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RESUMO

Mastite € um problema tanto econdmico quanto sanitario em rebanhos leiteiros. O patégeno
mais frequente é a bactéria Staphylococcus aureus que também pode contaminar leite e
laticinios causando intoxicacdes alimentares nos consumidores. Dentre os antibiéticos mais
utilizados, esta a classe dos [B-lactamicos, sendo a meticilina um dos mais eficazes. Os
carbapenémicos, por sua vez, ndo sdo aconselhados para animais de producdo. Nesse
sentido, constitui objetivo deste estudo o rastreio dos genes blaZ, mecA e sua variante
mecaLcazs1 que estdo associados com resisténcia a penicilinas e também os genes blakec €
blaoxa2z que codificam resisténcia a carbapenémicos. Essa pesquisa foi realizada com
amostras de leite bovino, oriundas de tetos com mastite subclinica de 15 fazendas no norte de
Minas Gerais. Foi realizado isolamento e cultivo dos micro-organismos provenientes do leite
mastitico, identificagdo por coloracdo de Gram e espectrometria de massa MALDI-TOF. A
seguir, foi procedido nos isolados de Staphylococcus aureus o antibiograma por difusdo em
disco, utilizando os antimicrobianos amoxacilina, oxacilina, ampicilina/sulbactan, cefoxitina,
imipenem e meropenem. Foi, entdo, extraido DNA dos isolados que apresentaram resisténcia e
pesquisado por meio de Single PCR a presenca dos genes blaZ, mecA, mecaLcazsi, blakec €
blaoxaz23, sendo posteriormente realizado o sequenciamento de um dos produtos de cada gene
amplificado. Foi também procedido o teste de RAPD-PCR para verificar variabilidade genética
entre os isolados e elaborado um dendrograma. Como resultado, foram encontrados 214 micro-
organismos, dentre eles 79 Staphylococcus aureus. Destes, 30 apresentaram resisténcia a pelo
menos uma das penicilinas testadas e 9 deles apresentaram resisténcia também ao
meropenem. Houve associacdo significativa (p<0.05 pelo teste qui-qgadrado) entre resisténcia
aos antimicrobianos e fazenda de origem. Dos 30 isolados resistentes a penicilina, 6
apresentaram o gene blaZ, 4 apresentaram o gene mecA e nenhum apresentou o gene
mecaLcazsi. Nenhum dos isolados testados apresentou gene blakec ou blaoxaz2s. A analise do
RAPD e dendrograma indicou proximidade genética entre os isolados que também
correspondeu a proximidade entre fazendas. Também foram detectados dois clones
bacterianos entre os patdgenos deste estudo, indicando que houve carreamento. Conclui-se
que existem o0s genes de resisténcia blaZz e mecA em Staphylococcus aureus isolados em
fazendas do norte de Minas Gerais, assim como existe resisténcia as penicilinas que nao se
associam a esses genes nem ao seu homdlogo mecaica2s1. Conclui-se, também, que ha
resisténcia ao carbapenémico meropenem em isolados de Staphylococcus aureus sendo essa

resisténcia ndo associada aos genes blakcr nem blaoxazs.

Palavras-chave: BlaZ. MecA. MRSA. Produc¢&o Animal.



ABSTRACT

Mastitis is a problem both economically and healthily in dairy herds. The most commonly
associated pathogen is Staphylococcus aureus bacteria that can also contaminate milk and
dairy products causing food poisoning in consumers. Prevention consists of adequate hygiene
during milk collection and treatment of sick animals to prevent spread of the disease. This
treatment is based on research for the disease-causing agent and the most efficient antibiotic.
Among the most effective antibiotics is the B-lactam class, particularly methicillin, which is a
penicillin indicated against already resistant penicillin-producing bacteria. Carbapenems,
however, are potent B-lactams with broad spectrum of action and are not allowed in dairy
animals. Constant and/or abusive use of these drugs may select micro-organisms that have
acquired resistance by bacterial mutation, transformation, transduction or conjugation. In this
sense, the objective of this study is the screening of blaZ, mecA genes and their variant
mecaLcazs1 that are associated with penicillin resistance, and also the blakerc and blaoxazz genes
that encode carbapenemic resistance. This research was carried out with samples of bovine
milk from teat affected by subclinical mastitis from 15 farms in northern Minas Gerais. Isolation
and cultivation of micro-organisms from breast milk were performed, so identification by
differential tests and confirmation by MALDI-TOF mass spectrometry. Staphylococcus aureus
isolates were then submitted to disc diffusion antibiogram using the antimicrobials amoxacillin,
oxacillin, ampicillin/sulbactan, cefoxitin, imipenem and meropenem. Then, DNA was extracted
from the resistant bacterial isolates and the blaZ, mecA, mecaicazs1, blakec and blaoxazs genes
were screened by Single PCR, being sequenced the product of one of the bands of each
amplified gene. The RAPD-PCR test was also performed to verify genetic variability among
isolates. As a result, 214 microorganisms were found, among them 79 Staphylococcus aureus.
Of these, 30 showed resistance to, at least, one of the penicillins tested and 9 showed
resistance to meropenem. There was a significant association (p <0.05 by the chi-square test)
between antimicrobial resistance and origin farm of isolates. Of the 30 penicillin-resistant
isolates, 6 carried blaZ gene, 4 carried mecA gene, and no one carried mecaLcazs1 gene. No
one of the isolates tested carried blakec or blaoxa2s gene. A dendrogram was elaborated
indicating the genetic proximity between the isolates that, notably, corresponds to the proximity

between farms.

Keywords: BlaZ. MecA. MRSA. Animal Production.
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1 INTRODUGAO

Mastite bovina constitui uma enfermidade que, apesar de diversos avan¢cos em termos
de prevencdo e controle, permanece como a doenca infecciosa mais prevalente e
economicamente relevante entre bovinos leiteiros. Ela acontece com o carreamento de
patdgenos para o teto da vaca e estd associada a falta de higiene durante a ordenha. Como
consequéncia da doenca, pode ocorrer reducdo na producéo e descarte de leite, diminuicdo do
valor comercial do animal afetado, necessidade de méo de obra extra e de tratamento.

O patégeno mais associado a mastite é a bactéria Staphylococcus aureus que também é
associada a intoxicacdes alimentares em humanos. Um agravante a essas situacdes sdo as
formas de resisténcia ao tratamento antimicrobiano que é téo prejudicial ao bovino e ao sistema
de produgéo, quanto a saude do ser humano consumidor de leite e laticinios.

A resisténcia microbiana vem sendo um problema crescente no Brasil e no mundo. Além
do surgimento de cepas resistentes ocasionadas naturalmente por mutacdes, também pode
ocorrer sua proliferacéo apés selecdo microbiana por uso de antimicrobianos ou a transferéncia
de genes de resisténcia por transformacao, transducao ou conjugacéo.

Uma das formas de resisténcia mais preocupantes em rebanhos leiteiros é quanto a
meticilina, por ser uma droga ja formulada para cepas resistentes produtoras de penicilinases.
Mais preocupante ainda, seria a resisténcia a drogas de reserva como os carbapenémicos que
nem mesmo sdo recomendadas para animais de producdo, mas sim para humanos quando
ndo ha outras alternativas. Ndo hé relatos na literatura de resisténcia aos carbapenémicos em

Staphylococcus aureus.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar a epidemiologia molecular de cepas de Staphylococcus aureus resistentes

aos Beta-lactamicos isolados de leite de vacas com mastite subclinica.

2.2 Objetivos Especificos

— Identificar Staphylococcus aureus em amostras de leite de bovinos com mastite
subclinica em quinze fazendas de producéo leiteira do norte de Minas Gerais;

— Determinar a sensibilidade dos isolados de Staphylococcus aureus detectados aos
antimicrobianos Beta-lactamicos;

— Rastrear 0s genes blaZ, mecA, mecaicazs1 nos isolados de Staphylococcus aureus
resistentes a Beta-lactamicos;

— Rastrear os genes blakrec e blaoxazs nos isolados de Staphylococcus aureus resistentes
a Carbapenémicos;

— Determinar a variabilidade genética e o perfil de clonalidade entre os isolados

resistentes.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus compde a microbiota normal da pele e vias respiratérias
humanas, mas também pode ser patdgeno oportunista em varios tipos de infeccdes como de
pulmdes, pele e corrente sanguinea (IBARRA ORREGO et al., 2017). Além de ser o patégeno
mais frequente em mastite bovina, essa bactéria também se associa a doencas transmitidas
por alimentos em humanos. Siqueira et al. (2017) pesquisaram em isolados desta bactéria,
oriundos de leite bovino organico de fazendas de S&o Paulo, a presenca de enterotoxinas A, B,
C e D, responsaveis por intoxicagbes alimentares. Cada uma dessas enterotoxinas
pesquisadas esteve presente em pelo menos um dos dezessete isolados, sendo a toxina A
presente em 29,4% destes.

Quanto a sua morfologia, Staphylococcus aureus sao bactérias esféricas, imoéveis que se

agrupam formando emaranhados semelhantes a cachos de uva (FIGURA 1).

Figura 1 — Identificacdo de Staphylococcus aureus pela colora¢do de Gram

v
%

Fonte: ANVISA, 2007.

Crescem em meios comuns com pH=7 em temperatura de, aproximadamente, 37°C. As
colénias sdo formadas em placas ap6s incubagdo de 18 a 24 horas, apresentando morfologia
arredondada e lisa, com coloracdo que pode chegar a amarelo, aumentando com o tempo de
incubacdo. Como caracteristicas bioquimicas, nas placas de agar sangue, produzem hemalise
devido a producdo de toxinas capazes de hidrolisar hemécias. Essas bactérias também
conseguem fermentar manitol produzindo &cido latico e tem a capacidade de se desenvolver
em presenca de NaCl a 7,5%. S&o, ainda, produtores de coagulase ou fator aglutinante que,
em contato com o plasma sanguineo atua no fibrinogénio formando fibrina. Produzem, também,
a enzima catalase que converte o perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua (FREITAS et al.,
2018; AQIB et al., 2017).

Para identificacdo bioquimica desta espécie bacteriana, € comum a escolha de um
conjunto de testes que possam diferencia-la das demais bactérias presentes na amostra
(FREITAS et al., 2018; COSTA et al., 2018). Costa et al. (2018) utilizaram coloracdo de Gram,
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testes de catalase, coagulase, producao de acetoina em meio MRVP, degradacéo de maltose e
trealose. Ja Locatelli et al. (2017) utilizaram apenas agar MRSA e observacdo de hemolise em
agar sangue, mas confirmaram essa identificacdo por PCR. Testes bioquimicos sé&o
demorados, trabalhosos, relativamente caros, requerendo maior tempo de mao de obra,
diversidade de equipamentos, utensilios e espaco fisico. No que se refere ao tempo, melhor
seria tratar um animal doente o mais rapido possivel antes que a infeccdo se agrave. Quanto
antes identificar o patdgeno para promover o tratamento adequado, menor a necessidade de se
proceder tratamento empirico e uso indiscriminado de antimicrobianos. Em alguns casos, a
escolha incorreta de um antibiético além de néo tratar, deixaria residuos nas amostras que
comprometeria a eficacia de um novo antibiograma. O uso abusivo de antibiéticos também
pode contribuir para selecionar micro-organismos resistentes (ZHENG et. al, 2018; LIU et al.,
2017).

Um teste que vem ganhando espac¢o na detec¢éo do Staphylococcus aureus substituindo
testes bioquimicos e com a vantagem de maior rapidez, praticidade e especificidade é a
espectrometria de massa por MALDI-TOF ou Matrix Associated Laser Desorption lonization -
Time of Flight (PEREZ-SANCHO et al., 2018). Trata-se de um teste protedmico que mede o
peso molecular da bactéria de modo que se pode saber com preciséo a identificagdo de cada
micro-organismo desde que ele se assemelhe significativamente com os padrées em nivel de
género e espécie previamente cadastrados na biblioteca de dados do MALDI-TOF. Também é
possivel alimentar esta biblioteca identificando novos tipos microbianos e registrando seu
padrao especifico de picos.

PEREZ-SANCHO e sua equipe de pesquisa (2018) conseguiram identificar 52
subespécies de S. aureus com 100% de sensibilidade e especialidade utilizando MALDI-TOF.
Zaatout et al. (2019) utilizaram esta técnica para investigacdo epidemiol6gica de mastite bovina
subclinica na Argélia. Apés identificarem os patdgenos por métodos bioquimicos, eles
utilizaram o MALDI-TOF como teste confirmatdrio para os S. aureus e obtiveram score >2.
Nesse estudo, S. aureus foi um dos patégenos mais ocorrentes, apés Staphylococcus
coagulase negativos e Escherichia coli.

3. 2 Sensibilidade aos antimicrobianos

ApOs a identificacdo microbiana, é necessario verificar suscetibilidade do patdégeno aos
antimicrobianos para recomendacao de tratamento. O antibiograma ainda é teste convencional
recomendado pelo CLSI (2018), podendo ser utilizada a metodologia para determinacdo da
concentracado inibitéria minima (MIC), concentracao bactericida minima (MBC) ou testes por
difusdo em disco.

Apesar de ser muito utilizado, o antibiograma tem suas limitacGes. Quando feito
manualmente, além de ser um procedimento demorado e trabalhoso, suas vérias etapas como
a medicao dos halos com precisdo milimétrica ou a adequagdo da concentragdo bacteriana,

pode variar subjetivamente de um executor para outro, tornando-o com baixa precisdo. Um
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simples milimetro de diferenca pode determinar se uma bactéria é sensivel ou resistente a
determinados farmacos (CLSI, 2018). Mesmo nédo havendo falha de execucdo, o método ndo
apresenta total confiabilidade.

Guimardes et al. (2017), pesquisando isolados de mastite, obtiveram, entre 60 S.
aureus, 15 (25%) mecA positivos e suscetiveis a oxacilina pelo método MIC. Percentual maior
que os 14 (23,3%) isolados obtidos que foram mecA positivos e resistentes a meticilina. Os
outros 31 (51,7%) foram mecA negativos e suscetiveis a meticilina. Ao resultado discordante
fenétipo X gendétipo, os autores atribuem que os 15 S. aureus mecA positivos e oxacilina
sensiveis carrearam o gene de resisténcia a meticilina/oxacilina, constituindo potencial risco de
disseminacéo via plasmidio para outras bactérias, mesmo quando a resisténcia fenotipica nédo
foi observada.

Rocchetti et al. (2018) em seus 85 isolados, encontraram 43 mecA positivos, sendo um
deles sensivel a oxacilina e o restante resistente. Nos outros 42 isolados mecA negativos, 41

foram suscetiveis e 1 resistente a oxacilina pelo método de difusédo em disco.

3.3 Beta-lactamicos

Sao compostos antimicrobianos que possuem em comum, no seu ndcleo estrutural, o
anel beta-lactamico (FIGURA 2). Pertencem a este grupo as penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e monobactans (DURAND et al., 2019). Estes farmacos penetram na célula

bacteriana e agem interferindo na sintese de peptidoglicano da parede celular.

Figura 2 — Estrutura quimica dos Beta-lactamicos

Penicilinas Cefalosporinas
I ﬁ
R—— C——NH R—— C——NH 8
N j;l/ B i
0 COOH o]
COOH
Monobactams Carbapenems
R
I
R— C——NH R s—R
N/
0
N c=0
b |
o SO:H i

R = cadeia lateral
Fonte: WILLIAMS, 1999.
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Dentre os mecanismos de resisténcia relatados, estd a producdo de enzimas pelas
bactérias chamadas de penicilinases ou betalactamases que hidrolisam o anel beta-lactamico
inativando o farmaco (UDDIN; AHN, 2017). Outros mecanismos incluem modificacdes na
proteina PBP que atua como receptor para penicilina, causando assim o impedimento do
farmaco de entrar na célula bacteriana (AQIB et al., 2017). Também modificacées nas porinas
gue sao proteinas responsaveis pela permeabilidade, afetam a entrada de elementos para o
interior da célula, comprometendo a entrada do farmaco.

O gene blaZ é o responsavel por codificar a producéo de betalactamases (UDDIN, AHN,
2017; FELTRIN et al., 2016; ARAGAO et al., 2019). Este gene pode estar localizado em
plasmidios (PIZAURO et al., 2019) e é relatado com frequéncia em isolados de Staphylococcus
aureus meticilina resistentes oriundos de mastite bovina (FELTRIN et al., 2016) e de laticinios
(ARAGAO et al., 2019). Na Figura 3, é mostrada a inducédo de betalactamases na presenca de
um Beta-lactdmico do tipo penicilina. A proteina Blal pode se ligar a regido do operador no
DNA, reprimindo a transcricdo do RNA de blaz e BlaR1-blal, pois na auséncia de penicilina a
betalactamase é expressa em niveis baixos. Na presenca de penicilina, quando esta entra na
célula, se liga ao transdutor sensor transmembrana BlaR1 estimulando a ativagdo autocatalitica
deste sensor. O BlaR1 ativo, direta ou indiretamente (por meio da proteina blaR2) divide blal
em fragmentos inativos permitindo o inicio da transcricdo de blaZ e blaR1. A betalactamase
codificada pelo blaz hidrolisa o anel beta-lactdmico da penicilina tornando-a um composto

inativo (acido peniciléico).

Figura 3 - Resisténcia a meticilina condicionada pelo gene blaz
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A resisténcia a meticilina tem despertado relevante preocupacdo dentre as demais
penicilinas (LOCATELLI et al., 2017; HACHIYA et al., 2017). A ineficacia a estes farmacos
geralmente ocorre pela sintese de uma proteina PB2A na bactéria que é plenamente funcional,
mas ndo tem afinidade de ligacdo com os Beta-lactamicos. A condicdo para a sintese desta
proteina esta associada a aquisicdo do gene mecA (AQIB et al., 2017; UDDIN, AHN, 2017)
e/ou seu homologo mecaLcazs: (BECKER et al., 2018). A Figura 4 mostra a inducdo do gene
mecA. Pode-se observar que, na presenca de um Beta-lactamico, o indutor mecR1 é ativado e
induzindo a transcrichio do gene mecA-mecl-mecR2. Também ocorre a atividade

antirrepressora de mecR2 promove a inativacdo de mecl por clivagem proteolitica.

Figura 4 - Inducdo do gene mecA
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Fonte: AREDE et al., 2012.

Locatelli et al. (2017) identificaram o gene mecA em S. aureus isolados de animais de
producéo e humanos em contato com esses animais. Em outro estudo, Hachiya et al. (2017)
reportaram esse gene em um isolado de laticinios.

Além dos genes mecA e mecaLca-2s1, Becker et al. (2018), associaram também o gene
mecB a este tipo de resisténcia. De acordo com CLSI (2018), bactérias resistentes a oxacilina
ou cefoxitina também podem ser consideradas resistentes a meticilina.

J& a resisténcia aos carbapenémicos ainda nao foi relatada na literatura em isolados de
Staphylococcus aureus. Seu uso € eficaz contra essas bactérias, embora ndo seja

recomendado na producéo leiteira. Carbapenémicos sdo considerados farmacos de reserva, ou
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seja, sdo empregados em Ultimo recurso no tratamento das infeccbes (WHO, 2017). A
resisténcia a estas drogas é motivo de preocupacdo, tendo relatos em bactérias
multirresistentes como Acinetobacter baumannii ou nas chamadas “superbactérias” como a
Klebsiella Pneumoniae carbapenemase. Elshafie et al. (2019) detectaram Pseudomonas
aeruginosa resistentes a carbapenémicos e portadora dos genes blaoxazs € blakec em fezes de
animais de fazenda e humanos no Egito. Vikram e Schmidt (2018) detectaram blakrc-2 funcional
em fezes de bovinos de corte criados sem uso de antibioticos.

WANG et al. (2018), rastrearam 14 genes associados a producéo de carbapenemases e
um dos genes presentes em maior percentual nos isolados foi o blaoxazs. Em outro estudo, Fu
et al. (2019) relatam uma pandémica disseminacao via plasmidio do gene blakec que também
é associado a resisténcia aos carbapenémicos. Na Tabela 1 sdo citados alguns trabalhos

exemplificando esses genes.

Tabela 1 — Genes associados a resisténcia aos carbapenémicos

Gene Autor

blakec WANG et al., 2018; NASRI, et al., 2017
blakpc-2 VIKRAM; SCHMIDT, 2018

blaces WANG et al., 2018

blacim WANG et al., 2018

blaipm WANG et al., 2018; JOSHI et al., 2017
blanom WANG et al., 2018; JOSHI et al., 2017; NASRI, et al., 2017

blaspm WANG et al., 2018

blasim WANG et al., 2018

blavim WANG et al., 2018; JOSHI et al., 2017
blaoxazs WANG et al., 2018; LUPO et al., 2017
blaoxaza WANG et al., 2018; JOSHI et al., 2017
blaoxaas NASRI et al., 2017

blaoxas1 WANG et al., 2018; JOSHI et al., 2017
blaoxass WANG et al., 2018; JOSHI et al., 2017
blaoxaias WANG et al., 2018
blaoxa-235 WANG et al., 2018

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
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3.4 Clonalidade e variabilidade genética

Uma vez que se tem confirmada a doenca, tendo detectado o patdgeno e suas formas
de resisténcia para viabilizar o tratamento nos animais acometidos, resta saber a melhor
medida a ser empregada para evitar novos casos. A andlise do perfil de variabilidade genética
pode esclarecer questdes como: se um tipo microbiano que vem acarretando mastite em uma
fazenda esta sendo transferido pelas méos de ordenhadores; se um microrganismo causador
de um surto alimentar detectado em leite ou laticinios foi oriundo desde o teto de vacas com
mastite; ou mesmo se patégenos estdo sendo carreados de uma fazenda para outra
(SIQUEIRA et al., 2017; LOCATELLI et al., 2017).

Um teste que pode ser utilizado para determinar o perfil de heterogenicidade em
Staphylococcus aureus é o Random Amplified Polymorfic DNA (RAPD) pelo uso da tecnologia
PCR (XAVIER et al.,, 2017; IDIL, BILKAY, 2014). Para esta reacdo, pode ser utilizado o
oligonucleotideo S232 que amplificard um padrdo de bandas que podera variar de um isolado
para outro de acordo com a diferenca genética entre 0s mesmos.

Quando os micro-organismos, respeitando uma taxa de mutagéo, sdo iguais entre si
(clones), presume-se que estdo sendo carreados (SIQUEIRA et al., 2017). Micro-organismos
da mesma espécie com 0 mesmo padrao de resisténcia podem também ter determinadas
diferencas em seu perfil de variabilidade genética (LOCATELLI et al.,, 2017), inclusive
ocasionadas pela transferéncia de material genético e/ou mutacao.

A biologia molecular, cada vez mais, vem estando presente em laboratérios tanto para
fins cientificos quanto analiticos. Alguns pesquisadores, apds procederem antibiograma,
utilizaram PCR para comprovar resisténcia microbiana, inclusive a meticilina em S. aureus
isolados de leite bovino (AQIB et al., 2017; HACHIYA, et al., 2017; GUIMARAES et al., 2017;
ROCCHETTI et al., 2018).

3.5 Referéncias

AQIB, A. I.; IJAZ, M.; ANJUM, A. A.; MALIK, M. A. R.; MEHMOOD, K.; FAROOQI, S. H,;
HUSSAIN, K. Antibiotic susceptibilities and prevalence of Methicillin resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) isolated from bovine milk in Pakistan. Acta Tropica, v. 176, p. 168-172, 2017.
Disponivel em: https://bit.ly/390FaYO. Acesso em: 28 jan. 2020.

ANVISA. Gram-negativos: resisténcia microbiana: mecanismos de impacto clinico. 2007. pt. 3.
Disponivel em: https://bit.ly/3d2LHp8. Acesso em: 2 ago. 2019.

ARAGAO, B B.; TRAJANO, S. C.; SILVA, J. G.; SILVA, B. P.; OLIVEIRA, R. P.; OINHEIRO
JUNIOR, J. W.; PEIXOTO, R. M.; MOTA, R. A. Short communication: high frequency of B-
lactam-resistant Staphylococcus aureus in artisanal coalho cheese made from goat milk
produced in northeastern Brazil. Journal of Dairy Science, v. 102, n. 8, p. 6923-6927, 2019.
Disponivel em: https://bit.ly/33rP6Jz. Acesso em: 2 ago. 2019.

AREDE, P.; MILHEIRICO, C.; LENCASTRE, H.; OLIVEIRA, D. C. The anti-repressor MecR2
promotes the proteolysis of the mecA repressor and enables optimal expression of b-lactam
resistance in MRSA. PLos Pathogens, v. 8, n. 7, 1002816, 2012. Disponivel em:
https://bit.ly/3aZHyAz. Acesso em: 2 ago. 2019.



20

BECKER, K.; ALEN, S.; IDELEVICH, E. A.; SCHLEIMER, N.; SEGGEWIR, J.; MELLMANN, A.;
KASPAR, U.; PETERS, G. Plasmid-encoded transferable mecB-mediated methicillin resistance
in Staphylococcus aureus. Emerging Infectious Diseases, v. 24, n. 2, p. 242-248, 2018.
Disponivel em: https://bit.ly/2ITKngJ. Acesso em: 2 ago. 2019.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Performance standards for
antimicrobial susceptibility testing. 28th ed. CLSI supplement M100. Wayne: CLSI, 2018.

COELHO, M. C. F. P. Infec¢cbes associadas ao cuidado de saude: o caso da bactéria
Staphylococcus aureus resistente a meticilina. 2016. 66 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Universidade do Algarve,
[Faro], 2016. Disponivel em: https://bit.ly/2xLAsRU. Acesso em: 1 ago. 2019.

COSTA, F. M.; BELO, N. O.; COSTA, E. A,; ABDRADE, G. |.; PEREIRA, L. S.; CARVALHO, I.
A.; SANTOS, R. L. Frequency of enterotoxins, toxic shock syndrome toxin-1, and biofilm
formation genes in Staphylococcus aureus isolates from cows with mastitis in the Northeast of
Brazil. Tropical Animal Health and Production, v. 50, p.1089-1097, 2018. Disponivel em:
https://bit.ly/2IVeZbi. Acesso em: 3 ago. 2019.

DURAND, A. G.; RAOULT, D.; DUBOURG, G. Antibiotic discovery: history, methods and
perspectives. International Journal of Antimicrobial Agents, v. 53, n. 4, p. 371-382, 2019.
Disponivel em: https://bit.ly/2Ugwwjp. Acesso em: 6 ago. 2019.

ELSHAFIEE, E. A.; NADER, S. M.; DORGHAM, S. M.; HAMZA, D. A. Carbapenem-resistant
Pseudomonas Aeruginosa originating from farm animals and people in Egypt. Journal of
Veterinary Research, v. 63, n. 3, p. 333-337, 2019. Disponivel em: https://bit.ly/2x1Ax3p.
Acesso em: 2 ago. 2019.

FELTRIN, F.; ALBA, P.; KRAUSHAAR, B.; IANZANO, A.; ARGUDIN, M. A.; DI MATTEO, P,
PORRERO, M. C.; AARESTRUP, F. M.; BUTAYE, P.; FRANCO, A.; BATTISTI, A. A livestock-
associated, multidrug-resistant, methicillin-resistant Staphylococcus aureus clonal complex 97
lineage spreading in dairy cattle and pigs in Italy. Applied and Environmental Microbiology, v.
82, n. 3, p. 816-821, 2016. Disponivel em: https://bit.ly/3d98XSg. Acesso em: 4 ago. 2019.

FREITAS, C. H.; MENDES, J. F; VILLAREAL, P. V.; SANTOS, P. R.; GONCALVES, C. L;
GONZALES, H. L.; NASCENTE, P. S. Identification and antimicrobial susceptibility profile of
bacteria causing bovine mastitis from dairy farms in Pelotas, Rio Grande do Sul. Brazilian
Journal of Biology, v. 78, n. 4, p. 661-666, 2018. Disponivel em: https://bit.ly/2TXipkg. Acesso
em: 2 ago. 2019.

FU, P.; TANG, Y.; YU, L.; WANG, Y.; JIANG, X. Pandemic spread of blaKPC-2 among Klebsiella
pneumoniae ST11 in China is associated with horizontal transfer mediated by IncFll-like
plasmids. International Journal of Antimicrobial Agents, v. 54, n. 2, p.117-124, 2019.
Disponivel em: https://bit.ly/2UeGMcc. Acesso em: 5 ago. 2019.

GUIMARAES, F. F.; MANZI, M. P.; JOAQUIM, S. F.; RICHINI-PEREIRA, V. B.; LANGONI, H.
Short communication: outbreak of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)-
associated mastitis in a closed dairy herd. Journal of Dairy Science, v. 100, n. 1, p. 726-730,
2017. Disponivel em: https://bit.ly/2TXrAB7. Acesso em: 3 ago. 2019.

HACHIYA, J. O.; ROSSI, G. A. M.; RIBEIRO, L. F.; SATO, R. A,; SILVA, H. O.; VIDAL, A. M. C;;
AMARAL, L. A. Methicillin-resistant Staphylococcus spp. isolated from curd cheese “requeijao”
and “especialidade lactea type requeijao” sold in Brazil. Ciéncia Rural, v. 47, n. 7, €20170008,
2017. Disponivel em: https://bit.ly/2TULbIE. Acesso em: 4 ago. 2019.

IBARRA ORREGO, M. C.; ARRUA TORREANI, N.; DURANONA, C. K.; ACUNA, A. Infecciones
por Staphylococcus aureus meticilino resistentes adquiridas en la comunidad. Revista Virtual
de la Sociedad Paraguaya de Medicina Interna, v. 4, n. 1, p. 100-1004, 2017. Disponivel em:


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Seggewi%26%23x000df%3B%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29350135

21

http://scielo.iics.una.py/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2312-
38932017000100100&Ing=en&nrm=iso. Acesso em: 4 ago. 2019.

IDIL, N.; BILKAY, I. S. Application of RAPD-PCR for determining the clonality of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus isolated from different hospitals. Brazilian Archives of
Biology and Technology, v. 57, n. 4, p. 548-553, 2014. Disponivel em: https://bit.ly/2WgC9Rw.
Acesso em: 6 ago. 2019.

JOSHI, P. R.; ACHARYA, M.; KAKSHAPATI, T.; LEUNGTONGKAM, U.; THUMMEEPAK, R;
SITTHISAK, S. Co-existence of blaOXA-23 and blaNDM-1 genes of Acinetobacter baumannii
isolated from Nepal: antimicrobial resistance and clinical significance.  Antimicrobial
Resistance and Infection Control, v. 6, n. 21, 2017. Disponivel em: https:/bit.ly/2w34UXf.
Acesso em: 4 ago. 20109.

LIU, H.; LI, S.; MENG, L.; DONG, L.; ZHAO, S.; LAN, X.; WANG, J.; ZHENG, N . Prevalence,
antimicrobial susceptibility, and molecular characterization of Staphylococcus aureus isolated
from dairy herds in northern China. Journal of Dairy Science, v. 100, n. 11, p.8796-8803,
2017. Disponivel em: https://bit.ly/2lUwwAs. Acesso em: 7 ago. 2019.

LOCATELLI, C.; CREMONESI, P.; CAPRIOLI, A.; CARFORA, V.; IANZANO, A.; BARBERIO, A;
MORANDI, S.; CASULA, A.; CASTIGLIONI, B.; BRONZO, V.; MORONI, P. Occurrence of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus in dairy cattle herds, related swine farms, and
humans in contact with herds. Journal of Dairy Science, v.100, n. 1, p. 608-619, 2017.
Disponivel em: https://bit.ly/2WIsY2j. Acesso em: 4 ago. 2019.

LUPO, A.; CHANTRE, P.; PONSIN, C.; SARAS, E.; BOULOUIS, H. J.; HAENNI, M.; MADEC, J.
Y. Clonal spread of Acinetobacter baumannii sequence type 25 carryin gblaOXA-23 in
companion animals in France. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 61, n. 1, e01881-
16, 2017. Disponivel em: https://bit.ly/2wehYcg. Acesso em: 6 ago. 2019.

NASRI, E.; SUBIRATS, J.; SANCHEZ-MELSIO, A.; MANSOUR, H. B.; BORREGO, C. M,
BALCAZAR, J. L. Abundance of carbapenemase genes (blakPC, blaNDM, and blaOXA-48) in
wastewater effluents from Tunisian hospitals. Environmental Pollution, v. 229, p.371-374,
2017. Disponivel em: https://bit.ly/21U8dms. Acesso em: 2 ago. 2019.

PEREZ-SANCHO, M.; VELA, A. |.; HORCAJO, P; UGARTE-RUIZ, M.; DOMINGUEZ, L.;
FERNANDEZ-GARAYZABAL, J. F.; DE LA FUENTE, R. Rapid differentiation of Staphylococcus
aureus subspecies based on MALDI-TOF MS profiles. Journal of Veterinary Diagnostic
Investigation, v. 30, n. 6, p. 813-820, 2018. Disponivel em: https://bit.ly/2UchFgp. Acesso em:
3 ago. 2019.

PIZAURO, L. J. L.; ALMEIDA, C. C.; GOHARI, I. M.; MACINENES, J. I.; ZAFALON, L. F;
KROPINSKI, A. M.; VARANI, A. M. Complete genome sequences of 11 Staphylococcus sp.
strains isolated from buffalo milk and milkers’ hands. Microbiology Resource
Announcements, v. 8, n. 47, e01264-19, 2019. Disponivel em: https://bit.ly/3alcgcg. Acesso
em: 1 ago. 2019.

ROCCHETTI, T. T.; MARTINS, K. B.; MARTINS, P. Y. F; OLIVEIRA, R. A.; MONDELLI, A. L;
FORTALEZA, C. M. C. B.; CUNHA, M. L. R. S. Detection of the mecA gene and identification of
Staphylococcus directly from blood culture bottles by multiplex polymerase chain reaction. The
Brazilian Journal of Infectious Diseases, v. 22, n. 2, p. 99-105, 2018. Disponivel em:
https://bit.ly/2QoXB2T. Acesso em: 4 ago. 2019.

SIQUEIRA, A. K.; SALERNO, T.; LARA, G. H. B.; CONDAS, L. A. Z,; PEREIRA, V. C.; RIBOLI,
D. F. M,; LISTONI, F. J. P; SILVA, A. V.; LEITE, D. S.; CUNHA, M. L. R. S.; RIBEIRO, M. G.
Enterotoxin genes, multidrug resistance, and molecular typing of Staphylococcus spp. isolated
from organic bovine milk. Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science, v.
54, n. 1, p. 81-87, 2017. Disponivel em: https://bit.ly/2TWhnVB. Acesso em: 3 ago. 2019.



22

UDDIN, M. J.; AHN, J. Associations between resistance phenotype and gene expression in
response to serial exposure to oxacillin and ciprofloxacin in Staphylococcus aureus. Letters in
Applied Microbiology, n. 65, p. 462-468, 2017. Disponivel em: https://bit.ly/2w53efW. Acesso
em: 8 ago. 2019.

VIKRAM, A.; SCHMIDT, J. W. Functional blaKPC-2 sequences are present in U.S. beef cattle
feces regardless of antibiotic use. Foodborne Pathogens and Disease, v.15, n. 7, 2018.
Disponivel em: https://bit.ly/2IVE6UN. Acesso em: 5 ago. 2019.

WANG, T.; LEU, Y-S.; WANG, N-Y.; LIU, C-P.; YAN, T-R. Prevalence of different carbapenemase
genes among carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii blood isolates in Taiwan.
Antimicrobial Resistance and Infection Control, v. 7, p. 1- 8, 2018. Disponivel em:
https://bit.ly/2QlAaaG. Acesso em: 2 ago. 2019.

WILLIAMS, J. D. pB-lactamases and [-lactamase inhibitors. International Journal of
Antimicrobial Agents, v.12, sup. 1, p. S3-S7, 1999. Disponivel em: https://bit.ly/2Qn5So4.
Acesso em: 4 ago. 2019.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. WHO model list of essential medicines. 20th list. [S. L]
WHO, 2017. 58 p. Disponivel em: https://bit.ly/3a9NJBO. Acesso em: 14 jan. 2020.

XAVIER, A. R. E. O.; ALMEIDA, A. C.; SOUZA, C. N.; SILVA, L. M. V.; RUAS, A. X. A;
SANGLARD, D. A.; MELO JUNIOR, A. F.; OLIVEIRA, A. M. E.; XAVIER, M. A. S. Phenotypic
and genotypic characterization of Staphylococcus aureus isolates in milk from flocks diagnosed
with subclinical mastitis. Genetics and Molecular Research, v. 16, n. 2, p. 1-11, 2017.
Disponivel em: https://bit.ly/2UciOtg. Acesso em: 6 ago. 2019.

ZAATOUT, N.; AYACHI, A.; KECHA, M. Epidemiological investigation of subclinical bovine
mastitis in Algeria and molecular characterization of biofilm-forming Staphylococcus aureus.
Tropical Animal Health and Production, v. 51, p. 283-292, 2020. Disponivel em:
https://bit.ly/39WVqeB. Acesso em: 4 ago. 2019.

ZHENG, X.; BERTI, A. D.; MCCRONE, S.; ROCH, M.; ROSATO, A. E.; ROSE, W. E.; CHEN, B.
Combination antibiotic exposure selectively alters the development of vancomycin intermediate
resistance in Staphylococcus aureus. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 62, n. 2, P.
€02100-17, 2018. Disponivel em: https://bit.ly/2IPJPSK. Acesso em: 4 ago. 2019.



23

4 ARTIGOS

Este artigo foi escrito conforme as normas da revista Ciéncia Rural

4.1 Staphylococcus aureus resistentes a meticilina e meropenem em leite de vacas
com mastite subclinica

Resumo: Staphylococcus aureus € o patdbgeno mais ocorrente em mastite bovina. Uma das
formas mais preocupantes de resisténcia ao tratamento antimicrobiano é quanto a meticilina. A
resisténcia desta bactéria a carbapenémicos ainda ndo é descrita na literatura. O objetivo deste
estudo foi averiguar a frequéncia de Staphylococcus aureus em mastite bovina subclinica em
fazendas de producdo leiteira no norte de Minas Gerais e estabelecer o perfil de sensibilidade a
antimicrobianos da classe dos Beta-lactamicos. Para isso, foram coletadas amostras de leite de
tetos com mastite subclinica, cujos patégenos foram identificados por espectrometria de massa
MALDI-TOF. A suscetibilidade aos antimicrobianos amoxacilina, oxacilina, ampicilina/sulbactam,
cefoxitina, imipenem e meropenem foi testada por difusdo em disco. Como resultado, 214
microrganismos foram detectados, sendo Staphylococcus o género mais frequente (N = 146) e,
destes, 79 foram da espécie aureus. Entre os Staphylococcus aureus, 30 (37,9%) isolados
foram resistentes a cefoxitina, sendo o restante (62,1%) sensivel ao farmaco. Ja no teste de
sensibilidade a oxacilina, 29 (36,7%) foram resistentes. Quanto a amoxicilina, a resisténcia foi
de 27 (34,2%) e ao meropenem, de 9 (11,4%). Houve associacéo significativa entre resisténcia

e fazenda de origem dos isolados.

Palavras-chave: MRSA; ORSA; Leite; Producdo Animal.

Methicillin and meropenem resistant Staphylococcus aureus in milk of cows with

subclinical mastitis

Abstract: Staphylococcus aureus is the most associated pathogen with bovine mastitis. One of
the most worrying forms of resistance to antimicrobial treatment is to methicillin. The resistance

of this bacterium to carbapenems is not yet reported in the literature. The aim of this study was
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to evaluate the frequency of Staphylococcus aureus in bovine mastitis in the main milk
production farms of northern Minas Gerais - Brazil and to establish the beta-lactam antimicrobial
susceptibility profile. For this, samples of cow's milk with subclinical mastitis were collected and
identified by MALDI-TOF mass spectrometry. Antimicrobial susceptibility to amoxacillin,
oxacillin, ampicillin / sulbactam, cefoxitin, imipenem and meropenem was tested by disk
diffusion. As a result, 214 microorganisms were detected, being Staphylococcus the most
frequent genus (N = 146) and, of these, 79 were of aureus species. Acinetobacter spp. and
Stenotrophomonas spp., although rarely reported in the literature as causing bovine mastitis,
were identified among the pathogens of this study. Among Staphylococcus aureus, 30 (37.9%)
were resistant to cefoxitin, 29 (36.7%) to oxacillin, 27 (34.2%) to amoxicillin and 9 (11.4%) to

meropenem. There was a significant association between resistance and bacterias' farm origin.

Keywords: MRSA; ORSA; Milk; Animal Production.

Introducéo

Mastite € uma doenca inflamatéria que acomete a glandula mamaria, geralmente
resultante de uma infec¢do. Em bovinos, ela esta relacionada a descarte de leite (DEMEU et
al., 2016) e, consequentemente reducdo da produtividade. Requer cuidados para evitar
transmissdo para outras fémeas leiteiras (SARTORI et al., 2018; LOCATELLI et al., 2017) e
para consumidores de produtos lacteos (JOHLER et al., 2018; HACHIYA, 2017).

O principal patdgeno associado a doenca € a bactéria Staphylococcus aureus
(FREITAS et al., 2018; GIARDINI et al., 2018), também causadora de intoxicagdo alimentar em
humanos (SIQUEIRA, 2017) e infeccdes como em pele, pulmdes e corrente sanguinea
(ORREGO et al.,, 2017). Um agravante a esses problemas é a resisténcia bacteriana a
antimicrobianos. A presenca de cepas resistentes se relaciona a mutagdes, uso prévio de
antibiéticos (ZHENG et al., 2018; LIU et al. , 2017) e transferéncia de material genético
(WETERINGS, 2017; HAUBERT et al.,, 2017). Dentre as formas mais preocupantes, esta a
resisténcia aos Beta-lactamicos meticilina, cefoxitina e/ou oxacilina (LOCATELLI et al., 2017;
HACHIYA, 2017; WETERINGS, 2017), porque a meticilina seria uma droga de escolha contra

cepas produtoras de penicilinases. A resisténcia a cefoxitina e/ou oxacilina também pode ser
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considerada como resisténcia a meticilina (CLSI, 2018). No Brasil, relatos na literatura de
MRSA em isolados de leite com mastite séo escassos (GUIMARAES et al., 2017; MELO et al.,
2017).

Ja os carbapenémicos como imipenem e meropenem ndo sdo medicamentos
usualmente utilizados em producdo animal. Eles sdo considerados farmacos de reserva e,
mesmo em humanos, devem ser administrados como Ultima alternativa, quando nao ha outro
recurso a ser empregado (WHO, 2017). Em 2014, a World Health Organization proibiu o uso de
carbapenémicos em animais de producdo (WHO, 2014). Relatos de resisténcia a esses
farmacos por bactérias Gram negativas provenientes de animais de companhia, animais
selvagens, animais aquaticos, alimentos de origem animal (MICHAEL et al., 2015; KOCK et al.,
2018) e no ambiente (MILLIS; LEE, 2019) ja foram reportados na literatura. Pseudomonas
aeruginosa portadoras de resisténcia foram descritas em fezes de humanos e animais de
fazenda (ELSHAFIEE, 2019).

Diante do exposto, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de Staphylococcus
aureus em leite de vacas com mastite subclinica e estabelecer a suscetibilidade das cepas

isoladas a antimicrobianos da classe dos Beta-lactamicos.

Material e Métodos

Quinze amostras de leite de vacas com mastite subclinica foram coletadas de tetos em
quinze fazendas do norte de Minas Gerais, codificadas pelas letras de A a O. Foram seguidas
as normas de utilizagdo de animais em experimentos, estando este estudo previamente
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais mediante protocolo nimero CEUA
90/2018.

No momento da ordenha, foi realizado, a critério de excluséo, o teste da caneca telada
para detectar mastite clinica (COSTA et al., 2018). Em seguida, realizou-se como critério de
inclusdo, o California Mastitis Test (CMT) (SCHALM; NOORLANDER, 1957) para diagndstico
de mastite subclinica, sendo considerados positivos os tetos com resultados de duas e trés
cruzes. Realizou-se a higienizacao de cada teto com agua corrente, secando em papel toalha e

logo apos, a antissepsia com alcool a 70% (PU et al., 2014).
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Foram colhidos aproximadamente cinco mL de leite de cada teto, em frascos estéreis
com tampa rosqueavel. Os frascos receberam uma identificagcdo Unica no momento da coleta.

A selecao dos tetos para este estudo bem como a coleta e transporte do leite foi
realizada conforme descrito por Xavier et al. (2017) e foram enviados para andlises em caixas
isotérmicas com gelo para o Laboratério de Sanidade Animal localizado no Centro de Pesquisa
em Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais - Brasil (CPCA — ICA/UFMG).

As amostras foram semeadas em agar sangue ovino (5%V/V) pela técnica de
esgotamento e incubando em estufa de crescimento durante 24 horas a 37 °C +2. Colbénias
isoladas foram identificadas por espectrometria de massa (MALDI-TOF), conforme Assis et al.
(2017). Utilizou-se o aparelho Microflex TM MALDI TOF MS da Bruker Daltonics.

Os isolados identificados como Staphylococcus aureus foram submetidos ao teste de
suscetibilidade a antimicrobianos por difusdo em disco (CLSI, 2018). Definiu-se para estes
testes o0s seguintes antimicrobianos da classe dos Beta-lactamicos: amoxacilina 10ug
(FREITAS et al., 2018; COSTA et al., 2018), oxacilina 1ug (COSTA et al., 2018; HAUBERT et
al., 2017; PU et al., 2014), ampicilina/sulbactam 15ug (CLSI, 2018), cefoxitina 30ug (AQIB et
al., 2017; HAUERT et al., 2017; PU et al., 2014), imipenem 10ug e meropenem 10ug (CLSI,
2018). A classificagdo de isolados resistentes a meticilina foi definida por meio da resisténcia a
oxacilina e/ou cefoxitina, conforme recomendac¢des de CLSI (2018).

Os resultados foram submetidos a estatistica descritiva por meio da distribuicdo das
frequéncias relativa e absoluta para os achados microbiolégicos. Avaliou-se a frequéncia de
resisténcia aos antimicrobianos isoladamente e em associagdo e verificou-se a associagédo
entre os isolados multirresistentes com as fazendas de origem, bem como entre os antibiéticos
utilizados. Adotou-se o teste Qui-Quadrado pelo programa R versdo 3.5.0 para as analises

estatisticas.

Resultados e Discusséao

Foram identificados 214 micro-organismos apresentados no Grafico 1. A identificacdo

microbiana por MALDI-TOF tem a vantagem de maior precisdo se comparado a identificacdo

por provas bioquimicas (ASSIS et al.,, 2017). Dos micro-organismos detectados, a maior
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incidéncia foi Staphylococcus aureus N=79 (36,9% conforme FIGURA 1), o que esta em
concordancia com COSTA et al. (2018) no Nordeste do Brasil, que obtiveram 48% de S.
aureus dentre todos os patdégenos diagnosticados. Também em concordancia, FREITAS et al.
(2018) no Rio Grande do Sul obtiveram percentual de 90% da espécie aureus entre todos os
isolados do género Staphylococcus. Outras espécies desse género como S. chromogenes
(12,6%) e S. epidermidis (6,0%) que foram, respectivamente, o segundo e terceiro patégenos
mais frequentes neste estudo com também mostraram relevancia no estudo de Melo et al.
(2017) em mastite bovina atingindo um percentual de 14,9% para S. chromogenes e 14,4%
para S. epidermidis se comportando, também, como segundo e terceiro patégenos mais
frequentes.

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos em Staphylococcus aureus, que, além
de alvo deste estudo é o micro-organismo que foi detectado em maior percentual, esta
apresentado na Tabela 1. Observou-se maior frequéncia de isolados resistentes a cefoxitina
(87,9%), seguido de oxacilina (36,7%), caracterizando isolados meticilina resistentes (CLSI,
2018). Sendo assim, pode-se considerar 30 (37,9%) isolados como S. aureus meticilina
ressistentes (MRSA), percentual superior aos 27,7% obtidos por HAMID et al. (2017).

Nenhum dos isolados apresentou resisténcia a ampicilina acrescida de sulbactan
(Tabela 1). Quanto a ampicilina pura, Freitas et al. (2018) obtiveram 43% de resisténcia, ja
Hamid et al. (2017) obtiveram 83,3%. O sulbactan é um adjuvante inibidor de betalactamase.
Ja quanto a amoxicilina, 34,2% foram resistentes neste estudo (tabela 1), resultado
ligeiramente inferior aos 50% obtidos por Freitas et al. (2018) no Rio Grande do Sul.
Diferencas podem ocorrer de um rebanho para outro e se relacionam a fatores como aquisi¢cao
e transferéncia de determinados genes de resisténcia; selecdo e proliferagdo de um tipo
microbiano; carreamento ou transmissdo de microrganismos.

A resisténcia ao meropenen foi observada em 11,4% (TABELA 1). O fato de essa
resisténcia ser detectada em S. aureus em mais de uma fazenda e em isolados resistentes a
outros Beta-lactamicos neste estudo (TABELA 2), € motivo de alerta por ser o primeiro relato
nesta espécie de bactéria, indicando necessidade de estudos posteriores. Devido a essa
resisténcia também ser observada em cepas resistentes a meticilina (TABELA 2), é sugestivo

de proliferacdo e/ou transmissdo desse tipo bacteriano contendo o fenodtipo de resisténcia
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MER-CFO-OXA. O p-valor=0,08177 indica que a proliferacédo e/ou transmissdo nédo se deu ao
acaso, ou seja, é possivel aprimorar acdes de controle microbiano nas fazendas com maior
acometimento. Quando analisadas de forma isolada (TABELA 3), as resisténcias foram
estatisticamente significativas na sua distribuicdo entre as fazendas.

Como carbapenémicos ndo sdo indicados para uso em animais, infere-se a
possibilidade de os Staphylococcus aureus terem adquirido a resisténcia ao meropenem de
outros micro-organismos que possuiam esse tipo de resisténcia, uma vez que a literatura relata
a transmissao de genes de resisténcia a carbapenémicos entre outros tipos bacterianos (FU et
al., 2019). Esta hip6tese também vai de encontro com os isolamentos de cepas Gram
negativas de animais, alimentos de origem animal e ambiente (MICHAEL et al., 2015; KOCK et
al., 2018) e no ambiente (MILLS; LEE, 2019), indicando risco pela possibilidade de veiculagéo
e genes entre as diferentes cepas e fontes de infeccdo, o que ainda € pouco estudado, apesar
do risco evidente para a saude publica (KOCK et al.,, 2018). Essa resisténcia pode
comprometer a eficacia desses farmacos caso seja necessario utiliza-los em ultimo recurso em
humanos, como sugere a WHO (2017).

Outra possibilidade pode estar relacionada com respostas de resisténcia fenotipica
semelhante entre Beta-lactdmicos levando a uma resisténcia inespecifica, pois o0s
carbapenémicos assim como as penicilinas, cefalosporinas, e monobactans possuem em
comum no seu nucleo estrutural, o anel beta-lactdmico associado a acao na célula bacteriana
interferindo na sintese de peptidoglicano da parede celular (DURAND et al., 2019). E dentre os
mecanismos de resisténcia relatados, estd a producdo de penicilinases ou betalactamases
(UDDIN; AHN et al., 2017) e outros mecanismos como modificagbes na proteina PBP e nas
porinas (AQIB et al., 2017) que sao proteinas responsaveis pela permeabilidade, afetam a
entrada de elementos para o interior da célula, comprometendo a entrada do farmaco (SANDI
et al.,, 2015). A pesquisa de genes de resisténcia aos carbapenémicos poderd auxiliar no
esclarecimento da resisténcia fenotipica observada.

O uso de antibiéticos em animais exige cautela, pois, desde os anos 80, nenhuma nova
classe foi desenvolvida (DURAND et al., 2018) e seu uso abusivo também é responséavel por

selecionar cepas resistentes (ZHENG et. al., 2018; LIU et al., 2017).
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Em estudos anteriores, S. aureus oriundos de mastite foram detectados em laticinios
(JOHLER et al., 2018; HACHIYA, 2017). Nesse sentido, deve haver preocupacéo tanto quanto

a transmissao de micro-organismo quanto de seus fatores de resisténcia.

Conclusao

Staphylococcus aureus continua sendo o patdgeno mais frequente em mastite bovina
subclinica. A resisténcia a meticilina vem surgindo como um problema, se comparada em
percentual com os dados reportados na literatura. Cada vez mais bactérias vao adquirindo

outros mecanismos de resisténcia.
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Graéfico 1: Microrganismos detectados em mastite bovina subclinica no norte de Minas Gerais
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Tabelal: Suscetibilidade de Staphylococcus aureus detectados em mastite bovina subclinica no

Norte de Minas Gerais aos Beta-lactamicos

Antimicrobiano

Sensivel

Intermediario

Resistente

Amoxicilina

Oxacilina

Ampicilina + Sulbactam
Cefoxitina

Imipenem

Meropenem

52 (65,8%)
50 (63,3%)
79 (100%)
49 (62,1%)
79 (100%)

69 (87,3%)

0

1 (1,3%)

27 (34,2%)
29 (36,7%)
0
30 (37,9%)
0

9 (11,4%)




Tabela 2: Perfil de resisténcia aos Beta-lactamicos em Staphylococcus aureus detectados em

mastite subclinica no Norte de Minas Gerais — Brasil

FENOTIPOS DE Fazendas N (%) P-valor
RESISTENCIA

5 (16,7)
3(10,0) 0,07192
3(10,0)
2 (6,7)
1(3,3)
1(3.,3)
4 (13,3)
2 (6,7) 0,08177
1(3.,3)
1(3.,3)
1(3.,3)
1(3.3) 0,43335
2(6,7)
1(3.,3) 0,47335
1(3.,3)
1(3.,3)

CFO, OXA, AMO

MER, CFO,0XA

OXA, AMO

CFO, OXA

O >» MM I M O W@ T Mmoo © >
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Tabela 3: Resisténcia aos Beta-lactamicos apresentada em isolados de Staphylococcus aureus

detectados em mastite subclinica em fazendas do Norte de Minas Gerais — Brasil

RESISTENCIA AANTIMICROBIANOS

FAZENDAS

>
<
O

OXA CFO

<
m
Py

A

I O m m O O @
N P O O O kR OO W W O
O O FrRr P N MNP WA
O 0O 0O N A~ W®W O N O
O O O Fr N P O FrP O KM O

-
-
o
o
o

p valor 0,03776 0,006414 0,002113 0, 02709
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A resisténcia bacteriana na producdo animal é um desafio crescente. Isolados de quatro
fazendas se mostraram resistentes ao meropenem e isto € motivo de preocupacao, visto que
carbapenémicos ndo sdo usados em animais de produgéo. Além disso, este tipo de resisténcia
em Staphylococcus aureus ainda ndo é relatado na literatura. Os genes testados para
carbapenémicos neste estudo blaoxaz2s e blakec, que s&o os mais frequentes na literatura, ndo
se mostraram presentes em nenhum dos isolados.

Os genes mecA e blaZ se mostraram presentes em alguns isolados, coincidindo sua
ocorréncia algumas vezes e sendo o blaZz com maior frequéncia que o gene mecA. Ainda
assim, alguns isolados resistentes a penicilinas ndo amplificaram nenhum desses genes, nem
0 gene mecalca2s1, indicando que possa ter outro gene ou variante envolvido nesse
mecanismo de resisténcia.

Sao necessarios maiores investimentos em controle de qualidade microbiol6gico, de
modo que além de controlar a transferéncia de clones microbianos, possa-se controlar também
a disseminacdo de suas resisténcias. Pesquisas voltadas para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos devem ser incentivadas.
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