codificam as enzimas TEM, SHV, CTX-M e AmpC, respectivamente.

As enzimas do grupo TEM, dependendo do tipo de substrato que hidrolisam, podem
produzir penicilinases, betalactamases de amplo espectro (ESBL - 2be) ou betalactamases
resistentes a inibidores (Inhibitor Resistant TEM).

O nome SHV esta relacionado com as propriedades bioquimicas destas enzimas
(SulpHydryl Variable) e as enzimas deste tipo podem hidrolisar diversos PB-lactamicos de
acordo com as alteracbes que ocorrem préximo ou no seu sitio ativo podendo inclusive
desenvolver resisténcia aos inibidores de betalactamases (Inhibitor Resistant SHV ou IRS).



As enzimas CTX-M (cefotaximases) constituem o grupo de ESBL de emergéncia mais
recente, elas hidrolisam preferencialmente a cefotaxima e atualmente, sdo as ESBL mais
frequentemente encontradas em espécies da familia Enterobacteriaceae.

As enzimas do tipo AmpC tem atividade sobre oxiiminocefalosporinas, assim como
sobre penicilinas e monobactamicos. Algumas sdo fracas hidrolisadoras de imipenem quando
expressas em grandes quantidades, além de serem fracamente inibidas por &cido clavulanico.

Bactérias produtoras de betalactamases de espectro estendido também podem
apresentar resisténcia a outros farmacos ndo p-lactdmicos, o que causa um verdadeiro dilema
no que diz respeito a terapéutica a ser utilizada nesses casos. Além disso, estas bactérias
podem conter genes de resisténcia a outros antimicrobianos, como as quinolonas (gnr) e
aminoglicosideos (aacC2) que sdo utilizados no tratamento de infec¢des causadas por
enterobactérias.

O grupo das betalactamases € amplamente estudado em microbiologia clinica humana
e € emergente no ambito veterinario, podendo ser detectado em isolados provenientes de leite
de vaca, carnes bovina, suina e de frango, e fezes de diversos animais. O conhecimento de
padrdes de resisténcia aos antimicrobianos é fundamental para o desenvolvimento de métodos
preventivos efetivos para o controle da doenca e para a elaboracdo de estratégias de
tratamento quando necessario. Logo, o presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de
avaliar o perfil de resisténcia antimicrobiana, em especial aos p-lactamicos, em
enterobacterias isoladas de amostras de leite bovino. Além disso, visa agregar conhecimento
aos estudos relacionados a etiopatogenia da mastite bovina desenvolvidos pela equipe do
Laboratorio de Bacteriologia Veterinaria nos ultimos anos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia das Enterobactérias na Etiopatogenia da Mastite Bovina

A mastite é uma inflamacdo da glandula mamaria, sendo descrita até hoje como a
doenca mais comum e dispendiosa do gado leiteiro (LANGONI et al., 2009; BRASIL, 2012).
Dentre as causas desta inflamacéao estdo: estresse, ferimentos fisicos, metabolismo e infec¢cdo
por bactérias invasivas e outros microrganismos (FREITAS et al., 2005; TOZZETTI et al.,
2008).

Muitos prejuizos séo causados por essa infeccdo, tanto para o consumidor quanto para
o0 produtor. A infeccdo da glandula mamaria altera os principais componentes do leite, e pode
acarretar em veiculagdo de microrganismos no leite, acarretando a perda da qualidade
nutritiva e higiénica para o consumidor (LANGONI et al., 2009).Considerando os prejuizos
relacionados ao sistema de producdo, destaca-se a intensidade do quadro clinico que pode
acarretar morte do animal infectado devido aos efeitos sistémicos das endotoxinas liberadas
por esses agentes (HOGAN & SMITH, 2003).

Sé&o citados na literatura mais de 130 agentes envolvidos na sua etiologia, incluindo-se
bactérias, fungos, algas e virus (SILVA et al., 2008). Especificamente em relacdo a mastite
ambiental, sua causa esta associada as bactérias que vivem no ambiente de ordenha ou de
curral, principalmente no esterco, na cama organica e até mesmo na agua de bebida ou de
limpeza. Logo, a fonte ou reservatorio dessas bactérias contaminantes ndo é a glandula
mamaria de vacas infectadas, e sim principalmente, 0 ambiente onde os animais sdo criados
(TYLER e CULLOR, 2006). A sua transmissdo ocorre por contato direto da glandula
mamaria com material contaminado e principalmente no periodo entre as ordenhas (CASSOL
2010 apud PERES NETO et al., 2011).

Muitos fatores estdo associados a ocorréncia da mastite ambiental, como a estagédo do
ano, limpeza do ambiente, nutricdo, estado imunolégico, raca, idade e periodo de lactacdo da
vaca. Além disso, dois fatores de viruléncia auxiliam a multiplicacdo das enterobactérias na
glandula maméria: a capacidade de sobreviver em condigdes de baixa tensdo de oxigénio e
sua habilidade de utilizar a lactose como fonte energética (HOGAN & SMITH, 2003).

A limpeza do local onde os animais vivem é de grande importancia. O material
utilizado como cama deve ser de preferéncia inorganico para evitar a proliferacdo de
microrganismos e entdo servir como mantenedor deles no ambiente. Aconselha-se ainda
manter o animal em pé durante a primeira hora ap0s a ordenha para reduzir a exposi¢do da
extremidade da teta as bactérias nesse periodo critico no qual o esfincter do teto esta relaxado.
Geralmente, para isso, 0s animais sao alimentados ap6s a ordenha fazendo com que eles
fiquem em estacdo (RODENBURG, 2012).

Segundo Miguel (2010), a carga microbiana inicial do leite esta diretamente associada
a qualidade da agua utilizada para limpeza das teteiras mecanicas. Muitas propriedades nao
utilizam agua tratada e historicamente, a incidéncia de contaminacdo das aguas subterraneas,
principalmente de pogos profundos, geralmente tem sido considerada baixa. No entanto, nos
altimos anos, as atividades agricolas, focadas em grandes operacgdes de criacdo intensiva, tém
criado condicdes ambientais que possibilitam a contaminacdo bioldgica das aguas
subterraneas. Em particular, lencdis freaticos superficiais em solos arenosos, tem alto risco de
estarem contaminados. Pocos mal vedados e mal localizados também sdo responsaveis por
uma grande percentagem dos aquiferos contaminados (Centro de Vigilancia
Epidemiolégica/ CVE/SES-SP).



O periodo do ano também influencia na incidéncia de infeccdo por bactérias
ambientais, assim como o periodo de lactagdo e anatomia do Ubere das vacas. Durante o
verdo, a taxa € mais alta em vacas confinadas e em animais criados a pasto, a taxa é maior em
periodos chuvosos e umidos. No inicio da lactacdo, a infeccdo ocorre com maior freqiiéncia; e
naqueles animais cujas ragas possuem Uberes mais pendulares ha maior predisposicao a lesdes
nos tetos e com isso facilita a penetracdo das bactérias, aquelas vacas mais velhas também
sofrem com esse problema, pois possuem os ligamentos do Gbere mais frouxos (HOGAN &
SMITH, 2003).

Assim tambeém, h& influéncia de nutrientes no desenvolvimento das mastites como a
deficiéncia de algumas vitaminas e minerais, pois eles podem auxiliar na manutengdo ou no
aumento da resisténcia da glandula maméria as infeccbes. Ha relatos de tratamentos com
suplementacdo de vitamina E e selénio podem diminuir os casos de mastite clinica no rebanho
(SCHVARZ & SANTOS, 2012).

Dentre as bactérias ambientais mais comuns causadoras da mastite bovina de origem
ambiental estdo as enterobactérias (KAIPAINEN et al., 2002; RIBEIRO et al., 2006). Estas
infectam a glandula maméria devido ao seu comportamento oportunista, que é veiculado pelas
fezes dos animais, agua e outros substratos ambientais, utilizando a via ascendente do canal
galactoforo como porta de entrada (EBERHART 1979 apud MOREIRA et al., 2008).

As enterobactérias constituem o maior e mais heterogéneo grupo de microrganismos,
sdo ubiquos e constituintes da microbiota intestinal normal da maioria dos animais (SANTOS,
2006). Os membros dessa familia podem colonizar pessoas e animais, sendo oS
imunocomprometidos ou debilitados altamente suscetiveis as infecgdes. Os procedimentos
invasivos e as mucosas traumatizadas e/ou cortadas sdo portas de entrada ao microrganismo
(KONEMAN et al., 2008).

Essas bactérias pertencem a familia Enterobacteriaceae, apresentam-se sob a forma de
bacilos e sdo Gram negativas, medindo em média 1 a 5 um de comprimento. Esses
microrganismos sdo maveis, dotados de flagelos peritriquios, ou imdveis, ndo formadores de
esporos. As enterobactérias fermentam agucares originando uma variedade de produtos finais,
reduzem o nitrato, sdo catalase positivas. Devido a auséncia da atividade de citocromo-
oxidase, as enterobactérias sdo oxidase negativas, podendo diferencia-las de outros bacilos
Gram negativos fermentadores e de ndo fermentadores. As col6nias dessa familia apresentam
caracteristicas diferenciadas em meio a&gar EMB (Eosina Azul de Metileno) e agar
MacConkey (O'HARA, 2005; MADIGAN et al., 2010).

As endotoxinas sdo lipopolissacarideos (LPS) farmacologicamente ativos que estdo
contidos no interior das paredes celulares das espécies Gram-negativas. Esses LPS sao
estruturados por trés regifes: uma porcdo variavel externa de carboidratos que determina a
especificidade antigénica, um cerne ou centro de polissacarideo que € estruturalmente similar
entre as espécies e uma porcao lipidica altamente conservada, denominada lipideo A. Assim,
quando ha a liberacdo deste LPS, ocorre o choque endotoxico que pode causar febre,
leucopenia, hemorragia capilar, hipotensdo e colapso circulatério, podendo levar o hospedeiro
a morte. Esses efeitos podem ser atribuidos primariamente ao lipidio A, que é altamente
antigénico e tem determinantes comuns a todas as cepas de bacilos Gram-negativos
(KONEMAN et al., 2008).

Os principais géneros pertencentes a essa familia sdo: Escherichia sp., Shigella spp.,
Salmonella spp., Klebsiella spp., Proteus spp., Morganella spp., Yersinia spp., Enterobacter
spp. e Serratia spp. (GONCALVES, 2010).

Os membros do género Escherichia sdo habitantes do intestino de animais de sangue
quente, incluindo humanos, embora ndo sejam o0s organismos dominantes nesse habitat.
Algumas linhagens sdo de grande importancia para seus hospedeiros enquanto outras sdo
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patogénicas podendo causar doencas graves. Escherichia coli, um agente oportunista, é a
espécie mais isolada em casos de mastite ambiental (SANTOS, 2006; MADIGAN et al.,
2010). Os fatores de viruléncia incluem toxinas, adesinas, invasinas, presenca de capsula,
captacdo de ferro, fator necrosante citotoxico. A sorotipagem é feita baseada em antigenos —
O, H, K, sendo conhecido mais de 700 tipos antigénicos (SANTQOS, 2006; COSTA, 2011). As
cepas de E. coli enterovirulentas podem ser divididas em categorias: ETEC - E. coli
enterotoxigéncia, EPEC - E. coli enteropatogénica, EIEC - E. coli enteroinvasiva, EHEC - E.
coli enterohemorragica, EAEC - E. coli enteroagregativa, DAEC - E. coli de aderéncia difusa,
UPEC - E. coli uropatogénica, SEPEC - E. coli septicémica. Alguns métodos utilizados na
deteccdo dessas bactérias sdo reacbes bioquimicas, sorotipagem, métodos fenotipicos
baseados nas caracteristicas de viruléncia e métodos de detec¢cdo molecular (NGUYEN et al.,
2005; RASKO et al., 2008).

Outro agente de importancia nas mastites bovina € do género Klebsiella, em especial a
espécie Klebsiella pneumoniae. Essa bactéria esta presente no ambiente e também na pele do
teto podendo colonizar o tecido causando infec¢do no teto (ZADOKS et al., 2011). O género
Proteus caracteriza-se pela rapida motilidade e pela produgdo da enzima urease e as espécies
de Serratia e Enterobacter podem ser isoladas de &gua, esgoto, intestino de animais e
humanos. Esses agentes também podem causar mastite em bovinos pela sua disseminacéo no
ambiente (MADIGAN et al., 2010; ZADOKS et al., 2011).

As enterobactérias causam uma mastite que tende a se apresentar na forma clinica
aguda e, algumas vezes na forma hiperaguda, em que se observa febre, perda de apetite,
desidratacéo e, ocasionalmente, morte do animal (BRITO et al., 2009).

Estas bactérias evadem o sistema imunoldgico, como no caso de Klebsiella spp. que
possui capsula e camufla-se contra a opsonizacdo mediada por anticorpos blogueando a
deposicdo de complemento. A vacinagdo com antigenos especificos de Gram negativos € uma
opcao para aumentar os titulos de anticorpos dos animais. Essa imunizagédo primaria é feita ao
final da lactacdo com reforcos durante o periodo da seca e ao parto (HOGAN & SMITH,
2003).

O teste realizado antes da ordenha para deteccdo de mastite clinica € a caneca de fundo
preto ou caneca telada, na qual se podem observar os grumos e pus presentes no leite. A
Contagem de Células Somaticas (CCS) no tanque de leite proveniente de animais com este
tipo de mastite € menor que 300.000 células (HOGAN & SMITH, 2003; BRASIL, 2012).

O tratamento da mastite clinica é feito com antibioticoterapia muitas vezes associada a
terapia de suporte — fluidoterapia, antiinflamatorios e ocitocina — (HENRIQUE, 2009). O
controle dessa mastite é problematico, pois o contato das bactérias ambientais com a glandula
mamaria pode ser reduzido, porém nunca eliminado e depende do manejo. Entdo se deve
reduzir a exposicdo da extremidade da teta a estes patdgenos e melhorar a resisténcia das
vacas a infec¢cdes intramamarias aléem de primar pelo uso correto de antimicrobianos com o
intuito de evitar o desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos (GARCIA, 2004;
PERES NETO, 2011). Muitas vezes, a propria defesa do animal elimina a infeccdo mamaria
(aproximadamente 20 a 30% das infeccdes da glandula mamaria). Dessa forma, a adogéo de
boas préaticas de manejo, alimentacdo adequada e um ambiente livre de estresse podem
contribuir para a reducdo das infeccbes (TOZZETTI et al., 2008).

Segundo o National Mastitis Council Research Committee Report (2004) o tratamento
de mastite é a causa mais comum de residuos de antimicrobianos no leite e muito se discute
sobre a capacidade destes residuos em induzir resisténcia a antimicrobianos em humanos
(SILVA et al., 2008). Alem disso, estes residuos interferem na producdo dos derivados,
inviabilizando muitas vezes a producéo destes (NETTO et al., 2005).



O Regulamento Industrial de Inspecdo Sanitaria de Produtos de Origem Animal —
RIISPOA - (BRASIL, 1981) proibe a adicdo de qualquer substancia quimica ao leite fluido
destinado a alimentacdo humana. Os residuos de antimicrobianos no leite sdo resultado da
aplicacdo de diferentes substancias antimicrobianas no rebanho leiteiro para prevencdo ou
tratamento das mastites. A presenca desses residuos no leite tem sido um dos maiores desafios
impostos aos 6rgdos responsaveis pela saude publica e a industria de alimentos no mundo
(NETTO et al., 2005). A Instrugdo Normativa 51 descreve a necessidade de realizar testes
para verificar residuos antimicrobianos no leite, alguns ndo podem estar presentes e 0 outros
devem estar dentro do limite de seguranca estabelecido (BRASIL, 2002). Quando presentes
no leite, os residuos podem causar reacOes de hipersensibilidade, interferir na manufatura de
produtos lacteos pela inibicdo de culturas lacticas e induzir o aparecimento da resisténcia a
antibioticoterapia (FONSECA & SANTOS, 2000). A resisténcia antimicrobiana nas
enterobactérias € uma caracteristica importante e os membros dessa familia apresentam uma
grande variedade de padrdes de resisténcia natural além da resisténcia adquirida pela
aquisicdo de genes provenientes de bactérias da mesma espécie e/ou de espécies e géneros
diferentes (LIVERMORE, 2003).

2.2 Resisténcia Antimicrobiana em Bastonetes Gram Negativos

A resisténcia aos antimicrobianos apresenta um problema de satde publica mundial e
seu aumento tem ocorrido de forma alarmante, sendo estimado que, o uso de farmacos para o
tratamento de infeccdes possa resultar em perda de efetividade (WHO, 2007). Sua descoberta
foi um grande avango para a aplicacdo terapéutica tanto na medicina humana quanto na
veterinaria. Porém, a pressao seletiva, a qual os microrganismos tem sido expostos, tem feito
com que eles desenvolvam mecanismos de protecdo (MOTA et al., 2005).

A emergéncia da resisténcia antimicrobiana entre patdgenos de impacto na salde
animal tem sido uma preocupacéo crescente em medicina veterinaria. Isto se explica pelo fato
de que a maioria das classes de agentes antimicrobianos utilizados possuem analogos
humanos, refletindo diretamente na resisténcia antimicrobiana na medicina humana.
Especificamente no caso da mastite, os residuos dos antimicrobianos utilizados no rebanho
podem ser ingeridos pelos seres humanos através de produtos lacteos ou ainda os agentes
patogénicos podem ser transmitidos aos homens pela ingestdo de produtos Ilacteos
contaminados, pelo contato direto com os animais de producdo ou através do ambiente
(SRINIVASAN et al., 2007).

Segundo Fuchs (2004), a resisténcia bacteriana do tipo primario é apresentada por
espécies naturalmente resistentes aos antimicrobianos. E a adquirida consiste em um
fendmeno genético relacionado a existéncia de genes contidos em microrganismos que
codificam diferentes mecanismos bioquimicos, impedindo a acdo de diversos farmacos
(FRERE, 1995; KAYE et al., 2000).

A resisténcia natural das bactérias é uma caracteristica intrinseca que ocorre sem uma
exposicdo prévia ao antimicrobiano. O grande numero de espécies dentro da familia das
enterobactérias acarreta uma elevada variedade de padrbes de sensibilidade natural
(RISUENO et al., 2002). O conhecimento da resisténcia intrinseca das diferentes espécies
auxilia na escolha das estratégias de tratamento empirico (RIVERON et al., 2003; RICE &
BONOMO, 2005).

Dentre as formas de resisténcia natural em Gram negativos estdo aquelas em que o
antimicrobiano ndo atua no alvo por ndo penetrar a célula - por motivos de impermeabilidade
da membrana externa ao tamanho da molécula ou pela caracteristica hidrofilica — e/ou
tamanho das proteinas da membrana externa, denominadas porinas (FLUIT et al., 2001;
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BRASIL, 2007; BOERLIN & WHITE, 2010). Dentre 0s mecanismos mais comuns de
resisténcia natural, destaca-se:

- resisténcia intrinseca a MLS (macrolideos, lincosamidas e estreptograminas) que
ocorre devido a uma baixa permeabilidade da membrana exterior aos compostos hidrofobicos
(FLUIT et al., 2001);

- impermeabilidade da membrana plasmética aos macrolideos devido ao seu tamanho
molecular (BOERLIN & WHITE, 2010);

- permeabilidade limitada da membrana plasmatica responsavel pela resisténcia a
penicilina, eritromicina, clindamicina e vancomicina (BRASIL, 2007).

J& a resisténcia adquirida é aquela na qual o microrganismo necessita de exposicdo
prévia ao antimicrobiano para desenvolver mecanismos para burlar a agdo dos medicamentos
(MADIGAN et al., 2010). O desenvolvimento da resisténcia em uma bactéria ocorre por meio
de mutacGes ou por aquisicdo de material genético extracromossémico proveniente de outras
bactérias. Quando ocorre mutacdo, a bactéria pode adquirir resisténcia cromossémica por
meio da alteracdo ou superproducéo do alvo, por mudancas na sintese de proteinas ligadas a
permeabilidade alterando a entrada e 0 acimulo da droga dentro da célula ou dificultando o
encontro do farmaco com o seu alvo (MOTA et al., 2005). Em caso de resisténcia por
aquisicdo de material genético, a transferéncia de genes ocorre horizontalmente por meio de
plasmideos ou outro material genético mével, como integrons e transposons. Desta maneira,
uma bactéria pode adquirir a resisténcia a um ou a varios antimicrobianos sem a necessidade
de ter sido exposto a este farmaco (RIVERON et al., 2003).

Tendo em vista os varios mecanismos de resisténcia aos farmacos utilizados
atualmente, a comunidade cientifica e medica vem procurando por alternativas e novas
estratégias para combater bacterias resistentes (SILVEIRA et al., 2006).

2.2.1 Resisténcia aos p-lactamicos

A classe dos antimicrobianos p-lactamicos é constituida por penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos e carbapenemas (figura 1) (SOUSA et al., 1998). Estes
farmacos estdo entre os mais prescritos em todo o mundo devido a sua baixa toxicidade e
constituem as principais escolhas terapéuticas para o tratamento de infeccdes causadas pelos
géneros da familia Enterobacteriaceae juntamente as fluoroquinolonas (LIVERMORE, 1995;
COQUE et al., 2008).
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Figura 1: Estrutura dos antimicrobianos p-lactamicos (WILLIAMS, 1999).

Os antimicrobianos B-lactdmicos inativam um conjunto de transpeptidases que
catalisam ligacOes cruzadas na fase final de sintese do peptidoglicano (KASMAR &
HOOPER, 2009). A classe dos B-lactdmicos contém o ndcleo principal sendo um anel -
lactdmicos ligado a um radical. O radical é a parte que os diferencia em penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos, sendo esse Ultimo destituido de radical
ligado ao nacleo B-lactamicos. Apenas sdo ativos contra bactérias em crescimento e sao
desprovidos de qualquer atividade contra bactérias sem parede (NOGUEIRA, 2011).

A resisténcia aos [B-lactamicos apresentada por espécies desta familia pode ser
decorrente de diversos mecanismos, como a reducdo da permeabilidade ao farmaco pela perda
ou reducdo na expressao de porinas, pela hiperexpressdo de bombas de efluxo e pela producdo
de enzimas que inativam o farmaco, chamadas betalactamases (GUPTA et al., 2006; PEREZ
et al., 2007). A resisténcia aos B-lactamicos também dependerd da quantidade de enzima
produzida, da habilidade em hidrolisar o antimicrobiano e¢ da velocidade com que o f-
lactamico penetra pela membrana externa (BRADFORD, 2001; SOUSA Jr et al., 2004).

As betalactamases sdo enzimas capazes de catalisar a hidrolise do anel B-lactdmico
através da hidroxilagdo irreversivel da ligagdo amida do anel B-lactamico, gerando compostos
sem atividade antimicrobiana. A atividade de hidrdlise do B-lactdmico pode variar de acordo
com o tipo de substrato bem como com a suscetibilidade aos inibidores de betalactamases,
como &cido clavulanico, sulbactam e tazobactam (BUSH, 2001; SOUSA Jr et al., 2004). A
producdo de betalactamases é o mais importante mecanismo de resisténcia contra agentes -
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lactdmicos encontrado em bactérias Gram negativas. Estas enzimas sdo armazenadas no
espaco periplasmatico das bactérias Gram negativas (LIVERMORE, 1995; SANTOS, 2006).

Membros da familia Enterobacteriaceae comumente expressam betalactamases
codificadas por plasmideos que conferem resisténcia as penicilinas mas nao as cefalosporinas
de amplo-espectro (LIVERMORE, 1995). Em 1983, um novo grupo de enzimas logo
nomeadas de Betalactamases de Espectro Estendido foi detectado em cepas de Serratia
marcescens e Klebsiella pneumoniae na Alemanha (KNOTHE et al., 1983). E este fendmeno
jé foi encontrado em outras enterobactérias, como em Escherichia coli, Proteus sp., e também
em bacilos Gram negativos ndo-fermentadores de glicose, como a Pseudomonas aeruginosa
(AMBLER, 1980).

A sintese de betalactamases de espectro estendido pode ser induzida em algumas
espécies bacterianas durante a terapéutica antimicrobiana, tendo em vista que virtualmente
todas as bactérias Gram negativas produzem estas enzimas (SADER et al., 1999).

Além disso, a producdo de betalactamases de amplo espectro esta frequentemente
associada a resisténcia a outros antimicrobianos em patdgenos multirresistentes (BUSH et
al.,1995).

Dois esquemas sdo comumente utilizados para a classificacdo das betalactamases; a
classificagdo molecular de Ambler (AMBLER, 1980) e a classificagdo funcional proposta por
Bush, inicialmente em 1989, e ampliada por Bush-Jacoby-Medeiros (BUSH et al., 1995;
BUSH & JACOBY, 2010) (quadro 1). A primeira baseia-se na homologia de aminoacidos
entre as enzimas, e reconhece quatro classes, designadas de A a D. As classes A,C e D sédo
enzimas que contém serina em seu sitio ativo; a classe B é representada pelas metaloenzimas,
contendo zinco no sitio ativo. Ja a classificacdo de Bush-Jacoby-Medeiros baseia-se na
similaridade entre os perfis de substratos e inibidores das betalactamases, classificando as
enzimas de 1 a 4, com subdivisbes e é considerada de mais utilidade em estudos
microbiolégicos (TOLENTINO, 2009).

A deteccdo dessas enzimas pode ser feita de forma feno e genotipica. Para
identificacdo inicial de bactéria produtora de betalactamase deve-se utilizar a metodologia
proposta pelo CLSI (2008; 2012), que utiliza antimicrobianos “marcadores” da possivel
presenca dessas enzimas e a presenca de halo menor que o descrito é considerado indicativo
de isolado produtor de betalactamase. A confirmacao desse fendmeno pode ser feita por testes
adicionais dependendo do tipo de enzima suspeita como:

- Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) - que pode ser realizado por meio do Etest
que apesar do apresentar elevado custo para a realizacdo em laboratdrio de rotina pode ser
uma alternativa na confirmacéo de ESBL (SOUSA Jr et al., 2004);

- Aproximacdo em disco com os betalactamicos distribuidos ao redor do disco de
amoxicilina+acido clavulanico para confirmacéo de ESBL (JARLIER et al., 1988);

- Teste enzimatico tridimensional (TET) para a confirmacdo da producdo de ESBL
utilizando o disco de ceftazidima e AmpC utilizando o disco de cefoxitina (SHAHID et al.,
2004; SOBIA et al., 2011);

- Teste de Hodge Modificado (THM) (CLSI, 2012) para confirmacdo da producdo de
carbapenemase com o disco de ertapenem, que € 0 mais sensivel indicador da producéo de
carpapenemase.

As betalactamases sdo codificadas por genes chamados bla, que podem estar presentes
no cromossomo bacteriano ou em plasmideos. A expressdo dos genes bla pode ser induzida
pela presenca dos PB-lactdmicos ou estar continuamente ativada. Assim, as betalactamases
podem estar presentes de forma induzivel ou constitutiva (LIVERMORE, 1995).



Quadro 1. Classificagdo de betalactamases bacterianas, segundo Bush-Jacoby (2010).

Grupo segundo Classe Molecular Substrato Acédo de Caracteristicas Exemplo de enzimas
Bush-Jacoby (2009) (subclasse) inibidores
1 C Cefalosporinas Néao Melhor hidrélise de cefalosporinas do que de | E. coli AmpC, CMY-2, FOX-1,
benzilpenicilinas; hidrolisa cefamicina. MIR-1, P99, ACT-1.
1E C Cefalosporinas Néao Hidrolise =~ aumentada  de  ceftazidimae | GCI, CMY-37
frequentemente outras oxiimino-B-lactamicos
2a A Penicilinas Sim Maior hidrolise de benzilpenicilinas do que | PCI
cefalosporinas
2b A Penicilinas e cefalosporinas de Sim Hidrélise similar de benzilpenicilinas e | TEM-1,TEM-2, SHV-1
menor espectro cefalosporinas
2be A Cefalosporinas de espectro Sim Hidrolise aumentada de oxiimino- | TEM-3, SHV-2, CTX-M-15,
estendido e monobactadmicos betalactamicos (cefotaxima, ceftazidima, | PER-1, VEB-1
ceftriaxona, cefepime, aztreonam)
2br A Penicilinas Néao Resisténcia a é&cido clavulénico, sulbactam e | TEM-30, SHV-10
tazobactam
2ber A Cefalosporinas de espectro Né&o Hidrolise aumentada de oxiimino-B-lactamicos | TEM-50
estendido e monobactadmicos combinadas com a resisténcia a acido
clavulanico, sulbactam e tazobactam
2C A Carbenicilinas Sim Hidrélise aumentada de carbenicilina PSE-1, CARB-3
2ce A Carbenicilinas, cefepime Sim Hidrolise aumentada de carbenicilina, cefepime | RTG-4
e cefpiroma
2d D Cloxacilina Variavel Hidrolise aumentada de cloxacilina ou oxacilina | OXA-1, OXA-10
2de D Cefalosporinas de espectro Variavel Hidrolise de cloxacilina ou oxacilina e oxiimino- | OXA-11, OXA-15
estendido B-lactdmicos
2df D Carbapenemas Variavel Hidrolise de cloxacilina ou oxacilina e | OXA-23, OXA-48
carbapenemas
2e A Cefalosporinas de espectro Sim Hidrolise de cefalosporinas, inibida por acido | CepA
estendido clavulanico mas ndo por aztreonam
2f A Carbapenemas Variavel Hidrdlise aumentada de carbapenemas oxiimino- | KPC-2, IMI-1, SME-1
B-lactdmicos, cefamicinas
3a B (B1) Carbapenemas Néo Hidrolise de  amplo-espectro incluindo | IMP-1, VIM-1, CcrA, IND-1
carbapenemas mas ndo monobactdmicos
B (B3) L1, CAU-1, GOB-1, FEZ-1
3b B (B2) Carbapenemas Néo Hidrolise preferencial de carbapenemas CphA, Sfh-1
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2.2.1.1 blatem

A designacéo de TEM deriva do nome da paciente (Temoniera) a partir da qual foi
obtido o primeiro isolado de Escherichia coli produtor destas enzimas (Atenas, 1965)
(DATTA et al., 1965 apud GONCALVES, 2010). A primeira betalactamase mediada por
plasmideo em Gram negativa foi descrita nos anos 60, e continuam sendo mediadas por
plasmideos e também por transposons (BRADFORD, 2001).

As enzimas do grupo TEM apresentam a capacidade de hidrolisar penicilinas e,
eventualmente, cefalosporinas de primeira geracdo, como cefalotina e cefaloridina. Essas
enzimas integram-se nos grupos 2b, 2be, e 2br da classificagdo de Bush-Jacoby-Medeiros,
dependendo do tipo de substrato que hidrolisam produzem: penicilinases, betalactamases de
amplo espectro (ESBL) ou de betalactamases resistentes a inibidores (Inhibitor Resistant
TEM ou IRT), respectivamente (DIAS, 2009). O grupo das ESBLs foi o grupo de
betalactamases que teve maior nimero de novas enzimas descritas nos Gltimos anos e
bactérias produtoras de betalactamases de espectro estendido ja amplamente estudado em
microbiologia clinica e emergentes em ambito veterinario, podem ser recuperados a partir de
leite de vaca, carnes bovina, suina e de frango, e fezes de animais (LI et al., 2007;
LOCATELLI et al, 2009; BUSH & JACOBY, 2010; GESER et al., 2012; SILVA &
LINCOPAN, 2012; DAHMEN et al., 2013).

Hoje em dia, existem 205 enzimas da familia TEM: algumas destas enzimas conferem
fenOtipos de resisténcia aos inibidores, no entanto, a maioria sdo ESBL
(http://www. lahey.org/Studies).

As propriedades cataliticas das enzimas TEM variam de acordo com as substitui¢coes
aminoacidicas que afetam diretamente o sitio ativo e, portanto, resultam das alteracGes
nucleotidicas que ocorrem em posicdes especificas do gene blatem que as codifica. Algumas
destas alteracGes aminoacidicas resultam em variacoes no perfil de hidrélise, aumentando sua
capacidade para hidrolisar cefalosporinas de terceira geracdo (BRADFORD, 2001). O
aumento do espaco fisico do sitio ativo conseguido através das substituicdes aminoacidicas
produz comumente um aumento da suscetibilidade ao acido clavulanico. Estas substituices
podem dar origem as enzimas ESBL, pois produzem uma alteracdo do sitio ativo, aos quais as
cefalosporinas de terceira geracdo se adaptam estruturalmente. Assim, a coexisténcia do
fendtipo ESBL e resisténcia aos inibidores, no que respeita a estas posicles, parece ser
incompativel (KNOX, 1995; BRADFORD, 2001).

Embora as betalactamases tipo TEM sejam mais frequentemente encontradas em
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae podem também ser detectadas em outras bactérias
Gram negativas. No caso especifico das ESBL do tipo TEM, estas tem vindo a ser detectadas
em Enterobacter spp., Morganella morganii, Proteus spp., Salmonella spp. e Pseudomonas
aeruginosa (JACOBY & MUNOZ-PRICE, 2005).

2.2.1.2 blagpyy

O nome SHV esta relacionado com as propriedades bioquimicas destas enzimas
(SulpHydryl Variable). Estas enzimas estdo inseridas nos grupos 2b, 2be e 2br da
classificacdo Bush-Jacoby-Medeiros, de acordo com os antimicrobianos B-lactdmicos que
hidrolisam. Sendo as alterac6es que ocorrem perto ou no sitio ativo destas enzimas que mais
influenciam o tipo de substratos que hidrolisam ou ainda podendo acarretar resisténcia aos
inibidores de betalactamases (Inhibitor Resistant SHV ou IRS) (GONCALVES, 2010; DIAS,
2009; MENDONCA et al., 2008). Este gene, junto ao blargy, € 0 mais disseminado.
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A maioria das enzimas tipo SHV sdo ESBLs, sendo sobretudo produzidas por isolados
de Kiebsiella pneumoniae. A betalactamase SHV-1 é ubiquitaria e cromossdomica em K.
pneumoniae e confere resisténcia & ampicilina, amoxicilina, carbenicilina e ticarcilina (BUSH
et al., 1995; LIVERMORE, 1995). Segundo Bradford (2001), SHV-1 é encontrada em 90%
dos isolados clinicos de K. pneumoniae. Em E. coli, por sua vez, a enzima surge
frequentemente codificada por genes plasmidiais.

A primeira descoberta de uma ESBL do tipo SHV (SHV-2) ocorreu em 1983, na
Alemanha, numa cepa de Klebsiella ozaenae (GONCALVES, 2010). Devido as substituicbes
aminoacidicas (isoladas ou em associacdo) que conferem resisténcia as cefalosporinas de
terceira geracgao, sdo descritas cerca de 60 ESBLs da familia SHV (DIAS, 2009).

As SHV-ESBL séo particularmente importantes na disseminacdo de resisténcias em
isolados clinicos na Europa e América, sendo SHV-5 e SHV-12 das mais comuns deste grupo
(JACOBY & MUNOZ-PRICE, 2005). Atualmente existem descritas 173 betalactamases do
tipo SHV, relacionadas entre si pelo acimulo de uma ou mais mutaches
(http://www.lahey.org/Studies).

2.2.1.3 blaCTx_M

As enzimas CTX-M (cefotaximases) constituem o grupo de ESBL de emergéncia mais
recente, elas hidrolisam preferencialmente a cefotaxima, dai a origem de seu nome (DIAS,
2009; GONCALVES, 2010).

Essas comegaram a ser identificadas no final dos anos 80, como resposta ao extenso
uso das oxiiminocefalosporinas, que sdo inerentemente mais resistentes a acdo das
betalactamases, para o tratamento de infecgdes por bacilos Gram negativos produtores de
betalactamases dos grupos A, C e D (BOU et al., 2002). A primeira CTX-M foi isolada na
Alemanha em 1989, tendo sido identificada em um isolado clinico de Escherichia coli e
denominada CTX-M-1 (BAUERNFEIND et al., 1989; PITOUT et al., 2004). Posteriormente,
a mesma enzima foi isolada na Franca (BARTHELEMY et al., 1992; BAUERNFEIND et al.,
1996). Na decada de 90, foi descrita a primeira CTX-M no Brasil, e em 1992 foi descrita a
CTX-M-2, isolada de cepas de Salmonella resistentes a cefotaxima durante uma epidemia na
Argentina (BAUERNFEIND et al., 1992; SILVA & LINCOPAN, 2012).

Acredita-se que as ESBLs tipo CTX-M tenham originado de uma Enterobacteriaceae
amplamente disseminada na natureza, Kluyvera spp., e foram adquiridas por transferéncia
horizontal por meio da conjugacdo (HUMENIUK et al., 2002; OLSON et al., 2005).

Atualmente, as CTX-M sdo as ESBL mais frequentemente encontradas em espécies da
familia Enterobacteriaceae (TOLENTINO, 2009). Estas enzimas sdo classificadas
filogeneticamente em cinco grandes grupos, de acordo com as suas sequéncias aminoacidicas:
0 grupo CTX-M-1, o grupo CTX-M-2, o grupo CTXM-8, o grupo CTX-M-9 e o grupo CTX-
M-25 (PITOUT et al., 2004; DIAS, 2009).

As pB-lactamases CTX-M tem sido detectadas por todo o mundo e tem sido
frequentemente associadas a surtos na Europa, América do Sul e Japdo (BRADFORD, 2001).

O cenério epidemioldgico das betalactamases CTX-M compreende o aparecimento de
novas enzimas, a existéncia de multiplos clones associados a surtos e a introducdo frequente
de vérios elementos genéticos envolvidos na disseminacdo de blactx-m. A disseminacao
destas enzimas tem ocorrido a uma tal escala que ndo poderia ser apenas consequéncia de
pressdo seletiva devida ao uso de cefalosporinas de terceira geracdo. De fato, a evolucao deste
grupo de enzimas foi influenciada, a nivel molecular, por eventos de recombinacédo de blacrx-
mCom sequéncias de insercdo, transposons e pela transferéncia destes genes através de outros
elementos genéticos méveis (BONNET, 2004; CANTON & COQUE, 2006).
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As enzimas do tipo AmpC tem atividade sobre oxiiminocefalosporinas, assim como
sobre penicilinas e monobactamicos. Algumas dessas enzimas séo fracas hidrolisadoras de
imipenem quando expressas em grandes quantidades, além de serem fracamente inibidas por
acido clavulanico (BUSH et al.,1995; POIREL et al., 2008; KAOA et al., 2010).

Esta classe de betalactamases, produzidas exclusivamente por bactérias Gram
negativas, pertencem ao grupo funcional 1 da classificagdo de Bush e no grupo C pela
classificagdo de Ambler (AGUILAR, 2009).

As betalactamases de tipo AmpC foram relatadas como enzimas de origem
cromossGmica constitutivas para diversas espécies pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
incluindo Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii, Morganella
morganii, Serratia marcescens, Hafnia alvei (DIAS, 2009).

Em Escherichia coli, a producéo constitui uma expressdo ndo induzivel e constitutiva,
ndo sendo habitualmente suficiente para ter consequéncias fenotipicas nas estirpes que as
produzem (PEREZ-PEREZ & HANSON, 2002). Podem ainda surgir mutantes resistentes que
hiperexpressam constitutivamente esta enzima devido a mutages no gene repressor do gene
blaampc (DIAS, 2009).

Nos ultimos anos, a producdo de enzimas de tipo AmpC tem contribuido com o alto
indice de resisténcia aos B-lactamicos em espécies que apresentam altos niveis de expresséo
constitutiva, devida a uma derepressédo dos genes cromossdmicos ou pela aquisicdo de AmpC
mediadas por plasmidios (PEREZ-PEREZ & HANSON, 2002; YAGI et al., 2005).

Nas enterobactérias a producao de betalactamases cromossdmicas € codificada por um
gene estrutural denominado blaampc (THOMSON, 2001). Em Citrobacter spp, Enterobacter
spp, Serratia spp, Providencia spp, Proteus spp. e M.morganii a expressdo da enzima AmpC
¢ induzivel por agentes PB-lactdmicos, como ampicilina e cefalosporinas de curto espectro.
Nestes organismos, a producao da enzima € induzida pelo proprio tratamento antimicrobiano
com B-lactamicos podendo ocasionar faléncia terapéutica, mesmo que a bactéria tenha sido
originalmente considerada sensivel ao antimicrobiano no teste de sensibilidade laboratorial in
vitro (OLIVEIRA, 2008).

Apesar da producdo de AmpC aumentar significativamente na presenca de um indutor,
a retirada deste pode fazer com que a producdo destas enzimas volte a seus niveis basais. No
entanto, a hiperproducédo permanente pode ocorrer e, normalmente, se deve a uma mutacao no
gene blaampc, € isto é cada vez mais frequente em isolados clinicos (THOMSON, 2001). No
caso de mutacdo, os isolados sdo resistentes a todas as penicilinas e cefalosporinas (exceto de
quarta geracdo) independentemente de um agente indutor (OLIVEIRA, 2008)

As AmpC plasmidiais (AmpCp) surgiram a partir de diversas AmpC cromossdmicas.
A primeira AmpCp descrita foi a enzima MIR-1, originada da betalactamase AmpC de
Enterobacter cloacae. Desde esse primeiro relato, a descricdo de AmpC plasmidial tornou-se
mais prevalente (BRADFORD et al.,1997). A classificacdo das enzimas AmpC plasmidiais
estd baseada na codificacdo de origem cromossdmica, diferenciando-se seis grupos com
similaridade genética: ACC (originado de H. alvei), FOX (origem desconhecida), MOX
(origem desconhecido), DHA (originada de M. morganii), CIT (originada de C. freundii) e
EBC (originada de E. cloacae) (PEREZ-PEREZ & HANSON, 2002).

Na América do Sul, o primeiro relato de uma enzima AmpC plasmidial ocorreu no ano
1994, na Argentina, isolada de uma amostra de Klebsiella pneumoniae produtora de FOX-1.
Anos depois, foi relatada a enzima CMY-2 na Argentina e, mais recentemente, identificada
em Escherichia coli isolada em S&o Paulo, Brasil (GONZALEZ et al., 1994; RAPOPORT et
al., 2008; PAVEZ et al., 2009).
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No CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) ndo h& padronizacdo de testes
para detectar isolados produtores de AmpC. Os testes fenotipicos para deteccdo de AmpC nédo
sdo0 bem definidos, mas normalmente s&o baseados na sensibilidade as cefamicinas
(cefoxitina) e resisténcia a todos os inibidores de betalactamases (THOMSON, 2001;
SHAHID et al., 2004).

A distingdo entre uma PB-lactamase AmpC cromossdmica endogena e uma AmpC
codificada por um gene plasmidico nem sempre é facil, mas é de extremo interesse em termos
de vigilancia epidemioldgica, pois tem consequéncias importantes devido a facil disseminagdo
destes plasmideos (PEREZ-PEREZ & HANSON, 2002).

2.2.1.5 Carbapenemases

A ocorréncia de estirpes produtoras de carbapenemases tem vindo a aumentar ao longo
dos anos. Este grupo fenotipico é constituido por uma combinacdo heterogénea de
betalactamases de classe A (penicilinases), classe B (metaloenzimas) e classe D (oxacilinases)
e partilham a capacidade de hidrolisar uma classe especifica de antimicrobianos p-lactamicos,
os carbapenemas (DIAS, 2009).

A resisténcia aos antimicrobianos carbapenémicos tem surgido lentamente em
membros da familia Enterobacteriaceae, porém esse perfil de sensibilidade estd mudando
devido ao desenvolvimento de sofisticados mecanismos de resisténcia contra 0S
antimicrobianos B-lactamicos (AGUILAR, 2009).

A resisténcia aos antimicrobianos carbapenémicos por perda ou diminuicdo de
expressdo da porina tem sido relatada em diversas regides do mundo e em diferentes espécies
dessa familia, principalmente em K. pneumoniae, Enterobacter spp. e Escherichia coli. A
selecdo in vivo de mutantes deficientes de porinas sdo originadas de espécies produtoras de
AmpC ou ESBL que foram expostas a terapias prévias com antimicrobianos carbapenémicos
(BRADFORD et al., 1997; CROWLEY et al., 2002; POIREL et al., 2004; ELLIOTT et al.,
2006; KACZMAREK et al., 2006; PALASUBRAMANIAM et al., 2007; PAVEZ et al.,
2008).

Além desses mecanismos de resisténcia, hd producdo de enzimas que hidrolisam os
carbapenemas. Dentre essas enzimas estdo: as IMP - ativas frente ao Imipenem, que surgiram
na Asia e sdo mediadas por plasmideos; as VIM (Verona Integron-encoded B-lactamase), por
sua vez, foram descritas pela primeira vez na década de 90, encontram-se disseminadas na
Europa, América do Sul e, em particular, na Asia; a familia GES/IBC (Guianna Extended
Spectrum e Integron-Borne B-lactamase) descrita pela primeira vez ap6s 2000, na Franga e na
Grécia, respectivamente. Os genes que codificam GES séo, frequentemente, encontrados em
integrons e plasmideos. A enzima KPC sé foi descrita pela primeira vez em 2001, atualmente
ja foi documentada em diferentes bactérias por meio de estudos moleculares e diferenciada
em KPC-1, 2, 3e 4. Uma vez que estas enzimas possuem um espectro de atividade que inclui
penicilinas e cefalosporinas de terceira geracdo foram inicialmente classificadas como ESBL
(NORDMANN & POIREL, 2002; JACOBY & MUNOZ-PRICE, 2005; LEE & JEONG,
2005; HIRSCH & TAM, 2010; DIENSTMANN et al., 2010).

A mais recente enzima com esse potencial foi descoberta em 2008, denominada de
New Delhi Metalobetalactamase (NDM) devido a sua origem geografica. A NDM foi
detectada em varios paises da Asia, Europa e América do Norte, particularmente em
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (ANVISA, 2011). No ano de 2012 ja havia relatos
de bactérias produtoras dessa enzima em alguns paises da América do Sul, e em 2013 foi
identificado em Providencia rettgeri e Enterobacter cloacae, no Rio Grande do Sul. O Teste
de Hodge Modificado tem baixa sensibilidade na deteccdo desta nova metalobetalactamase

14



(ANVISA, 2013). O gene é carreado por plasmideo sendo facilmente disseminado pelo
mundo, sendo encontrado juntamente com outros tipos de betalactamases como ESBL e
AmpC. Existe uma variante dessa enzima, a NDM-2, encontrada em Acinetobacter baumannii
(LASCOLS et al., 2011).

Considerando que os carbapenemes sdo praticamente os Unicos antimicrobianos
possiveis de utilizar no controle de algumas infec¢bes causadas por bactérias Gram negativas,
0 aparecimento de tais enzimas é, de fato, preocupante (LIVERMORE & WOODFORD,
2006). Embora apresentem um perfil de hidrélise variavel entre os diferentes grupos, pode
afirmar-se que as carbapenemases apresentam a capacidade teérica de hidrolisar todos 0s
antimicrobianos B-lactamicos disponiveis na prética clinica (DIAS, 2009).

2.2.2 Resisténcia as quinolonas

A resisténcia a quinolonas é geralmente causada por mutacfes cromossomais, mas
uma resisténcia mediada por plasmideo foi descoberta por Martinez-Martinez e colaboradores
em 1994 (MARTINEZ-MARTINEZ et al., 1998 apud MINARINI, 2008; WANG et al.,
2004). Desde entdo, a investigacdo e a caracterizacdo de determinantes plasmidiais
responsaveis por este fendtipo tem sido exaustivamente reportadas (MINARINI, 2008).

A primeira quinolona utilizada foi o &cido nalidixico, introduzida em 1962. Em
meados dos anos 80, as ciprofloxacina e fluoroquinolona foram descobertas
(STRAHILEVITZ et al., 2009). Essas moléculas surgiram a partir da purificacdo da
cloroquina (agente usado contra a malaria), percebeu-se que essas tinham atividade contra
bactérias Gram negativas (MINARINI, 2008).

Uma vez introduzidas, as quinolonas influenciaram a selecdo de bactérias resistentes
(WANG et al., 2004). Com isso, iniciou-se a busca por quinolonas de maior espectro de
atividade e também a busca pelo aumento da utilidade terapéutica, como por exemplo, a
floracdo que resultou em maior solubilidade desses farmacos em solugdes oftalmicas
(MINARINI, 2008). Existem mais de 20 quinolonas descritas, dentre elas: ciprofloxacino,
enroxacino, gatifloxacino, levofloxacina, lomefloxacino, moxifloxacino, norfloxacino,
ofloxacino, trovafloxacino (GAMA, 2008).

Os principais mecanismos de resisténcia a esta classe dividem-se em trés categorias:
alteracdes na DNA-girase e topoisomerase IV- considerados sitios ativos de quinolonas;
diminuicdo do acumulo de antimicrobiano no interior da célula bacteriana por
impermeabilidade de membrana e por hiperexpressao de sistemas de bomba de efluxo.

Elementos mdveis tém sido descritos carreando o gene gnr, o qual confere baixo nivel
de resisténcia as quinolonas e sdo transferiveis horizontalmente (RUIZ; HAWKEY, 2003;
JACOBY et al., 2003; SANTOS, 2006; MINARINI, 2008). O gene gnr possui variantes e, a
enzima codificada por ele protege a DNA girase e a topoisomerase IV da inibicdo por
quinolonas, conferindo resisténcia as quinolonas e aumento dos niveis de resisténcia as
fluoroquinolonas (RUIZ, 2003). Além disso, o gene gnr é bastante detectado em plasmideos
que contém genes que codificam resisténcia a B-lactdmicos como o blactx.m € blaampc
(JACOBY et al., 2003; WANG et al., 2004; SANTOS, 2006; STRAHILEVITZ et al., 2009;
NOGUEIRA, 2011).

As taxas de resisténcia variam de um pais para outro e dependem de fatores
epidemiologicos locais, sendo maiores em paises em desenvolvimento devido ao uso de
quinolonas menos ativas ou do uso da ciprofloxacina em dosagens baixas que podem
selecionar mutantes. Outros fatores que levam a selecdo de mutantes sdo a automedicacdo,
falhas na posologia, interrupcéo do tratamento e negligéncias na identificacdo laboratorial das
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amostras e seu perfil de suscetibilidade aos diversos antimicrobianos (PATERSON, 2006;
SANTOS, 2006; MINARINI, 2008).

2.2.3 Resisténcia aos aminoglicosideos

O grupo dos aminoglicosideos inclui a gentamicina, tobramicina, amicacina,
netilmicina, canamicina, estreptomicina, dibenkacina, e a neomicina. Apesar do
desenvolvimento de novos B-lactdmicos e fluoroquinolonas, os aminoglicosideos sdo usados
no tratamento de infeccbes severas causadas por microrganismos Gram negativos
(GALIMAND et al., 2003).

A utilizaco dessa classe no tratamento de mastite é feita desde 1960, principalmente
em infeccBes causadas por bactérias Gram negativas (NETTO et al.,2005; RAIA Jr., 2006).
No Brasil, ndo ha restricbes do uso desses antimicrobianos mesmo sabendo-se dos
importantes efeitos colaterais — nefrotoxicidade e ototoxicidade - (RAIA Jr., 2006).

Esses antimicrobianos exercem seu efeito por interferirem na sintese de proteinas
através da ligacdo irreversivel a por¢do 16S rRNA da subunidade ribossomal 30S (TENSON
& MANKIN, 2006). A passagem dessas moléculas pela parede das bactérias é mediada pela
quebra das pontes entre os lipopolissacarideos, ja que elas ndo passam pelas porinas devido ao
seu tamanho (MINGEOT-LECLERCQ et al., 1999).

Existem trés mecanismos de resisténcia aos aminoglicosideos: alteracdo de
permeabilidade da membrana externa, diminuicdo do transporte para o interior da celula ou
efluxo do antimicrobiano, diminuindo a concentracdo do mesmo dentro da célula bacteriana;
modificacdo do sitio de acdo por mutacdo nas proteinas ribossdmicas ou na por¢do 16S
rRNA; e modificacdo enzimatica do antimicrobiano (GALIMAND et al., 2003).

O principal mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos da familia
Enterobacteriaceae é a producdo de enzimas de inativacdo desses compostos. Estas enzimas
sdo atribuidas a trés grupos: acetiltransferases (acetilacio de um grupo amino / AAC),
fosfotransferases (fosforilacdo de um grupo / APH hidroxilo) e adenililtransferases
(adenililacdo de um grupo hidroxil / AAD ou ANT) (WASSEF et al., 2010; BAPTISTA,
2013). Dentro de cada classe, existem enzimas que atuam em diferentes regides do
antimicrobiano: ha quatro nucleotidiltransferases, sete fosfotransferases e quatro
acetiltransferases. Existe também uma enzima bifuncional (AAC, APH), que pode acetilar e
fosforilar os seus substratos sequencialmente (KOTRA et al.,, 2000). Além disso, a
modificacdo das enzimas pela selecdo causa resisténcia a maioria dos aminoglicosideos (HO
et al., 2010).

Essas enzimas sdo frequentemente codificadas por genes contidos em plasmideos mas
também podem estar associados com elementos transferiveis, podendo carrear também genes
de resisténcia a outras classes, inclusive aos B-lactdmicos de amplo espectro (WASSEF et al.,
2010; GALIMAND et al., 2003).

2.2.4 Resisténcia ao sulfametoxazol+trimetoprim

O cotrimoxazol é uma associacdo de trimetoprim e sulfametoxazol. As sulfamidas
foram os primeiros antimicrobianos eficazes empregados no tratamento das infeccbes no
homem, descoberto na década de 1930. O trimetoprim vem sendo usado em combinacdo com
sulfamidas desde 1968 quando se observou sinergismo desses dois compostos in vitro
(HUOVINEN et al., 1995; VICENTE & PEREZ-TRALLERO, 2010).

As sulfonamidas sdo analogas do acido p-aminobenzdico e inibem competitivamente
essa enzima, inibindo a producdo de acido dihidropterdico. E o trimetoprim atua interferindo
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na acdo da dihidrofolato redutase bacteriana, inibindo a sintese de &cido tetrahidrofélico. Com
a associagdo, hd o blogueio sequencial das duas enzimas da biossintese do acido folico dos
microrganismos (HOFF, 2008).

A resisténcia a esta associa¢cdo surge por aumento nos niveis de dihidrofolato redutase;
producdo de enzima alterada e diminuicdo da permeabilidade bacteriana ao trimetoprim
(HOFF, 2008). Existem pelo menos 27 classes de plasmideos que produzem 6 tipos de
enzimas diferentes que conferem resisténcia a trimetoprim. A presenca de varios genes em um
mesmo elemento movel favorece a sele¢do de microrganismos multirresistentes, como se tem
observado em tratamentos prolongados com sulfametoxazol-trimetoprim (VICENTE &
PEREZ-TRALLERO, 2010).

A resisténcia a trimetoprim em enterobactérias carreadas por fezes tem demonstrado
altos niveis em paises desenvolvidos, inclusive em E. coli enterotoxigénica e Shigella spp
(HUOVINEN et al., 1995).

2.3 Resisténcia aos Antimicrobianos na Mastite Bovina

O tratamento por meio do uso de antimicrobianos normalmente instituidos em casos
de doencas infecciosas também é utilizado no tratamento das mastites, esse deve ser feito
preferencialmente apds secagem da vaca e uso de antimicrobianos intramamarios (PERSSON
et al., 2011).

Varios antimicrobianos sdo utilizados no tratamento da mastite bovina e também sdo
muitas as formulacdes e classes disponiveis no mercado, porém a selecdo depende do agente
etiologico, do periodo de tratamento e a gravidade da infec¢éo.

O uso indiscriminado pode ocasionar a resisténcia bacteriana além de dificultar o
tratamento de infeccbes em animais trazendo graves consequéncias para a saude animal
(VIEIRA, 2010). A queda na resisténcia antimicrobiana é demonstrada em paises onde o uso
de antimicrobianos so € realizado com prescricdo médica (PERSSON et al., 2011). O controle
ineficaz da mastite também pode ocasionar problemas de salde publica uma vez que
patogenos de origem animal podem também ser transmitidos aos seres humanos através de
produtos lacteos ou através do ambiente (SRINIVASAN et al., 2007; GESER et al., 2012).

Zafalon et al. (2008) descreve uma alta resisténcia aos antimicrobianos em isolados
provenientes de leite de vacas com mastite, em especial aos p-lactamicos. Nader Filho et al.
(2007) encontrou um alto nimero de Staphylococcus aureus resistentes a mais de um
principio ativo, o que constitui em um motivo de preocupacdo pela dificuldade de tratamento
dessas infeccdes.

Amostras de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) sdo reconhecidamente um dos
principais problemas de infeccdo hospitalar, também com relatos de infeccBes em animais.
Por todo o mundo, o aumento da prevaléncia de S. aureus multirresistentes causadores de
mamite bovina é grave, com a reducdo da efetividade dos antimicrobianos e o aumento da
morbidade e dos custos para combater essa doencga (DIAS, 2010).

Em animais, o isolamento de MRSA foi primeiramente reportado por Devriese et al.
(1972) a partir de leite de vacas mastiticas (SILVA, 2008). Os isolados de S. aureus
resistentes a vancomicina sdo descritos em humanos e apesar da sua incidéncia ser pouco
descrita em animais, Pribul (2011) obteve 23% de Staphylococcus spp. isolados de leite
proveniente de vacas mastiticas resistentes a este glicopeptideo.

Os dados para outros patdgenos como Streptococcus spp. e bactérias Gram negativas
(E.coli e Klebsiella spp.) sdo muito variaveis entre os estudos (HOE, 2004).

A escolha do medicamento a ser utilizado para o tratamento da mastite bovina deve ser
feita apdés o conhecimento do perfil de sensibilidade dos microrganismos frente aos
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antimicrobianos, a fim de auxiliar a tomada de decisdes e minimizar riscos da sele¢do de
transmissdo dos mecanismos bacterianos da resisténcia (SRINIVASAN et al., 2007;
ZAFALON et al. 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

Avaliar fenogenotipicamente a resisténcia antimicrobiana, em especial a producgéo de
betalactamases, em enterobactérias isoladas a partir de quadro de mastite bovina.

3.2. Objetivos Especificos:
e Auvaliar o perfil fenotipico das enterobactérias associadas a etiologia da mastite bovina
frente as quinolonas, aminoglicosideos e sulfametoxazol+trimetoprim;
e Pesquisar os genes relacionados a resisténcia aos aminoglicosideos e quinolonas,
aacCz2, gnr, respectivamente;

e Analisar de forma interpretativa o perfil fenotipico de resisténcia aos B-lactamicos na
busca pela producédo de betalactamases;

e Pesquisar a producdo de betalactamases e classifica-las em distintos grupos por meio
de testes fenotipicos;

e Pesquisar 0s genes que conferem producédo de betalactamases: bla rem bla spy, bla crx-
M, bla ampC-
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem

Foram visitadas 9 propriedades na mesorregido do Rio de Janeiro e o teste para
identificacdo de mastite (CMT — California Mastitis Test) foi realizado nos quartos mamarios
de todas as vacas em lactacdo considerando possiveis perdas de animais durante a execucdo
do experimento (SAMPAIO, 1998). O total de 20% das vacas que apresentaram resultado
positivo para o teste do CMT foi selecionado para o presente estudo e em cada vaca foi
coletada uma amostra de leite por teto, totalizando 381 amostras. As coletas do leite foram
realizadas no periodo matutino, por meio de ordenha manual e individual segundo Fonseca e
Santos (2000). As amostras foram obtidas imediatamente antes da ordenha, apds antissepsia
das tetas com alcool a 70%. Os jatos de leite foram colhidos diretamente em frascos estéreis,
colocados em caixas isotérmicas com gelo e encaminhadas imediatamente ao Laboratério de
Bacteriologia Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro para a incubacgdo
por 6hs a 37°C e posterior realizacdo dos testes de identificacdo microbioldgica.

4.2 ldentificagdo das Enterobactérias

As amostras foram submetidas a rotina de identificagdo que consistiu no isolamento
priméario em &gar Sangue (4gar base HiMedia® com 5% sangue de carneiro desfibrinado), as
placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. As colonias com coloragdo de cinza a marrom,
diametro entre 3 e 5mm, ndo hemoliticas, sdo sugestivas de enterobactérias sendo realizado
entdo a coloracdo de Gram. Apos confirmacéo de bastonetes Gram negativos, estes isolados
foram repicados em agar MacConkey (HiMedia®), no qual as coldnias fermentadoras de
lactose tornam o meio rosa e aquelas ndo fermentadoras ficam incolores (KONEMAN et al.,
2008; HOGAN & SMITH, 2003).

Apos a identificacdo presuntiva das coldnias, as mesmas foram submetidas a coloracao
de Gram, para confirmacdo de suas caracteristicas morfotintoriais. Além disso, foram
realizados o teste da catalase e do KOH a 3%, onde a formacdo de gel viscoso indicou
resultado positivo. Posteriormente, realizou-se testes biogquimicos, para a diferenciacdo das
espécies da familia Enterobacteriaceae (KONEMAN et al., 2008).

4.2.1 Diagnostico presuntivo através do meio de triagem Kligler Iron Agar

O 4gar Kligler Iron (HiMedia®) foi utilizado para detectar a capacidade da bactéria
fermentar a glicose e/ou a lactose. Este meio contém glicose em pequena concentracdo
(0,1%), lactose em concentracdo superior (1%), o indicador de pH vermelho de fenol para
detectar a producdo de &cidos resultantes da fermentacdo dos hidratos de carbono, tiossulfato
de sddio, substrato para a producéo de H,S, e sulfato de ferro para a deteccdo desse produto
final. O meio foi inoculado por picada no cilindro e por estria na parte inclinada (rampa). E
essencial que as culturas sejam observadas ap6s 18 a 24 h de incubacdo para evitar que 0s
hidratos de carbono sejam completamente utilizados e que ocorra degradacdo das peptonas,
formando produtos finais alcalinos. A leitura da fermentacdo de lactose foi realizada pela
mudanca de cor da rampa, no fundo do cilindro a da glicose e no meio do cilindro a de H,S.
Apos incubacdo puderam ser determinadas as atividades fermentativas, a producao de gas e a
producdo de H,S (Quadro 2).
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Quadro 2 . Reagdes no meio de triagem Kligler Iron Agar (FIOCRUZ, 2006).

Leitura Interpretacao Diagnostico presuntivo

Reacéo acida (amarelo) e gas | Fermentacéo da glicose e

na profundidade. Reagéo acida| fermentacéo da lactose, Escherichia, Klebsiella,

Enterobacter,

na superficie. Auséncia de inclusive com pr a i i .

P ClUSIVe co , producdo de Providencia, Serratia
H,S. gés.
Reacéo acida e gas na

. .. « . Salmonella,

profundidade. Superficie Fermentacéo da glicose .

. , Edwardsiella,
alcalina (vermelha). Presenca sem ataque a lactose. .

Citrobacter, Proteus

de H,S.
Reacdo acida sem gés na Glicose fermentada apenas | Shigella, Salmonella,
profundidade, superficie formando acido; nenhuma | Proteus, Providencia,
alcalina. Auséncia de H,S. acdo sobre a lactose. Serratia, Yersinia

Fermentacéo da glicose
com gas; fermentacdo da Citrobacter, Proteus
lactose.
Fermentacéo da glicose
com formacéo de &cido; |Escherichia coli, Serratia
fermentacdo da lactose.

Meio inteiramente acido com
gas. Presenca de H,S.

Meio inteiramente acido sem
gas. Auséncia de H,S.

4.2.2 Avaliacao do perfil bioquimico

ApoOs o diagnostico presuntivo, foram feitos outros testes bioquimicos para
determinar-se as espécies de enterobactérias isoladas segundo a metodologia realizada por
Koneman et al.(2008) e a leitura foi feita a partir do quadro 3.

Para a realizacdo das provas de descarboxilacédo de lisina e ornitina e dehidrolisacédo de
arginina, foi utilizada uma base contendo peptona, extrato de levedura, dextrose e purpura de
bromocresol, com a qual foram preparadas as solucdes de lisina, arginina e ornitina
(Micromed®). As solucdes foram distribuidas em tubos aos quais foi adicionada uma fina
camada de 6leo mineral, previamente esterilizado, a superficie do liquido, a fim de promover
ambiente microaer6filo. Como controle, utilizou-se a solucdo base pura também acrescida de
6leo mineral previamente esterilizado. Apés a inoculagéo dos isolados e incubagdo a 37°C por
até 7 dias, a leitura destas provas € interpretada como negativa quando a coloracdo do meio
apresenta-se amarela indicando acidez em ocasido da fermentacdo da glicose. Na reacdo
positiva, ocorre fermentacdo do meio para ativacdo das enzimas de descarboxilacdo e
posteriormente 0 meio vira para coloracao violeta, indicando alcalinidade do meio em funcéo
da descarboxilacdo ou dehidrolisacdo dos aminoacidos. A base usada como controle sempre
apresentou resultado negativo.

As provas de Voges-Proskauer (VP) e Vermelho de Metila (VM) foram realizadas
através da utilizacdo do caldo MR-VP (VETEC®) que apresenta na sua composicdo glicose,
peptona, agua e fosfato. A utilizacdo da glicose, apresentando a producdo de
acetilmetilcarbinol (acetoina), é indicada pela coloragdo rosa na prova do VP ap0s a adi¢ao de
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0,2 mL de a-naftol a 5% e 0,6 mL de KOH (40%) no caldo contendo o in6culo incubado por
24 a 48 horas a 35°C. A prova do VM ¢ utilizada para a detecgdo de acidos mistos. E
detectado atraves da viragem da coloragdo do caldo para vermelho apos a adigdo do reativo
vermelho de metila.

A producdo de indol e avaliagdo da motilidade foram realizadas em meio &gar Sulfeto
Indol Motilidade (SIM - VETEC®). A producio de indol esta baseada na formacdo de um
complexo de cor vermelha quando o indol, produzido pela bactéria, reage com o grupo
aldeido do p-dimetilaminobenzaldeido (reativos de Kovacs). A motilidade é considerada
positiva quando ocorre difusdo do microrganismo na zona de inoculagdo. A leitura é feita
apos 24h de incubacdo a 35°C.

A capacidade de hidrolisar gelatina através da enzima gelatinase foi testada
inoculando uma particula da colénia em meio contendo 1% de gelatina e incubando-o0 em
estufa bacteriol6gica a 35°C por 24 a 48h. Em seguida, os tubos foram levados a geladeira por
15 minutos para realizacdo da leitura, nos tubos onde a gelatina permaneceu liquefeita mesmo
apos o resfriamento, foram considerados positivos.

A capacidade do microrganismo utilizar o citrato como Unica fonte de carbono foi
avaliada através da inoculacdo dos isolados em &gar citrato Simmons (VETEC®). Apés
incubagdo por 24h a 35°C, foi observada a coloracdo dos tubos, onde a alteracdo de verde
para azul, indicava alcalinizagcdo do meio apds a utilizacéo do citrato.

A capacidade do microrganismo utilizar o0 malonato como Unica fonte de carbono foi
avaliado através da inoculagdo dos isolados em caldo malonato (MERCK®). Apés incubacéo
por 24h a 35°C, foi observada a coloracdo dos tubos, onde a alteracdo de verde para azul,
indicando alcalinizacdo do meio apos a utilizacdo do malonato.
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Quadro 3. Diferenciacdo de Enterobacteriaceae por testes bioquimicos, segundo Koneman et al. (2008).
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4.3 Deteccdo Fenotipica de Resisténcia aos Antimicrobianos

4.3.1 Avaliacdo da suscetibilidade antimicrobiana através do método de
difusdo em disco em agar (CLSI, 2008; 2012)

4.3.1.1 Selegé&o dos discos

O teste de difusdo em disco foi efetuado segundo a metodologia recomendada pelos
Clinical and Laboratory Standards Institute veterindrio e humano (CLSI, 2008 e 2012),
utilizando-se  os  antimicrobianos das classes aminoglicosideo, cefalosporinas,
monobactadmicos, penicilinas, penicilina associada com inibidores (acido clavulanico),
quinolona, sulfonamida - (Sensidisc DME®) descritos na tabela abaixo (quadro 4). Um
isolado foi considerado multirresistente quando houve resisténcia igual ou maior a duas
classes de antimicrobiano.

Quadro 4. Zonas de inibicdo avaliadas pelo diametro dos antimicrobianos utilizados, segundo
o CLSI (2008; 2012).

‘ Antimicrobianos Zonas de inibig&o (mm)
Nome Classificacéo Mg Resistente Intermediario | Sensivel
Amoxicilina+AC Aminopenicilina+AC* 30 <13 14-17 >18
(AMC)
Amoxicilina (AMO) Aminopenicilina 10 <13 14-16 >17
Ampicilina (AMP) Aminopenicilina 20 <13 14-16 >17
Aztreonam** (ATM) Oxiimino- 30 <17 18-20 >21
monobactamico
Cefalotina** (CFL) Oxiimino-cefalosporina 30 <14 15-17 >18
Cefepime (CPM) Oxiimino-cefalosporina 30 <20 21-23 >24
Cefoxitina (CFO) Cefamicina 30 <14 15-17 >18
Ceftazidima (CAZ) Oxiimino-cefalosporina 30 <17 18-20 >21
Ceftriaxona (CRO) Oxiimino-cefalosporina 30 <13 14-20 >21
Ciprofloxacina (CIP) Quinolona 5 <15 16-20 >21
Gentamicina (GEN) Aminoglicosideo 10 <12 13-15 >16
Imipenem (IPM) Carbapenema 10 <13 14-15 >16
Neomicina (NEO) Aminoglicosideo 30 <12 13-16 >17
Norfloxacina (NOR) Quinolona 10 <12 13-16 >17
Oxacilina** (OXA) Penicilina 1 <17 - >18
Penicilina (PEN) Benzilpenicilina 10UI <28 - >29
Sulfametoxazol- Sulfa combinada 25 <10 11-15 >16
trimetoprim (SUT)

*AC — &cido clavulanico **Foi utilizado para a realizagdo de testes complementares em alguns isolados. A
avaliacdo da suscetibilidade & oxacilina para os suspeitos de pertencerem ao grupo 2d ou 2br, aztreonam para 0s
suspeitos do grupo 2ber e cefalotina para separacdo dos grupos 2b e 2e.
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4.3.1.2 Preparo do inoculo

Apobs 18 a 24 horas de incubacdo a 35°C, as coldnias foram inoculadas em Caldo
Miiller-Hinton (MH) (HiMedia®) e incubadas & 35°C até se obter uma turvacao equivalente a
variacdo de 0,08 a 0,13 para leitura de absorbéncia no comprimento de onda 625nm, em
espectrofotometro (QUIMIS Q798DP). Esta leitura equivale a escala de 0,5 de MacFarland
(1,5x10° UFC).

4.3.1.3 Execucdo da técnica

Os in6culos, apos ajustes, foram semeados em agar Miller-Hinton (AMH) com suabe
e em seguida os discos foram dispostos na placa. As placas foram incubadas a 35°C.

4.3.1.4 Leitura e interpretacéo

Apds 18h incubadas, foram realizadas as leituras das placas de difusdo em disco. A
leitura deu-se pela avaliacdo do halo formado em torno de cada disco de antimicrobiano sendo
o valor obtido comparado ao descrito pelo CLSI. Foram utilizados os CLSI veterinario e
humano, pois alguns antimicrobianos preconizados para avaliagdo da producdo de
betalactamases ndo sdo preconizados para uso veterinario. A producdo e entdo classificacéo
de betalactamases foi avaliada utilizando o esquema (anexo A) desenvolvido segundo
considerag6es propostas por Bush-Jacoby (2010).

4.3.1.5 Controle de qualidade do teste

As cepas padrdo, fornecidas pelo INCQS — FIOCRUZ, E.coli ATCC25922 e
K.pneumoniae ATCC700603, foram utilizadas como controle para cada teste realizado (CLSI,
2008).

4.4 Confirmacéo da Producéo de Betalactamases

4.4.1 Pesquisa de Betalactamases de Amplo Espectro (ESBL-2be) e AmpC

Os isolados que se apresentaram resistentes a cefotaxima e ceftazidima e sensiveis ao
clavulanato associado a um betalactamico, foram suspeitos de produzirem betalactamases de
amplo espectro (ESBL-2be), cuja confirmacdo foi realizada pelos testes de Concentracdo
Inibitéria Minima e aproximacao em disco.

Aqueles que se apresentaram resistentes a cefoxitina foram suspeitos de produzirem
betalactamases do tipo AmpC, cuja confirmacéo foi realizada pelo teste de aproximacdo em
disco.

Em adicdo, os isolados suspeitos de produzirem ESBL (2be) e AmpC também foram
submetidos ao teste de extrato tridimensional.
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4.4.1.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para
avaliacdo de ESBL (2be) — através da fita de Etest

Foi realizado por meio da padronizacdo do indculo, semeadura com suabe em &gar
Miiller-Hinton (MH) (HiMedia®) e posteriormente depositou-se uma fita de Etest® (Probac®)
contendo ceftazidima/ceftazidima+acido clavulanico. O resultado foi obtido apds a incubagédo
por 18 horas a 35°C, sendo positivo para a producdo de ESBL quando houve uma reducéo
significativa da CIM (> ou igual 2 diluices) na presenca do inibidor ou uma deformagéo da
elipse de inibicdo na fita de Etest® (SOUSA Jr et al., 2004).

4.4.1.2 Teste de aproximacao em disco para avaliacdo de ESBL

No centro da placa de agar MH contendo o inéculo padronizado, foi depositado um
disco de amoxicilinatacido clavulanico e, ao redor deste foram colocados discos dos B-
lactdmicos aztreonam, cefotaxima, ceftazidima e ceftriaxona a uma distancia de 20mm, centro
a centro. Apos a incubacdo por 18 horas a 35°C, foi realizada a leitura: havendo uma
deformacdo no halo de inibi¢cdo do B-lactdmico proximo ao disco contendo o clavulanato foi
considerado como resultado positivo para a producdo de ESBL (JARLIER et al., 1988).

4.4.1.3 Teste de aproximacdo em disco para avaliacdo de AmpC

No centro da placa contendo o in6culo ajustado, foi depositado um disco de imipenem
e a uma distancia de 15mm foram dispostos discos de ceftazidima e ceftriaxona. Apds a
incubagdo por 18 horas a 35°C, a presenca de uma deformacdo do halo de sensibilidade ao
redor das cefalosporinas proximo ao imipenem indicou a producdo de AmpC induzivel
(MARTINEZ-ROJAS, 2009).

4.4.1.4 Avaliacédo da producédo de AmpC e ESBLs (2be), por meio do Teste
de Extrato Tridimensional (TET)

Os isolados suspeitos de produzirem betalactamases do tipo AmpC e ESBL foram
testados também pelo Teste de Extrato Tridimensional (TET). Estes foram inoculados em
agar MacConkey, e foi obtido um peso de 10-15mg de cada isolado que em seguida, foram
inoculadas em microtubos com 0,5mL de agua peptonada e incubadas por uma hora a 37°C.
Posteriormente, para a lise da parede das células, foram realizadas 5 repeticbes de
congelamento-descongelamento, para obtencdo do extrato das enzimas que ficam em
suspensdo. Em uma placa de 4gar MH foi semeada a cepa de E. coli (ATCC 25922) e nela
foram dispostos discos de ceftazidima (30ug) e cefoxitina (30ug) para pesquisa de ESBL e
AmpC, respectivamente. Com uma lamina estéril, realizou-se um corte no agar em direcédo
radial iniciando-os a 5mm da borda do disco de antimicrobiano e 50 pL da suspensdo de
enzimas foi colocado no poco. As placas de 4&gar MH foram incubadas a 35°C por 18h e a
formacdo de uma reentrancia no halo formado em volta do disco de antimicrobiano indicou
que houve producdo de enzimas (SHAHID et al., 2004; SOBIA et al., 2011).

4.4.2 Avaliacdo da producao de carbapenemase (metalobetalactamase)

Os isolados resistentes ao imipenem foram também submetidos ao teste de difusdo em
disco com ertapenem, considerando os critérios estabelecidos pelo CLSI (2012). E todos os
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isolados suspeitos de produzirem esta carbapenemase foram testados peloteste de Hodge
Modificado.

4.4.2.1 Teste de Hodge modificado

A cepa padréo de E. coli ATCC 25922 foi semeada sobre a superficie do 4gar MH e um
disco de ertapenem (10ug) foi colocado no centro da placa. De forma perpendicular ao disco
as cepas sugestivas para producdo de carbapenemases foram semeadas. Apds 16-20 horas de
incubagdo, a 35°C, o crescimento da cepa padrdo de E. coli dentro da zona de inibigcdo
inicialmente causada pelo disco de ertapenem indicou a produgéo de carbapenemase (CLSI,
2012).

4.5 Deteccdo de Genes de Resisténcia

4.5.1 Extracdo do DNA bacteriano

A extracdo do DNA bacteriano, foi realizada segundo a metodologia de Chapman et
al. (2001), com modificacbes. Apds o crescimento bacteriano em 5mL de caldo BHI
(MERCK®), por 12-16h em temperatura ambiente em agitador a 150rpm, uma aliquota de
1,5mL da cultura foi transferida para microtubos, centrifugado por 5 minutos a 12399 e o
sobrenadante foi descartado. Repetiu-se o procedimento 03 vezes para cada isolado. As
células foram ressuspendidas em 600 pL de solucdo de extracdo (TrisHCI 200 mM pH 8,0;
EDTA 25 mM pH 8,0; SDS 1%, NaCl 25 mM) e agitadas em Vortex, sendo incubadas a 65°C
por 30 min. Apds o tempo estipulado, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente e foi
adicionado 600 pL de fenol:cloroformio:alcool isoamilico [1-1(24:1)], seguido de uma
homogeneizacdo por 2 min e centrifugacdo a 14549g por 10 min. A fase superior foi
transferida para um novo microtubo (aproximadamente 400 L) e adicionado 2 volumes de
etanol 100 % gelado, seguido de incubacéo a 20 °C por 2 ou 12 h para a precipitacdo do DNA.
Posteriormente, os microtubos foram centrifugadas a 145499 por 30 min, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi lavado com etanol 70 % (aproximadamente 500 uL). Depois de
seco a temperatura ambiente em uma capela de exaustéo, os sedimentos foram ressuspendidos
em 30 pL de agua ultrapura e armazenados a -20 °C.

O DNA total extraido, foi quantificado aplicando-se as amostras juntamente coml1 pL
de SYBR Green (Invitrogen®) diluido em gel de agarose 0,8 % e submetendo-o & eletroforese.
Apos a corrida, o gel foi visualizado sobre luz ultravioleta e documentado no
fotodocumentador de géis (L-PIX EX). A estimativa da concentracdo de DNA foi feita por
comparacao com o padrao de intensidade de banda do marcador Lambda (1) (Promega®), nas
concentracdes de 25 e 50 ng e a qualidade determinada pela auséncia de rastro ao longo do
gel.

4.5.2 Técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) e eletroforese em gel de
agarose

Foram avaliados os genes de resisténcia a quinolona (gnr) (WANG et al., 2004),
aminoglicosideos (aacC2) (HO et al., 2010) cujos produtos tém tamanhos 627pb e 897pb,
respectivamente. Para avaliacdo dos genes de betalactamases de amplo espectro foram
utilizados os primers blarem (MINARINI et al., 2007), blasqpy (SHAHID, 2010), blactx-m

(GESER et al., 2012), blaampc (SOBIA et al., 2011), com produtos de tamanhos 861pb,
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931pb, 862bp, 634bp, respectivamente. As sequéncias nucleotidicas dos primers e as
referéncias que foram utilizadas como bases para otimizacdo das reacdes de amplificacdo
encontram-se indicados no quadro 4.

Quadro 5. Iniciadores empregados e condi¢Ges de amplificacdo dos genes pela técnica de
PCR.

Gene Primers Ciclo
gnr TCAGCAAGAGGATTTCTCA 30 X (94°C 45s, 48°C 45s, 72°C 45s)
GGC AGC ACT ATT ACTCCC A
aacC2 TAG AGG AGA TAT CGC GAT GC 94°C 3 min.; 35 x (94°C 1min.; 58°C 2
ATT ATC ATT GTC GACGGC CT min.; 72°C 3min.); 72°C 5min.
blacrx.m AAA AAT CAC TGC GCC AGT TC 94°C 155, 35 x (94°C 30s, 55°C 30 s,
CCGTCG GTGACG ATTTTAGCC 72°C 305s), 72°C 7 min.
blagyy TTT ATC GGC CCT CAC TCA AGG 94°C 3min.; 32 x ( 94°C 30s; 56°C 30s;
GCT GCG GGC CGG ATA ACG 72°C 60s); 72°C 10min.
blaampc CCC CGC TTATAG AGC AAC AA 95°C 15min.; 35 x ( 94°C 60s; 58°C
TCAATGGTCGACTTC ACACC 2min.; 72°C 3 min.); 72°C 10 min.
blarem ATG AGT ATT CAACATTTCCGT G 30x (95°C 30s; 42°C 1min.;72°C 1
TTACCAATGCTT AATCAGTGAG min.)

As concentracOes utilizadas foram Tampédo 10X (10 mM Tris_HCI, pH 9.0; 50 mM
KCI, and 0.1% Triton X-100), 1,25 mM de CIMg,, 5pmol de cada primer (Invitrogen®) 0,2
mM de dNTP (ThermoScience®) e 2 U de TAQ polimerase (Fermentas®) em um volume total
de reagao de 20ul contendo 2ul do DNA extraido.

Os produtos do PCR foram avaliados por meio de eletroforese em gel de agarose
(1,5%) e revelados com Sybr Green (Invitrogen®) diluido. O gel foi visualizado sobre luz
ultravioleta e documentado no fotodocumentador (L-PIX EX) utilizando marcador de
tamanho molecular de 100 pb (Fermentas®).

4.6 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em percentuais e as analises estatisticas da média
obtida pelos resultados em duplicata. O TET, para detec¢do das enzimas do tipo ESBL (2be) e
AmpC, foi avaliado quanto a sua sensibilidade e especificidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo das Enterobactérias

Do total de 381 amostras de leite provenientes de vacas mastiticas, 356 bactérias foram
isoladas, sendo observada a presenca de bastonetes Gram negativos em 11% (n=42). A
distribuicdo das espécies identificadas a partir de cada fazenda estudada est& exposta na tabela
1.

Tabela 1 - Espécies de enterobactérias encontradas em diferentes propriedades.

Fazenda Percentual de Espécies identificadas
Enterobactérias (%0)
A 26,53 (N=13) Escherichia coli (46,15%; n=6)

Proteus mirabilis (38,46%; n=5)
Citrobacter freundii (7,70%; n=1)
Serratia marcescens (7,70%; n=1)

B 12,50 (N=1) Serratia marcescens (100%; n=1)

Proteus mirabilis (71,43%; n=5)
C 16,28 (N=7) Escherichia coli (14,29%; n=1)
Serratia rubidae (14,29%; n=1)

D 17,65 (N=18) Proteus mirabilis (50,00%; n=9)
Escherichia coli (38,89%; n=7)
Citrobacter freundii (5,56%; n=1)
Enterobacter aerogenes (5,56%; n=1)

E 0,0 (N=0) -
F 0,0 (N=0) -
G 0,0 (N=0) -
H 0,0 (N=0) -
[ 4,62 (N=3) Escherichia coli (100%; n=3)

Legenda: A - Seropédica, B — Rio Claro, C — Pirai, D — Passa Trés, E — Rio Claro; F — Rio Claro; G — Paracambi;
H — Paracambi; | — Rio Claro.

As espécies de enterobactérias com maior percentual nas amostras de leite
provenientes de vacas mastiticas, foram Proteus mirabilis e Escherichia coli, com percentual
de 43,23% (19/42), e de 40,48% (17/42), respectivamente. Todos os isolados identificados no
laboratério como Escherichia coli foram confirmados por meio de testes fenotipicos pela
Fundacdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ (laudo numero: 384/12), que também avaliou a
presenca dos genes de viruléncia: ipaH, eae-A, stx-2, stx-1, LT, eagg, ST, ribO157 e a
soroaglutinacdo para as cepas EPEC e EIEC. Nenhum dos isolados do presente estudo
apresentou esses genes e aglutinou para os antissoros (anexo B). Assim, excluiu-se a
possibilidade dessas cepas serem patogeénicas.

Escherichia coli é considerada um dos principais agentes da mastite bovina,
caracterizando uma contaminacdo por origem ambiental. As infeccdes estdo relacionadas ao
comportamento oportunista do agente, veiculado principalmente pelas fezes dos animais para
o canal galactoforo (SANTOS, 2006; MOREIRA et al., 2008). Em trabalho paralelo realizado
no nosso laboratorio de Bacteriologia, a doutoranda do Programa de P6s Graduacdo em
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Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo Agropecuaria, Tatiani Abreu de Alencar, vem realizando um
estudo sobre os aspectos das condigdes higiénico-sanitarias em unidades leiteiras em
municipios do Rio de Janeiro como subsidio para implantacdo de medidas de controle da
mastite bovina. Para esse experimento, a discente realizou uma lista de checagem das
atividades do setor da ordenha através de um diagndstico investigativo em todas as fazendas,
na tentativa de se detectar as possiveis fontes de contaminagdo. Apos a avaliagdo, pode-se
constatar que as fazendas A e D apresentaram condic6es higiénico-sanitarias precarias e muita
contaminacdo fecal. Conforme dados expostos na tabela 1, estas fazendas apresentaram as
maiores taxas de prevaléncia de enterobactérias no leite mastitico, 26,53% (13/49) e 17,65%
(18/102), respectivamente.

A fazenda A - situada no municipio de Seropédica, de pequeno porte (25 vacas -
aproximadamente 250L de leite por dia), apresentava ambiente Umido e com muita matéria
organica. Apesar da higiene realizada nos tetos antes da coleta, os animais ndo recebiam
alimentacdo ap6s a ordenha e eram soltos novamente no ambiente contaminado. Esta pratica
pode propiciar a entrada de microrganismos ambientais pelo esfincter ainda aberto.

A fazenda D, situada no municipio de Passa Trés, caracterizada como de grande porte
(200 vacas - 2000L de leite por dia), também apresentava falhas relacionadas as condigdes
higiénico-sanitarias apesar de contar com uma assisténcia veterinaria e zootecnista constante.
As Unicas enterobactérias isoladas a partir de quadro clinico foram provenientes desta fazenda
(7,4% - 2/27). Nesta fazenda havia desvio de funcdo na equipe técnica onde 0s responsaveis
por funcbes como limpeza do curral, sala de espera e encaminhamento dos animais até a linha
de ordenha entravam no fosso e manipulavam os equipamentos e utensilios de ordenha, ndo
procedendo a higiene adequada para tais atividades. O pasto onde os animais ficavam era em
terreno baixo e havia acimulo de agua fazendo com que essas vacas fossem, muitas vezes,
sujas para serem ordenhadas. Além de servir como fonte de contaminacdo, esse ambiente
propiciava varios problemas nos cascos dos animais como observado nas visitas realizadas na
fazenda. A nutricdo ali realizada também pode ser um fator de influéncia no sistema
imunologico desses animais e consequentemente no desenvolvimento da mastite, visto que a
alimentacdo dada aos animais era rica em concentrado, sendo portanto, deficiente em
vitaminas e minerais.

A fazenda C (200 vacas com producao diaria de 1700L de leite), situada no municipio
de Pirai, também apresentou elevado percentual de enterobatérias no leite mastitico. Apesar
dessa fazenda apresentar boas condigdes higiénico-sanitarias, foi observado que antes da
ordenha as vacas recebiam banhos de agua com mangueira de forma irregular. Outro
importante aspecto a ser considerado € a questdo genético-racial, pois 0s animais desta
propriedade eram da raca holandesa. Esta raca, embora apresente caracteristicas genéticas que
Ihe conferem maior producdo de leite, possui tetos pendulares mais proximos ao chao e
musculatura mais frouxa, predispondo a infeccdo. Outros fatores pré-disponentes sdo 0s
aspectos de conformacdo dos tetos como comprimento, fisiologia e a producdo do tampéo de
gueratina (OLIVEIRA et al., 2011). Em estudos que avaliou os fatores de riscos da mastite
observou uma frequéncia menor de positividade ao exame microbiolégico, em animais
mesticos em relacdo a raca holandesa. Carneiro et al. (2009) e Coentdo et al. (2008), relataram
que a profundidade do Ubere é um fator de risco importante, onde 0s animais que apresentam
a base do Ubere baixo ou proximo ao jarrete apresentam 1,73% vezes mais chances de terem a
Contagem de Células Somaticas (CCS) acima de 200.000 células/mL do que os animais com
a base acima do jarrete.

As fazendas E,F,G e H ndo apresentaram isolamento de enterobactérias e isto pode
dever-se ao fato de apresentarem melhores condic@es higiénico-sanitarias.
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O envolvimento da espécie P. mirabilis na etiologia da mastite bovina é subestimado e
poucos relatos na literatura apontam para a sua importancia. Segundo Hogan & Smith (2003),
este género estd presente no ambiente e pode contaminar as mangueiras e agua usadas na
lavagem dos tetos antes da ordenha. Sendo assim, a agua também pode ser uma importante
fonte de contaminacdo dos agentes ambientais. A discente Tatiani Alencar, em trabalho
paralelo, também realizou a analise da agua direto dos pontos de saida utilizados nas salas de
ordenha e seu estudo revelou que a fazenda D, cuja prevaléncia de P. mirabilis foi de 50%
(9/18), apresentou os maiores valores tanto para coliformes totais quanto para termotolerantes
(90NMP/100mL e 9NMP/ mL, respectivamente). Estudando a qualidade da &gua utilizada em
25 pequenas propriedades leiteiras de Minas Gerais, Mallet & Cristina (2007) observaram que
68% ndo se encontravam dentro dos padrdes estabelecidos pela legislacdo para coliformes
termotolerantes.

Além disso, existe o risco de contaminacdo das aguas com Escherichia coli 0157. No
rebanho, a E. coli 0157 é onipresente tanto em bovinos de corte quanto de leite. Apesar de o
bovino albergar esta bactéria, normalmente ndo é afetado por ela. Porém sua presenca nas
fontes de 4gua aumenta o risco da qualidade do produto pela contaminagdo cruzada, que pode
ter consequéncias abrangentes sobre a saude e confianca dos consumidores. Em situacdes
mais especificas para o ambiente de confinamento, a contaminacdo da agua potavel com E.
coli O157 parece ser um problema generalizado. Esta bactéria tem sido detectada em diversas
fontes de agua do gado como lagos, riachos e reservatorios (SILVEIRA, 2010).

O esforgo para resolver problemas associados a qualidade da agua deve levar em conta
0s pontos de adequacédo e controle como as fontes de abastecimento, a realizagdo de um
levantamento das fontes e vulnerabilidade dos aquiferos, o conhecimento detalhado do
sistema de captacdo, reserva e distribuicdo de agua da propriedade bem como aplicacdo e
mensuracdo correta de tratamento da agua disponivel na propriedade. Independente da
avaliacdo que se faca dos sistemas de abastecimento, o processo de desinfeccdo nunca deve
ser uma opc¢do e sim uma obrigacdo que ja é regulamentada pela Anvisa/MS Portaria 518
(Ministério da Saude, 2005). Portanto, melhorar a qualidade fisica e microbioldgica da agua
deve ser uma obrigacdo de todos os profissionais da pecuaria envolvidos na producéo
(SANTOS, 2003)

Em 78% dos casos (33/42) o isolamento das enterobactérias foi concomitante com
outros grupos bacterianos, como Staphylococcus spp, Streptococcus spp, Listeria spp
e Corynebacterium spp, indicando uma infeccdo mista. O isolamento de enterobactérias
juntamente com outras espécies bacterianas geralmente ocasiona mastite subclinica, sendo o
agente prevalente o Staphylococcus spp. (RIBEIRO et al., 2003; ZADOKS et al., 2011). Nos
casos onde houve apenas o crescimento de enterobactérias, ndo foi estabelecida uma espécie
Unica prevalente, pois foram encontradas infeccGes puras causadas por E.coli (4/9), Proteus
mirabilis (2/9), Serratia marcescens (1/9), Enterobacter aerogenes (1/9), Citrobacter
feundii (1/9). No estudo realizado por Santos (2006), as enterobactérias foram isoladas
individualmente em apenas 2,44% (2/82) e as infecgdes mistas com Staphylococcus spp.
foram mais frequentes (12/18), com destaque para a associacdo de enterobactérias e
Estafilococos Coagulase Negativa (ECN). Outros microrganismos sao descritos em
isolamentos bacterianos caracterizados por infecgdes mistas, com associacdo a
Corynebacterium spp. e Bacillus spp. (LANGONI et al., 2000; PEDRINI & MARGATHO,
2003; FREITAS et al., 2005; ANDRADE et al., 2009).

5.2 Deteccdo Fenogenotipica da Resisténcia Antimicrobiana

Quanto ao perfil fenotipico de suscetibilidade antimicrobiana, foi detectado 26,2% de
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resisténcia a gentamicina; 33,3% a norfloxacina; 42,9% a neomicina, 42,9% a
sulfametoxazol+trimetoprim, 52,4% de resisténcia a ciprofloxacina. As espécies Escherichia
coli e Citrobacter freundii foram as que apresentaram resisténcia a todos os antimicrobianos
testados (figura 2). Em trabalho realizado por Srinivasan et al. (2007), Escherichia coli
isoladas de vacas com mastite foram multirresistentes e ainda carreavam vérios genes de
resisténcia.
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Figura 2. Gréafico apresentando percentual de resisténcia das espécies de enterobactérias
isoladas de leite proveniente de vacas com mastites. Legenda: GEN — Gentamicina, NOR —
Norfloxacina, SUT — Sulfametoxazol-Trimetoprim, NEO — Neomicina, CIP — Ciprofloxacina.

Antimicrobianos sdo uma importante ferramenta nos programas de controle da mastite.
O controle das infeccBes do Ubere de vacas leiteiras frequentemente inclui uma combinagéo
de medidas preventivas para reduzir o nimero de novas infeccdes, tratamento da vaca seca
com antimicrobianos, tratamento dos animais infectados e abate de animais cronicamente
infectados. A utilizagdo frequente de tratamento com antimicrobiano nesses animais tem sido
relatado como um fator de risco para o desenvolvimento ou a selecdo de bactérias resistentes a
varias classes de antimicrobianos (BENGTSSON et al., 2009).

Apdbs analise fenotipica da suscetibilidade aos antimicrobianos, a gentamicina
apresentou melhor eficacia in vitro dentre os testados. Ja a porcentagem de isolados
resistentes a neomicina foi mais elevada, apesar destes farmacos pertencerem a mesma classe
de antimicrobianos. A presenca do gene aacC2, um dos responsaveis pela inativacao
enzimatica dos aminoglicosideos, foi detectada em 25% (5/20) dos isolados resistentes a pelo
menos um aminoglicosideo testado (figura 3). Ho et al. (2010) encontraram esse gene em
75,5% dos isolados de E.coli resistentes a gentamicina, ja a correlagdo no presente trabalho
foi de 50% (2/4). Os aminoglicosideos continuam a desempenhar um papel importante na
terapia antimicrobiana contra os agentes patogénicos Gram-negativos e Gram-positivos,
geralmente em combinacdo com agentes B-lactdmicos (WASSEF et al., 2010). No Brasil,
diferentemente de outros paises, dentre os produtos utilizados para o tratamento de mastite
registrados pelo Ministério da Agricultura, estdo os aminoglicosideos, associados ou ndo e a
gentamicina é o principal representante utilizado (RAIA Jr, 2006).
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Figura 3. Perfil eletroforético do gene aacC2 (867 pb) em gel de agarose 1,5% (isolado
positivo indicado com a seta). M= marcador 100 pb; 2 = isolado positivo; CP = controle
positivo; 40 = isolado negativo; B = branco da reacdo de PCR.

Os agentes antimicrobianos de espectro estendido, tais como fluoroquinolonas sao
utilizados ou recomendados para o tratamento da mastite causada por enterobactérias (WENZ
et al., 2001; ERSKINE et al., 2002; HUXLEY, 2004). No presente estudo, foi detectado
52,38% (22/42) de resisténcia a ciprofloxacina e 33,3% (14/42) a norfloxacina. As taxas de
resisténcia as fluoroguinolonas em isolados de origem animal vem aumentando ao longo dos
anos e este fato é preocupante pois as fluoroquinolonas tém sido consideradas como
alternativas atraentes para o tratamento de infec¢des causadas por cepas produtoras de ESBL
(KNNIMA-TANAKA et al., 2003). O gene gnr foi detectado em 66,7% (10/15) dos isolados
que apresentaram resisténcia a pelo menos uma fluoroquinolona testada (figura 4). A
resisténcia a quinolonas também pode estar relacionada a diminuicdo da concentracdo do
antimicrobiano dentro da célula, seja por modificacbes ou inexisténcia de porinas ou por
mutacdo em genes regulatorios que afetam a atividade de uma gama de bombas de efluxo
(HAWKEY, 2003).
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Figura 4. Perfil eletroforético do gene qnr (627 pb) em gel de agarose 1,5% (isolado positivo
indicado com a seta). M= marcador 100 pb; 16 = isolado positivo; CP = controle positivo; 30
= isolado negativo; B = branco da reacéo de PCR.

A resisténcia ao sulfametoxazol+trimetoprim foi avaliada apenas pelo teste fenotipico,
apresentando-se em 42,8% (18/42). Esse antimicrobiano vem sendo utilizado no tratamento
das mastites e, de forma ilicita em algumas propriedades, como promotor de crescimento. A
sua deteccdo vem sendo frequentemente encontrada em efluentes hospitalares, fonte de agua
municipal, efluentes de tratamento de agua e esgoto, aguas superficiais e em alguns casos
aguas subterraneas (MEIRELES, 2008).

Foi observada uma grande heterogeneidade antimicrobiana considerando 0s
aminoglicosideos, quinolonas e a associacdo sulfametoxazol+trimetoprim, sendo detectados
13 perfis (Tabela 2), dentre os quais o perfil predominante foi o de sensibilidade a todos os
antimicrobianos (perfill — 28,5%). Em estudos com base em dados epidemioldgicos e de
tipagem genética desenvolvidos por varios grupos cientificos mostrou grande heterogeneidade
entre os isolados associados a mastite apontando para o fato de que os episddios de reinfeccéo
poderiam ser frequentemente causados por diferentes cepas (LANG et al., 2009).
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Tabela 2 — Antibiotipagem das enterobactérias e presenca dos genes de resisténcia a
aminoglicosideos e quinolonas.

Espécie Perfil  Resisténcia antimicrobiana  Frequéncia aacC2* gnr* aacC2+gnr*
1 - 6 - 1 -
2 CIP-NOR-GEN-NEO-SUT 5 - 2 -
3 CIP-SUT 1 - 1 -
4 NOR 1 - 1 -
5 NEO 1 - 1 -
P. mirabilis 6 SUT 2 - 2 -
(n=19) 7 CIP-NOR-SUT 1 - 1 -
8 CIP-NOR-NEO-SUT 1 - 1 -
9 GEN-SUT 1 - - -
1 - 5 2 - -
2 CIP-NOR-GEN-NEO-SUT 3 2 1 -
10 CIP 2 - - -
3 CIP-SUT 1 - 1 -
E. coli 7 CIP-NOR-SUT 1 - 1 -
(n=17) 11 CIP-NEO 3 - - -
12 CIP-GEN-SUT 1 - - -
5 NEO 1 - -
S. marcescens 11 CIP-NEO 1 1 - -
(n=2) 10 CIP 1 - - 1
S. rubidae (n=1) 13 NOR-NEO 1 1 - -
C. freundii (n=2) 1 - 1 - 1 -
2 CIP-NOR-GEN-NEO-SUT 1 - - -
E 5 NEO 1 1 - -

aerogenes(n=1)
* namero de isolados positivos para os genes
Legenda: GEN — Gentamicina, NOR — Norfloxacina, SUT — Sulfametoxazol-Trimetoprim, NEO — Neomicina,
CIP — Ciprofloxacina.

Dentre os perfis apresentados na tabela 2, 61,5% (8/13) e 38,4% (5/13) apresentaram
0s genes gnr e aacC2 respectivamente, que podem estar contidos em plasmideos que contém
genes que também codificam resisténcia aos p-lactamicos. Um isolado, Serratia marcescens,
pertencente ao perfil 10 apresentou os genes gnr e aacC2 apesar de ndo expressar
fenotipicamente a caracteristica de resisténcia aos aminoglicosideos.

A pressdo seletiva por meio do uso de antimicrobianos atuais pode ser responsavel
pela ampla distribuicdo geografica do gnr, principalmente pelo fato de sua ligacdo genética
estar associada aos determinantes de resisténcia de outros antimicrobianos. Segundo Wang et
al. (2004), a resisténcia as quinolonas é encontrada surpreendentemente em alta frequéncia
(18% a 56%) em isolados produtores de betalactamases de amplo espectro. Por isso é
importante a investigacdo sobre a possivel contribuicdo de antimicrobianos nao B-lactamicos
na emergéncia ou persisténcia de bactérias produtoras de betalactamases (LI et al., 2007).

A multirresisténcia foi detectada em 97,6% (41/42) dos isolados testados, uma vez que
estes foram resistentes a duas ou mais classe antimicrobiana (Tabela 3).
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Tabela 3. Antibiotipagem das bactérias avaliando todos os antimicrobianos testados.

Espécie Perfil Resisténcia antimicrobiana Frequéncia

1 PEN 2

2 AMIN - PEN 1

3 QUIN - PEN 1

Escherichia coli (n= 17) > PEN+AC -PEN 3
4 QUIN - AMIN - PEN 1

5 QUIN - PEN+AC - PEN 1

6 QUIN — AMIN - SUT - PEN 2

7 QUIN - AMIN — PEN+AC - PEN 2

8 QUIN - SUT — CEF 4G — PEN+AC -PEN 1

9 QUIN - AMIN - SUT — CEF 2G — PEN+AC - PEN 2

10 QUIN - SUT — CEF 2G — CEF 3G — PEN+AC - PEN 1

5 PEN+AC - PEN 1

11 CEF 2G - PEN+AC - PEN 1

12 CEF 2G — CEF 3G - PEN+AC - PEN 1

13 SUT — CEF 3G — CEF 4G - PEN 1

14 QUIN — CEF 3G — CEF 4G - PEN+AC - PEN 1

16 CEF 2G — CEF 3G — CEF 4G - PEN+AC - PEN 3

17 QUIN - SUT — CEF 2G - PEN+AC - PEN 1

18 AMIN — CEF 3G — CEF 4G - PEN+AC - PEN 1

Proteus mirabilis (n=19) 19 SUT — CEF 2G - CEF 3G - CEF 4G - PEN+AC - PEN 1
9 QUIN - AMIN - SUT — CEF 2G - PEN+AC - PEN 1

20 QUIN - SUT — CEF 2G — CEF 3G — CEF 4G - PEN+AC - PEN 1

21 QUIN - AMIN - SUT — CEF 3G — CEF4G - PEN+AC — PEN 1

22 AMIN - SUT — CEF 2G- CEF 3G — CEF 4G - CARB - PEN+AC — PEN 1

23 QUIN - AMIN - SUT — CEF 3G - CARB - PEN+AC — PEN 1

24 QUIN — AMIN - SUT — CEF 2G - CEF 3G — CEF 4G - PEN+AC - PEN 1

25 QUIN-AMIN- SUT- CEF 2G-CEF 3G-CEF 4G-CARB- PEN+AC- PEN 2

Citrobacter freundii (n=2) 26 CEF 3G — CEF 4G - PEN+AC - PEN 1
9 QUIN - AMIN - SUT — CEF 2G - PEN+AC - PEN 1

Enterobacter aerogenes 27 AMIN — CEF 2G - PEN+AC - PEN 1

(n=1)

Serratia rubidae (n=1) 28 QUIN - AMIN — CEF 2G - PEN+AC - PEN 1
Serratia marcescens (n=2) 7 QUIN - AMIN - PEN+AC - PEN 1
29 QUIN — CEF 2G - PEN+AC - PEN 1

PEN — penicilina; PEN+AC — penicilina+acido clavulanico; QUIN — quinolona; AMIN — aminoglicosideo; SUT —
sulfa+trimetoprim; CEF 2G — cefalosporina de 2%geracéo; CEF 3G — cefalosporina de 3geracéo; CEF 4G — cefalosporina de

4%geracdo; CARB — carbapenema.
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Foram detectados 29 perfis de resisténcia antimicrobiana. Dentre as espécies isoladas,
Proteus mirabilis teve o maior nimero de perfis de resisténcia identificados (16 perfis
distintos) demonstrando a importancia da disseminagdo de resisténcia antimicrobiana no
ambiente. Além disso, a grande variedade de perfis demonstra que tais isolados podem conter
plasmideos contendo genes de resisténcia que conferem a caracteristica de multirresisténcia
observada fenotipicamente.

Em geral, a importancia sobre a emergéncia e transferéncia de bactérias
multirresistentes (MDR) de animais para a populacdo humana via cadeia alimentar tem
crescido consideravelmente. Cepas MDR de patdgenos entéricos podem surgir a partir de
reservatérios animais, devido a selecdo dos agentes antimicrobianos utilizados como
promotores de crescimento (RAMCHANDANI et al.,, 2005). No contexto da producgéo
leiteira, mesmo que o leite produzido seja pasteurizado, o consumo de leite ndo-pasteurizado
ainda existe principalmente na producdo de queijo artesanal. Logo, a determinacdo de
bactérias MDR em alimentos de origem animal, em toda a cadeia de producéo, permite um
monitoramento dos padrdes disseminados e dados epidemioldgicos que podem ser utilizados
para a seguranca alimentar, saide animal e consequentemente causando impactos na salde
publica (SAINI et al, 2012).

5.3 Deteccdo Fenogenotipica da Producéo de Betalactamases

Apesar do teste de difusdo em disco com B-lactamicos ter sido realizado para anélise e
caracterizagdo das betalactamases, foi aferida a resisténcia de forma isolada as cefalosporinas
de segunda e terceira geracdo, uma vez que tem sido amplamente utilizadas no tratamento das
mastites. Apos analise da suscetibilidade, foi possivel detectar 47,6% (20/42) e 40,4% (17/42)
de resisténcia as cefalosporinas de segunda e terceira geracao, respectivamente. Nas fazendas
estudadas, observou-se uma frequente administracdo desses antimicrobianos, principalmente
ceftiofur e a cefalexina, para tratar os animais doentes e nos foi reportado que sua utilizacéo
SO ndo era mais constante devido ao seu alto custo.

Apos a analise interpretativa do teste de difusdo em disco, com os diferentes grupos de
antimicrobianos da classe dos pB-lactamicos, as betalactamases produzidas pelas distintas
espécies foram classificadas (tabela 3).

Tabela 4. Classificacdo das betalactamases produzidas pelas distintas espécies de enterobactérias, a
partir da analise interpretativa do teste de difusdo em disco contendo antimicrobianos da classe dos f3-
lactdmicos (continua).

Espécie Resisténcia antimicrobiana Betalactamase Isolados

PEN 2a 10, 19, 22, 24, 33, 41
AMC-AMO-AMP-PEN-OXA 2d 11, 15,42
AMO-AMP-PEN 2br* 32,40

= AMC-AMO-PEN-OXA 2d 5,21
AMC-AMO-AMP-PEN-CPM-OXA 2d 36
AMC-AMO-AMP-PEN-CFO-CAZ-CRO le 27
AMC-AMO-AMP-PEN-CFO 1 18, 35

S. marcescens AMC-AMO-AMP-PEN-OXA 2d 20
AMC-AMO-AMP-PEN-CFO 1 2
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Tabela 4. Classificacdo das betalactamases produzidas pelas distintas espécies de enterobactérias,
a partir da andlise interpretativa do teste de difusdo em disco contendo antimicrobianos da classe
dos B-lactamicos (continua).

Espécie Resisténcia antimicrobiana Betalactamase Isolados

S. rubidae AMC-AMO-AMP-PEN-CFO 1 1

E. aerogenes AMC-AMO-AMP-PEN-CFO 1 39

C. freundii AMC-AMO-AMP-PEN-CPM-CAZ- Pen+Cef 31
CRO
AMC-AMO-AMP-PEN-CFO 1 12
AMC-AMO-AMP-PEN-OXA 2d 29
AMC-AMO-AMP-PEN-CPM-CRO 2ber 37
AMC-AMO-AMP-PEN-CPM-CAZ- Pen+Cef 9
CRO
AMO-AMP-PEN-CPM-CAZ 2b 16
AMO-PEN-CPM-CAZ-CRO 2b 6

= e AMC-AMO-AMP-PEN-CPM-CFO- le 8,13, 17, 23, 25, 28
CAZ-CRO
AMC-AMO-AMP-PEN-CFO 1 14, 26, 34
AMC-AMO-AMP-PEN-CFO-CAZ le 38
AMC-AMO-AMP-PEN-CPM-CFO- le 3,4,30
CAZ-CRO-IPM
AMC-AMO-AMP-PEN-CAZ-CRO-IPM 2ber 7

* apresentou sensibilidade reduzida ao acido clavulanico; Legenda: Pen+Cef = penicilinase e cefalosporinase
Legenda: PEN — Penicilina, AMC — Amoxicilina + Acido clavulanico, AMO — Amoxicilina, OXA — Oxacilina, CPM —
Cefepime, CFO — Cefoxitina, CAZ — Ceftazidima, CRO — Ceftriaxona, IPM — Imipenem.

O grupo 1 foi predominante, sendo detectado em 47,6% (20/42) das espécies. A
resisténcia a ceftazidima separou o grupo 1 em dois subgrupos: 1 (21,4% - 9/42) e 1e (26,2%
- 11/42). As enzimas do grupo 1 sdo cefalosporinases pertencentes a classe molecular C e séo
codificadas principalmente por cromossomos em muitas enterobactérias e outros
microrganismos. Sdo geralmente resistentes ao acido clavulanico, e apresentam atividade
contra as cefamicinas, como a cefoxitina.

Muitas espécies incluindo Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae e Serratia
marcescens, sdo produtoras naturais de AmpC e sua expressao é baixa porém induzivel ao
contrario de Proteus spp. que normalmente apresenta este gene de forma plasmidial. Essa
inducdo é percebida pela exposicdo da bactéria a alguns B-lactdmicos como amoxicilina,
ampicilina, imipenem e 4cido clavulanico (MARTINEZ-ROJAS, 2009; BUSH & JACOBY,
2010). Em trabalho realizado por Dunne & Hardin (2005), os autores sugerem a utilizacdo do
disco de imipenem na pesquisa desta inducdo que é frequentemente cromossomal, ao
contrario do gene plasmidial que é sempre expresso. No presente trabalho, os 20 pertencentes
ao grupo 1 foram testados a partir dessa metodologia que revelou 30% (6/20) e 70% (14/20)
foram classificadas como sendo do tipo induzivel e ndo induzivel, respectivamente (figura 5).
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Figura 5- Inducéo da resisténcia pela presenca do disco de imipenem pela “Zona D” formada.

As bactérias produtoras da enzima AmpC induzivel pertenceram as espécies: S.
marcescens, S. rubidae, E. coli, P. mirabilis, E. aerogenes (tabela 4).

Tabela 5 — Classificacdo das betalactamases do grupo 1 em induziveis e ndo induziveis segundo a
formacéo de “zona D”.

Caracteristica da

Isolados Espécie CPM CFO CAZ CRO IPM "ZONA D" enzima do grupo 1
1 S. rubidae S R S S S SIM induzivel
2 S. marcescens S R S S S SIM induzivel
3 P. mirabilis R R R R R NAO nao induzivel
4 P. mirabilis R R R R R NAO ndo induzivel
8 P. mirabilis R R R R S NAO ndo induzivel
12 C. freundii S R S S S NAO nao induzivel
13 P. mirabilis R R R R S NAO ndo induzivel
14 P. mirabilis S R S S S SIM induzivel
17 P. mirabilis R R R R S NAO ndo induzivel
18 E. coli S R S S S SIM induzivel
23 P. mirabilis R R R R S NAO ndo induzivel
25 P. mirabilis R R R R S NAO ndo induzivel
26 P. mirabilis S R S S S NAO ndo induzivel
27 E. coli S R R R S NAO nao induzivel
28 P. mirabilis R R R R S NAO ndo induzivel
30 P. mirabilis R R R R R NAO nao induzivel
34 P. mirabilis S R S S S NAO ndo induzivel
35 E. coli S R S S S NAO néo induzivel
38 P. mirabilis S R R S S SIM induzivel
39 E. aerogenes S R S S S SIM induzivel

Apesar de Citrobacter freundii ser descrita como espécie produtora de enzima
induzivel na presenca de alguns B-lactdmicos (imipenem, por exemplo), no presente trabalho
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essa espécie apresentou a producdo da enzima AmpC de forma ndo induzivel (BUSH &
JACOBY, 2010). A deteccdo da origem desse gene serd confirmada em estudos posteriores, ja
que a literatura atual ndo descreve a forma plasmidial nessa espécie.

Alguns autores descrevem a indugdo da producéo desta betalactamase como sendo de
origem cromossomal e a ndo inducgdo, oriunda de plasmideo, e que este teste da difusdo em
disco pode ser empregada para essa descricdo. No entanto, Martinez-Rojas (2009) descreve
que esta técnica fenotipica ndo é capaz de realizar essa diferenciacdo sendo necessarias
técnicas mais apuradas como a transformacdo in vitro. O estudo pela busca da origem dos
genes de resisténcia é de extrema importancia devido a transferéncia horizontal por meio de
plasmideos que pode ocorrer entre espécies e géneros diferentes facilitando a disseminagéo
dos mecanismos de resisténcia em bactérias do ambiente.

Foi detectada uma elevada variedade de subgrupos pertencente ao grupo 2. Os
isolados com sensibilidade reduzida ao acido clavulanico e suspeitos de produzirem ESBL
(2be) foram submetidos aos testes de aproximagao em disco e CIM.

O teste de aproximacgdo em disco para pesquisa de ESBL (2be), foi realizado (figura
6a) ndo sendo classificados como produtores de ESBL (2be).

Figura 6 — a) Teste de aproximacdo em disco demonstrando que ndo houve a deformacéo do
halo do B-lactamico em direcdo ao do &cido clavulanico. b) Teste com fita de Etest®, ndo
sendo possivel a leitura da diferenca entre o halo formado na regido de ceftazidima e da
associacgdo ceftazidima-acido clavulanico para classificacdo de ESBL (2be).

Segundo o CLSI, o CIM deve ser realizado por microdiluicdo em caldo, no entanto,
pela dificuldade encontrada na aquisicdo dos antimicrobianos em po, principalmente o acido
clavulanico, realizou-se o CIM por meio do Etest®. Em diversos outros trabalhos como
Vercauteren et al. (1997), Bradford (2001), Minarini et al.(2007), também utilizou-se o
Etest®. Nenhum dos isolados testados no presente trabalho foi confirmado para a producéo de
ESBL (2be) por essa metodologia (figura 6b).

A deteccdo de enterobactérias produtoras de ESBL em amostras humanas é bem
estudada, principalmente em ambiente hospitalar ja sendo relatadas como agentes causadores
de infecc¢Bes ocorridas inclusive em pediatria. H4 uma variacdo na distribuicdo dessas enzimas
em relacdo as espécies e aos periodos estudados (TOLENTINO, 2009; DIAS et al., 2011,
NOGUEIRA, 2011).

Em 8 isolados, foi realizado o teste de sensibilidade a oxacilina para diferencia¢do dos
subgrupos 2br e 2d, no qual todos apresentaram resisténcia a este antimicrobiano sendo
classificados como pertencentes ao grupo 2d. A enzima predominantemente encontrada nesse
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subgrupo é a OXA, hidrolisando com maior especificidade a oxacilina. O gene blagxa ndo foi
pesquisado porém ndo ha relatos desse gene em isolados de leite mastitico e h& poucos relatos
desse gene em bactérias isoladas de animais (LI et al, 2007; DAHMEN et al., 2013). O grupo
funcional 2 inclui as classes molecular A e D. Esse representa 0 maior grupo de
betalactamases devido ao aumento da identificacdo de ESBL nos ultimos anos e fazendo com
que houvesse sua divisdo em subgrupos. As enzimas hidrolisam preferencialmente
benzilpenicilina e muitos derivados de penicilina, e podem hidrolisar também cefalosporinas,
carbapenemas ou monobactamicos (BUSH & JACOBY, 2010).

Os isolados pertencentes ao grupo 1 e 2 também foram submetidos ao TET (figura 7)
que confirmou a producdo da enzima do tipo AmpC e ESBL em 25% (5/20) e 5,5% (1/18),
respectivamente.

Figura 7— Teste de Extrato Tridimensional: a seta mostra a reentrancia no halo, conferindo a
esse isolado a confirmacdo da producédo da enzima.

O TET néo ¢é preconizado para a verificacdo de betalactamases tipo ESBL e AmpC,
porém foi realizado no presente estudo de forma experimental para possivel confirmacdo dos
isolados suspeitos de produzirem tais enzimas. Foram considerados como testes padrdo para
ESBL, o CIM e a resisténcia a cefoxitina para AmpC. Em relacdo a ESBL, o resultado do
TET confirmou a negatividade da producdo da enzima pelo isolado. Nos isolados pertencentes
ao grupo 1, o TET também apresentou uma elevada especificidade (95%), porém uma baixa
sensibilidade (25%) detectando apenas 5 isolados resistentes a cefoxitina (anexo C). Diferente
da deteccdo da producdo de betalactamase tipo ESBL, a do tipo AmpC ndo é padronizada
pelo CLSI, sendo uma importante barreira ao conhecimento da prevaléncia e epidemiologia
dessa enzima. Esses fatores causam dificuldade na utilizacdo da técnica do extrato para a
busca de AmpC visto que ha uma dificuldade na padronizagdo interlaboratorial dos testes
considerados padrdo podendo ser o problema da incorreta deteccdo das enzimas. Entretanto, a
baixa confirmacdo pode estar ligada a outros mecanismos de resisténcia (SHAHID et
al.,2004; SOBIA et al., 2011).

Um total de quatro isolados, sendo trés pertencentes ao grupo 1 e um pertencente ao
grupo 2, foram suspeitos de produzirem carbapenemase, devido a sua resisténcia ao
imipenem. Esses isolados foram testados fenotipicamente pela difusdo em disco com
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ertapenem e pelo Teste Hodge Modificado (THM) (figura 8). Uma vez que esses isolados
pertenciam ao género Proteus, a execucdo do THM em AMH foi dificultada pela sua intensa
motilidade. Sendo assim, utilizou-se o meio Cled (com indicador Andrade - HiMedia®)
devido a sua deficiéncia de ions e nenhum dos isolados expressou producdo fenotipica de
carbapenemase em ambos os testes. Isso pode ser explicado pelo fato de que existe uma
variante da enzima AmpC que foi recentemente descrita com atividade hidrolitica contra o
imipenem (BUSH & JACOBY, 2010). Segundo Kaoa et al. (2010), algumas dessas enzimas
sdo fracas hidrolisadoras de imipenem quando expressas em grandes quantidades, o que
parece explicar a resisténcia encontrada nestes isolados. Em estudos futuros esses isolados
serdo submetidos ao THM utilizando as cepas padrdo Klebsiella pneumoniae ATCC
BAA1705 (controle positivo) e Klebsiella pneumoniae ATCC BAAL1706 (controle negativo)
para sua validagéo.

Figura 8- Teste de Hodge Modificado em &gar Cled (com indicador Andrade - HiMedia®):
3,4,7 - isolados negativos para producao de carbapenemase.

Dois isolados apresentaram resisténcia as penicilinas, &cido clavulanico e
cefalosporinas, porém foram sensiveis a cefoxitina. Segundo classificacdo Bush-Jacoby-
Medeiros, a resisténcia ao aztreonam indicaria que eles seriam classificados como grupo 2ber.
Porém, ambos apresentaram sensibilidade a este antimicrobiano sendo, portanto classificados
apenas como produtores de penicilinases e cefalosporinases. A deteccdo das betalactamases
tem algumas limitacbes como a presenca de outros mecanismos de resisténcia no mesmo
microrganismo (alteraces de permeabilidade, por exemplo) e producdo simultanea de outras
betalactamases, podendo ocorrer também a hiperproducéo de uma betalactamase confundindo
fenotipicamente a classificacdo do microrganismo (GRALHA, 2011). Dessa maneira, esses
fatores podem interagir fazendo com que a leitura dos testes fenotipicos seja diferente das
descritas para a classificacdo em grupos funcionais de Bush-Jacoby-Medeiros.

Apos a realizacdo da técnica de PCR dos genes blarewm, blasny, blaampe € blactx-m foram
detectados em um total de 61,9% (26/42), 42,8% (18/42), 23,8% (10/42), 9,5% (4/42),
isolados, respectivamente.
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Figura 9. Perfil eletroforético dos gene bla testados em gel de agarose 1,5%. M= marcador
100 pb; B — branco da reacéo; 6 — isolado positivo para o gene blargm (861pb); 41 — isolado
positivo para o gene bla.mpc (634pb); 20 - isolado positivo para o gene blactx-m (862pb). 18 —

isolado positivo para o gene blasyy (931pb).

A tabela 5 apresenta a distribuicdo dos genes dentre as espécies avaliadas e
fenotipicamente classificadas segundo a producdo de betalactamase, considerando os locais de

coleta.

Tabela 6 — Distribuicdo dos genes detectados, perfis fenotipicos, grupos fenotipicos de

producdo de betalactamases e a origem dos isolados (Continua).

Isolados Espécie Perfil fenotipico Grupo fenotipico Genes (bla)
1 S. rubidae NOR NEO3 1 CTX-M, SHV, TEM
2 S. marcescens ClPl 1 CTX-M, SHV, TEM
3 P. mirabilis GEN SUT* le
4 P. mirabilis CIP NOR NEO GEN le

suT*
5 E. coli A 2d TEM, ampC
6 P. mirabilis CIP NOR NEO GEN 2b SHV, TEM
suT*
7 P. mirabilis CIP NOR NEO GEN 2ber SHV
suT*
8 P. mirabilis CIP NOR NEO GEN le TEM
SUT?
9 P. mirabilis NEO? Pen+Cef TEM
10 E. coli cIp? 2a
11 E. coli 2 2d SHV, TEM, ampC
12 C. freundii CIP NOR NEO GEN 1
suT!
13 P. mirabilis A le TEM
14 P. mirabilis CIP NOR NEO SUT? 1 TEM

Fazenda

C

O O OO O o0 w

>>» >» >» > >
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Tabela 6 — Distribuicdo dos genes detectados, perfis fenotipicos, grupos fenotipicos de
producéo de betalactamases e a origem dos isolados (Continuacao).

Isolados Espécie Perfil fenotipico Grupo fenotipico Genes (bla) Fazenda
15 E. coli A 2d A
16 P. mirabilis SUT? 2b SHV, TEM A
17 P. mirabilis SUT? le SHV, TEM A
18 E. coli CIP NOR NEO GEN 1 SHV, TEM, ampC A

SuT?
19 E. coli NEO* 2a ampC A
20 S. marcescens CIP NEO® 2d CTX-M, SHV, TEM A
21 E. coli 2 2d SHV, ampC A
22 E. coli CIP GEN SUT* 2a D
23 P. mirabilis 4 le D
24 E. coli K 2a D
25 P. mirabilis CIP? le TEM ]
26 P. mirabilis CIP NOR SUT? 1 SHV, TEM D
27 E. coli CIP NOR SUT? le TEM, ampC D
28 P. mirabilis 4 le SHY D
29 E. coli A 2d D
30 P. mirabilis CIP NOR NEO GEN le TEM D
SUT?
31 C. freundii 2 Pen+Cef D
32 E. coli CIP NEO* 2br SHV, ampC D
33 E. coli CIP NEO* 2a D
34 P. mirabilis 4 TEM D
35 E. coli CIP NOR NEO GEN SHV, TEM D
SUT?
36 E. coli CIP? 2d SHV, TEM D
37 P. mirabilis NOR? 2ber TEM D
38 P. mirabilis 2 le SHV, TEM, ampC D
39 E. aerogenes NEO® 1 CTX-M, SHV, TEM D
40 E. coli cip 2br TEM |
41 E. coli CIP NOR NEO GEN 2a SHV, TEM, ampC |
suT?
42 E. coli CIP NEO* 2d TEM, ampC |
Legenda: A- Seropédica, B — Rio Claro, C — Pirai, D — Passa Trés, | — Rio Claro; Pen+Cef =

penicilinase+cefalosporinase;’- presenca dos genes aacC2 e qnr, * - presenca do gene gnr,’- presenca do gene
aacC2, * - auséncia dos genes. CIP — Ciprofloxacina, NOR — Norfloxacina, NEO — Neomicina, GEN —
Gentamicina, SUT — Sulfametoxazol-Trimetoprim.

Dos isolados fenotipicamente resistentes a todos os antimicrobianos testados
(quinolonas, aminoglicosideos e sulfametoxazol-trimetoprim), 44,5% (4/9) foram isolados da
fazenda C sendo todos pertencentes a espécie P. mirabilis (4,6,7 e 8). A antibioticoterapia
nessa fazenda é realizada com penicilina e tetraciclina, ndo justificando a multirresisténcia
pela pressdo seletiva dessas classes. Porém, esses microrganismos sdo provenientes do
ambiente e essa resisténcia seria entdo atribuida aos residuos de antimicrobianos disseminados
em agua e solo. E dos isolados positivos para ambos 0s genes aacC2 e gnr, 64,2% (9/14)
foram isolados da Fazenda D, onde se faz uso de quinolonas e aminoglicosideos no
tratamento das vacas mastiticas.
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Os quatro genes foram encontrados de forma variada nas fazendas avaliadas. 1sso pode
estar relacionado com o fato de que a disseminagdo de genes de resisténcia aos p-lactamicos
pode ser ampla na mesorregido do Rio de Janeiro, confirmando a facilidade dessa transmissao
genética, seja por contaminacdo de ambiente (aguas de um rio, por exemplo) ou por contato
homem-animal, uma vez que muitos trabalhadores realizam o manejo dos animais em mais de
uma fazenda, além de muitas vezes estas fazendas apresentarem o mesmo médico veterinario
responsavel.

A espécie P. mirabilis blatgm + pertencente ao grupo le (8,13,25,30) foi prevalente
(4/42) e dentre estes, 75% (3/4) também apresentou o gene gnr. A espécie E. coli negativa
para todos os genes pertencentes ao grupo 2a (10,22,24,33) também apresentou a mesma
prevaléncia, sendo que dentre estas 75% (3/4) apresentaram resisténcia a ciprofloxacina.
Como descrito na literatura, a resisténcia as quinolonas é encontrada em alta frequéncia em
enterobactérias portadoras dos genes bla, sugerindo que esses genes de resisténcia estdo
contidos em um mesmo plasmideo (WANG et al., 2004).

O segundo grupo prevalente foi P.mirabilis (3,4,23) pertencentes ao grupo le e
negativo para todos os genes avaliados, inclusive os de resisténcia a quinolonas e
aminoglicosideos. Porém, destes 67% (2/3) apresentou resisténcia a pelo menos gentamicina e
sulfametoxazol+trimetoprim. Esta resisténcia pode ser explicada pela auséncia ou
modificagdo em porinas. Villar et al. (1997) descreveu isolados bacterianos pertencentes as
enterobactérias que possuiam tal caracteristica. Recentemente, Hernandez et al. (2010),
estudou a relagéo entre as alteracGes na expressdo de porinas e a diminuicdo da sensibilidade a
B-lactamicos. Esses autores encontraram isolados deficientes em porinas menos sensiveis a 3-
lactdmicos independentemente da producéo de betalactamases e, aqueles isolados produtores
de betalactamases eram também resistentes a carbapenemas. O efeito da perda de porinas foi
menos notavel quando se utilizou outra classe de antimicrobiano. Dessa forma, tal explicacédo
é pertinente, visto a multirresisténcia fenotipica observada sem correlagdo com 0s genes
avaliados.

Um total de 9,5% apresentou 3 genes (blactx-m, blasuy, blarem) sendo representada
pelas espécies: S. rubidae (25% - 1/4), S. marcescens (50% - 2/4), E. aerogenes (25% - 1/4).
Marcano et al. (2011), em estudo realizado na Venezuela, também encontrou os trés genes
nessas espécies, além disso € comum a ocorréncia desses genes em varias combinacdes, em
enterobactérias (SHAHID et al., 2011). A ocorréncia de mais de um tipo de gene em um
mesmo isolado é bastante comum, sendo a associacdo mais frequente blasyy e blarem
(OLIVEIRA et al., 2009).

Apesar dos genes bla serem frequentemente descritos no género Citrobacter, no
presente estudo isso ndo foi observado, uma vez que de todos isolados negativos para 0s
genes, 50% (2/4) era pertencente ao género Citrobacter (BRADFORD, 2001; SHAHID,
2010; SILVA & LINCOPAN, 2012). Porém, a pequena quantidade de isolados pertencentes a
este género nao nos permite generalizar o resultado encontrado.

Do total de 6 isolados classificados como grupo 2 (2b, 2br, 2ber) cujos exemplos mais
comuns de enzimas detectadas sdo TEM, SHV e recentemente CTX-M, 0s genes blasyy €
blarem foram encontrados em 65% (4/6) corroborando com o fato de que esses genes tem sido
considerados como os mais disseminados (GONCALVEZ, 2010). Dentre os isolados ndo
classificados segundo Bush-Jacoby-Medeiros, apenas um apresentou um gene, 0 blatey .

Isolados classificados como grupo 2 subgrupos 2a (n=6) e 2d (n=8), cujos exemplos
de enzimas mais comuns sdo PC; e OXA, também apresentaram os genes blasyy e blargm mas
provavelmente ndo expressaram essas caracteristicas fenotipicamente. Essa explicacao
também parece ser pertinente para os isolados classificados como 2a, 2br, 2d positivos para o
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gene blaampc. Especificamente em relagdo aos isolados do grupo 2d, pode haver também a
presenca do gene blaoxa que ndo foi avaliado no presente estudo.

Apenas 15% (3/20) dos isolados pertencentes ao grupo 1 (1 e 1e) apresentaram o gene
blaampc. A resisténcia a cefoxitina em isolados negativos a detecgdo desse gene pode ocorrer
devido a uma diminuicdo de permeabilidade por porinas (THOMSON, 2001; DIAS et al.,
2008). Este foi apenas um estudo preliminar e em etapas futuras sera realizada a pesquisa de
genes para deteccdo de outras enzimas do grupo 1, como a CMY-2, DHA-1, bem como a
determinacdo da origem destes através da técnica de transformacgdo bacteriana, segundo
metodologia proposta por Inoue et al. (1990) (PEREZ-PEREZ. & HANSON, 2002;
PHILIPPON et al.,2002).

Em trabalho desenvolvido em nosso laboratorio por Melo (2013), foi constatado que a
sequéncia do gene mecA de Staphylococcus de origem bovina apresentou diferencas
significativas da sequéncia dos de origem humana, equino, roedor, cdo e gato. Indicando que
se deve investir na busca por homologos do gene mecA para incrementar a detec¢do génica
desta resisténcia e que a utilizacdo de primers elaborados para sua deteccdo em isolados
origem bovina deve ser reconsiderada. O mesmo pode se aplicar para 0s nossos estudos com
enterobactérias produtoras de betalactamases do grupo 1 negativas para o gene blaampc. EmM
etapas futuras, serdo realizadas provas fenotipicas e genotipicas para melhor compreensao dos
mecanismos envolvidos na producdo cromossdmica e plasmidial desta enzima. Pois
acreditamos que as enterobactérias resistentes a cefoxitina, porém negativas para o gene
blaampc, podem apresentar outros genes relacionados a esta resisténcia ou outros mecanismos
de resisténcia a este B-lactamico, como diminuicdo de permeabilidade de membrana. Uma
hipdtese pertinente também € a existéncia de uma sequéncia de gene especifica de amostras
animais, cujos primers desenhados para isolados humanos ndo anelam.

Além disso, a incidéncia de microrganismos produtores de betalactamases de amplo
espectro € dificil de ser determinada devido a diferencas existentes entre os métodos de
deteccdo e interpretacdo utilizados por cada um dos paises e instituicdes de saude envolvidas
alem de diferirem muito em relacdo a notificacdo do aparecimento de tal fendmeno.
Especificamente em relagdo as AmpC, o CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
ndo oferece nenhuma padronizacdo de testes para detectar isolados produtores. Por estes
motivos, a sua ocorréncia € mundialmente subestimada e poucos dados sdo disponiveis na
literatura no que tange ao controle de cepas produtoras em animais, especificamente em
relacdo a mastite bovina (STEWARD et al., 2001).

A elevada variabilidade fenogenotipica detectada nas enterobactérias isoladas de leite
mastitico no presente estudo indica mecanismos multiplos de resisténcia antimicrobiana em
um mesmo isolado, o que é preocupante tendo em vista a disseminacdo da resisténcia por
meio de incorporacdo de DNA livre presente no ambiente de producéo leiteira e de elementos
genéticos mdveis, de forma intra ou interespecifica, determinando um impacto clinico e
epidemioldgico para a medicina veterinaria e humana.
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6. CONCLUSOES

Do total de 381 amostras de leite provenientes de vacas mastiticas, 356 bactérias
foram isoladas, sendo observada a presenca de enterobactérias em 11% (n=42).

As enterobactérias predominantes nas amostras de leite avaliadas foram o Proteus
mirabilis (45% - 19/42) e Escherichia coli (40% - 17/42) demonstrando a importancia
da higiene do ambiente e da qualidade da &gua utilizada na cadeia leiteira.

Em 78% dos casos (33/42) o isolamento das enterobactérias foi concomitante com
outros grupos bacterianos, indicando uma infecgdo mista.

Foi detectado 52,4% de resisténcia a ciprofloxacina, 42,9% a sulfametoxazol-
trimetoprim, 42,9% a neomicina, 33,3% a norfloxacina e 26,2% de resisténcia a
gentamicina.

Constatou-se uma elevada variabilidade no perfil fenotipico e a multirresisténcia foi
detectada em 97,6% dos isolados avaliados, comprovando a dificuldade nas terapias
utilizadas no tratamento das mastites.

Os genes de resisténcia aos aminoglicosideos (aacC2) e a quinolonas (gnr) foram
detectados em 25% e 66,7% de isolados resistentes a estes antimicrobianos,
respectivamente. Dessa forma, € importante que seja feito um monitoramento desses
genes uma vez que podem estar contidos em um mesmo plasmideo e podem ocorrer
juntamente com genes de resisténcia aos pB-lactamicos.

Todos os isolados produziram pelo menos um tipo de betalactamase, mesmo néo
sendo possivel classifica-los pela inexisténcia de testes fenotipicos confirmatorios para
alguns grupos.

O grupo 1 foi predominante, sendo detectado em 47,6% (20/42) das espécies
produtoras.

O teste de disco aproximacdo revelou que 30% (6/20) e 70% (14/20) das
betalactamases do grupo 1 foram classificadas como sendo do tipo induzivel e nédo
induzivel, respectivamente.

Nenhum isolado apresentou o perfil fenotipico para ESBL (2be) nem produziu
carbapenemase.

O Teste de Extrato Tridimensional confirmou a negatividade da producdo de ESBL,
porém revelou ser pouco sensivel (25% de sensibilidade) na deteccdao de AmpC.

Os genes blarewm, blasyv,blaampc € blactxw foram detectados em um total de 61,9%
(26/42), 42,8% (18/42), 23,8% (10/42), 9,5% (4/42), isolados, respectivamente.

Os genes foram encontrados de forma variada nas fazendas visitadas.
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O gene blaampc foi encontrado em 15% (3/20) dos isolados caraterizados como
produtores das enzimas do grupo 1.

Um total 65% dos isolados classificados como grupo 2 apresentaram o0s genes blargy e
blaSH\/.

A espécie P. mirabilis blargm + pertencente ao grupo le e a espécie E. coli negativa
para todos 0s genes pertencente ao grupo 2a foram prevalentes.

A auséncia ou modificacdo de porinas pode ser um mecanismo de resisténcia presente
em alguns isolados estudados contribuindo para a resisténcia antimicrobiana.
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8. ANEXOS

8.1 ANEXO A

Esquema de identificagdo de betalactamases.
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8.2 ANEXO B

Laudo da FIOCRUZ para confirmagéo da identificacdo fenotipica de E. coli.
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8.3 ANEXO C

Avaliacdo de sensibilidade e especificidade para o TET, considerando como técnica padréo a

suscetibilidade a cefoxitina
% Sensibilidade = verdadeiros positivos/ verdadeiros positivos + falsos negativos
% Especificidade= verdadeiros negativos/ verdadeiros negativos + falsos positivos

TET Cefoxitina Total
R S
+ VP (5) FP (1) 6
- FN (15) VN (21) 36
Total 20 22 42

Sensibilidade: 25% e Especificidade: 95%
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