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Eliminacao de resisténcia a drogas por fluorquinolonas em
Staphylococcus aureus de origem bovinal
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ABSTRACT.- Pereira M.S.V,, Siqueira Janior J.P. & Campos Takaki G.M. 2004. [Elimination of
resistance to drugs by fluoroquinolones in bovine strains of Staphylococcus aureus.] Eliminacéo
de resisténcia a drogas por fluorquinolonas em Staphylococcus aureus de origem bovina. Pesquisa
Veterinaria Brasileira 24(1):11-14. Depto Biologia Molecular, Centro de Ciéncias Exatas e da
Natureza, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB 58059-900, Brazil. E-mail:

svieira@dbm.ufpb.br

Bovine strains of Staphylococcus aureus were submitted to treatment with four fluoro-
quinolones in subinhibitory concentrations (1/2 x MICs) to evaluate their influence on the
curing of plasmids. Ciprofloxacin showed to be the most efficient by eliminating resistance
to streptomycin, tetracyclin, penicillin, and cadmium nitrate. Norfloxacin and pefloxacin
eliminated penicillin- and tetracyclin-resistance respectively. Otherwise, plasmids elimination
by ofloxacin was not evidenced. The results obtained in this study confirm the potential of
fluoroquinolones to eliminate antibiotic-resistant plasmids, and showed to be a valuable
contribution for the prevention of multi-resistant strains, and may even enhance their
sensitivity to other chemotherapeutic agents.

INDEX TERMS: Staphylococcus aureus, fluoroguinolones, elimination of resistance to drugs.

RESUMO.- Cepas de Staphylococcus aureus de origem bovina
foram submetidas ao tratamento com quatro fluoquinolonas
na concentracdo subinibitéria (1/2 x CMI), para avaliar a in-
fluéncia desses agentes sobre plasmidios. A ciprofloxacina
mostrou ser a fluorquinolona mais eficiente, eliminando
marcas de resisténcia para estreptomicina, tetraciclina, peni-
cilina e cadmio. A norfloxacina e a pefloxacina eliminaram
resisténcia para penicilina e tetraciclina, respectivamente; no
entanto, ndo foi evidenciada a eliminagéo de plasmidio com
ofloxacina. Os resultados confirmam a eficicia das fluor-
quinolonas em eliminar plasmidios de resisténcia mostrando
a importancia desses estudos como contribui¢do para o en-
tendimento da prevenc¢do de linhagens multiresistentes, uma
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vez gue as quinolonas em concentrag@es subinibitdrias po-
dem aumentar a sensibilidade das linhagens a outros agen-
tes antimicrobianos.

TERMOS DE INDEXACAO: Staphylococcus aureus, fluorquinolonas, eli-
minacdo de resisténcia a drogas.

INTRODUGAO

As fluorquinolonas representam uma das melhores clas-
ses de agentes antimicrobianos que sdo utilizados em medi-
cina humana e veterinaria, no tratamento de uma variedade
de infeccBes bacterianas. O consideravel sucesso desses pro-
dutos sintéticos pode ser atribuido ao seu amplo espectro de
atividade, toxidade minima sobre eucariotos, facil penetra-
¢do na maioria das células bacterianas e boas propriedades
farmacocinéticas (Brown 1996, Couturier et al. 1998, Blondeau
1999).

Todas as quinolonas agem por inibicdo da atividade da
enzima alvo, DNA girase, uma topossomerase tipo Il, respon-
savel primariamente pela introducdo da superhelicoidizacao
negativa do DNA, na presenca de ATP; essas alteracdes no
estado topoldgico do DNA desempenham fungées nos pro-
cessos de replicagdo, transcri¢do, recombinacdo e reparagéo
celular (Takenouchi et al. 1995, Zhanel et al. 1995).
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Além da vasta resisténcia aos mais diversos antibi6ticos,
o Staphylococcus aureus pode ainda apresentar resisténcia a
ions metalicos (arsenato, cadmio, mercurio) e a biocidas tais
como acriflavina, cloreto de benzalcdnio, cetrimida e
clorexidina. A selecio e manutencdo dessas marcas de resis-
téncia se explica pela presenca destes agentes, como
poluentes urbanos ou industriais, ou mesmo de uso hospita-
lar como antisséptico (Foster 1983, Russel 1997).

A multiresisténcia em S. aureus resulta da presenca de
plasmidios, geralmente em mdltiplas cépias, 0 que garante
ndo somente a sua distribuicdo durante a divisdo celular, mas
principalmente permite a transferéncia em freqiiéncia mais
elevada (Lacey & Chopra 1974), sem causar na maioria das
vezes um custo bioldgico para a célula bacteriana. Embora
em amostras bovinas a resisténcia multipla ndo seja muito
freqliente, o envolvimento de plasmidios de resisténcia a
antibidticos e ions metélicos tem sido demonstrado (Pereira
& Siqueira 1995).

Uma variedade de compostos tais como corantes de
acridina, brometo de etidio, rifampicina, sal de bis-am&nio e
mais recentemente a tioridazina, uma fenotiazina, assim como
antibidticos inibidores da subunidade B da DNA girase,
novobiocina e coumermicina tem sido reportada para elimi-
nar plasmidios (Weisser & Wiedmann 1985, Fu et al. 1988,
Radhakrishnan et al. 1999). No entanto, sdo raros os relatos
da cura de plasmidios por inibidores da subunidade A da DNA
girase, particularmente em linhagens de S. aureus de origem
animal.

O presente estudo compara a influéncia de quatro
fluorquinolonas, ciprofloxacina, norfloxacina, ofloxacina e
pefloxacina na eliminacdo de plasmidios de resisténcia a an-
tibidticos e ao cddmio, em amostras de S. aureus de origem
bovina.

MATERIAL E METODOS

Cepas bacterianas. As trés cepas de Staphylococcus aureus
utilizadas nesse estudo foram provenientes de bovinos em fase de
lactacdo, apresentaram plasmidios de resisténcia a antibiéticos e
ions cddmio, demonstrados anteriormente por brometo de etidio e
confirmadas por eletroforese em gel de agarose (Pereira & Siqueira
1995).

Tratamento por fluorquinolonas. Todas as cepas foram cultivadas
em caldo BHI (Brain Heart Infusion, Difco), a 37°C por 18 a 24 horas
e diluidas 100 vezes no mesmo meio adicionado da concentracgéo
subinibitéria (1/2 x concentragdo inibitdria minima) de cada
fluorquinolona ensaiada. Ap6s incubacédo a 37°C por 24 horas, sob
agitacdo, as culturas foram convenientemente diluidas em solucéo
salina esterilizada (cloreto de sodio 0,85%) e aliquotas de 0,1mL foram
semeadas em BAB (Blood Agar Base, Difco) para a determinagéo do
titulo. A perda de resisténcia a drogas foi determinada por réplica
(Ledeberg & Ledeberg 1952) em BAB acrescido de cada droga em
estudo, numa concentracdo que permitia o desenvolvimento de
coldnias resistentes. A freqiiéncia da eliminacéo foi calculada como
a percentagem de coldnias sensiveis a drogas sobre o total de
coldnias ensaiadas (no minimo 450 col6nias ensaiadas em cada
experimento; as cepas sensiveis aos antibidticos e ions cadmio
obtidas foram selecionadas e a concentracdo inibitéria minima foi
determinada. Experimentos controles para a determinacdo de
eliminagdo espontéanea de plasmidios foram realizados simulta-
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neamente; as cepas foram cultivadas em caldo BHI (Brain Heart
Infusion, Difco), a 37°C por 18 a 24 horas e diluidas 100 vezes no
mesmo meio, na auséncia de cada uma das fluorquinolonas
ensaiadas.

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM),
uma série de placas foram preparadas, usando-se concentragdes
crescentes e dobradas das drogas que variaram de 0,015625 a 512mg
da droga por ml em um volume final de 20mL de meio de cultivo
(BAB). As cepas foram cultivadas em BHI a 37°C, por 18 a 24 horas,
diluidas (10?) em solucdo salina e assim inoculadas (10* UFC/ml)
nas placas com auxilio de uma multialca. As placas foram incubadas
a 37°C por 18 a 24 horas e foi considerada como CIM a menor
concentracdo da droga que inibiu completamente o crescimento
bacteriano. A linhagem ATCC 29213 (National Committee for Clinical
Laboratory Standard 1988), foi utilizada como controle de referéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em estudos preliminares evidenciou-se a presenca de
plasmidios de resisténcia a penicilina, cadmio, estreptomicina
e tetraciclina, em 18 amostras de Staphylococcus aureus de
origem bovina (Pereira & Siqueira 1995); destas, trés cepas
representativas portadoras de plasmidios com marcas de re-
sisténcia para antibidticos e cadmio foram selecionadas para
o0 presente estudo (Quadro 1).

Em geral, todas as fluorquinolonas ensaiadas neste estu-
do foram ativas sobre as amostras de S. aureus (ciprofloxacina

Quadro 1. Cepas de Staphylococcus aureus bovinas portadoras de
plasmidios de resisténcia a antibiéticos e um ion metélico

Cepas Marcadores de resisténcia CIM (mg/ml)
223U Penicilina 32
Cadmio 64
233FN Estreptomicina 512
Tetraciclina 32
319U Penicilina 16
Cadmio 64
Tetraciclina 32

Quadro 2. Eliminagéo de plamidios por fluorquinolonas, em
cepas de Staphylococcus aureus bovinas

Fluorquinolonas % de coldnias curadas/CIM (mg/ml)

223U 233FN 319U
Ciprofloxacina Pen20 Est 4,22/8 Pen 0,88/0,062P
cd 0 Tet 13.1/1 Cd 0,88/16°
Est Tet 1,48 Tet 0
Norfloxacina Pen 0,49/0,125 Est 0 Pen 0
Cdo Tet0 Cdo
Tet 0
Ofloxacina Pen-¢ Est0 Pen 0
Cd-¢ Tet 0 Cd 0
Tet 0
Pefloxacina Pen-¢ Est 0 Pen 0
Cd-¢ Tet 0,68/1 Cd 0
Tet 0

@pen = penicilina; Est = estreptomicina; Tet = tetraciclina; Cd = cadmio.
bEliminagéo simultanea de resisténcia a penicilina e cadmio.
¢- Nao determinado.



Eliminacéo de resisténcia a drogas por fluorquinolonas em Staphylococcus aureus de origem bovina 13

Quadro 3. Fregiiéncia de eliminag&o (%) de resisténcia a drogas
em cepas de Staphylococcus aureus apds tratamento com brometo
de etidio (Pereira & Siqueira Janior 1995)

Cepas Marcadores Drogas?
de resisténcia  BE CIp NOR  OFL  PEF
233FN Est 0 4,22 0 0 0
Tet 1,91 13,1 0 0 0,69
223U Pen 0,41 0 0,49 -C -C
cd 0 0 0 € €
319U Pen 0 0,880 0 0 0
cd 0 0,88° 0 0 0
Tet 0,83 0 0 0 0

8BE = brometo de etidio; CIP = ciprofloxacina; NOR = norfloxacina; OFL =
ofloxacina; PEF = pefloxacina.

b. N&o determinado.

CEliminacdo simultanea.

CMI <2mg/mL; norfloxacina <4mg/mL; ofloxacina <1mg/mL
e pefloxacina <2mg/mL). Os resultados de eliminacdo de
plasmidios por fluorquinolonas s&o apresentados no Quadro
2.

Ciprofloxacina mostrou ser a fluorquinolona mais eficien-
te, eliminando resisténcia para estreptomicina, tetraciclina,
penicilina e cddmio nas amostras 233FN e 319U, respectiva-
mente. Interessante observar que na cepa 233FN, foi eviden-
ciada a eliminagdo de resisténcia a estreptomicina numa fre-
quéncia de 4,22% e tetraciclina numa freqiéncia de 13,1%;
também foi observada eliminagdo simultanea numa frequén-
cia de 1,48%, o que indica que essas marcas de resisténcia se
encontram em plasmidios diferentes. Na cepa 319U, foi evi-
denciada a eliminagdo simultanea de resisténcia & penicilina
e cddmio, 0 que sugere a existéncia de um Unico plasmidio,
codificando ambas propriedades fenotipicas.

A norfloxacina eliminou resisténcia a penicilina somente
na cepa 223U (0,49%), dados estes concordantes com os de
Weisser & Wiedmann, (1985), que evidenciaram eliminagéo
de plasmidios por norfloxacina; no entanto, esses dados sdo
contrastantes com os relatos de Fu et al. (1988) que néo ob-
servaram cura de plasmidio com norfloxacina e acido
nalidixico. A pefloxacina eliminou somente resisténcia a
tetraciclina na amostra 233FN.

No entanto, ndo foi evidenciada a eliminag&o de plasmidio
com ofloxacina, dados estes contrastantes com os de Weisser
& Wiedmann (1985) e Fu et al. (1988); essa flutuacdo das
fluorquinolonas na eliminacéo de plasmidios pode refletir uma
peculiaridade da linhagem em estudo (Lacey & Chopra 1974).
Em culturas controles ndo foram observadas a perda espon-
tanea de plasmidios nas linhagens ensaiadas, com excecao
para a marca de resisténcia a estreptomicina na cepa 233FN,
cuja freqiiéncia de eliminagao foi de 0,83%, inferior a obser-
vada por ciprofloxacina (4,22%), tnica fluorquinolona que eli-
minou esta marca.

A resisténcia a fons metélicos em linhagens de S. aureus
de origem animal apresenta um padréo de resisténcia dife-
rente em relagdo aos isolados clinicos hospitalares (Lacey &
Chopra 1974). Em nossa regido, cepas de S. aureus exibiram
baixa frequéncia de resisténcia ao mercdrio e alta freqiéncia

de resisténcia ao arsenato, enquanto linhagens clinicas hos-
pitalares demonstraram alta freqiiéncia de resisténcia ao
mercUrio associada com resisténcia ao cadmio, e baixa fre-
guéncia de resisténcia ao arsenato (Pereira & Siqueira 1995).
A resisténcia ao cadmio em cepas bovinas tratadas anterior-
mente com brometo de etidio e nas trés linhagens aqui
selecionadas, indicam que essa resisténcia pode ou nao estar
localizada no plasmidio penicilinase ou mesmo ter localiza-
¢do cromossdmica (Witte et al. 1986, Pereira & Siqueira 1995).

Para a confirmacédo da eliminagdo de plasmidios de resis-
téncia a antibidticos e ions cadmio, foi realizada a confirma-
¢ao em placas com antibidticos e em seguida a determinagéo
da concentracdo inibitéria minima (Quadro 2).

Em geral, a capacidade de compostos para eliminar
plasmidios de S. aureus, tais como SDS (dodecil sulfato de
sédio), acriflavina ou acridina laranja, sdo muito tdxicas para
0 uso terapéutico. No entanto, Cuevas (1988) demonstrou a
eliminacéo de plasmidios penicilinase em S. aureus, apos tra-
tamento com acido ascdrbico, um composto nao téxico,.

Aeliminagéo de resisténcia a antibiéticos in vivoem S. aureus
tem sido observada a décadas, e pode desempenhar um papel
importante na conduta de antibioticoterapia, uma vez que o
efeito antiplasmidial é exercido ndo somente sobre a resistén-
cia a antibiéticos, mas sobre plasmidios metabolicos e de viru-
Iéncia; a terapéutica com ciprofloxacina oral, por exemplo,
induziu a cura de plamidio in vivo em Serratia marcescens
multiresistentes (Molnar et al. 1992). Em Escherichia coli, curas
semelhantes tém sido também reportadas (Lewin et al. 1991).
A eliminacéo de plasmidios de resisténcia in vitro e in vivo, por
quinolonas, novobiocina e coumermicina foi relatada em li-
nhagens de E. coli, Bacillus subtilis e S. aureus (Fu et al. 1988).

A atividade antiplasmidial foi estudada em compostos
triciclicos, tais como fenotiazinas e dibenzoazepinas sobre a
E. coli, podendo ser devida ao aumento da permeabilidade
da membrana. Um efeito sinérgico foi observado pela associ-
acao de novobiocina com esses compostos: a inibi¢do da DNA
girase e formacao de um complexo com a forma superenove-
lada do DNA plasmidial, que pode levar a interrup¢do de
replicacdo do plasmidio nas células bacterianas (Molnar et
al. 1992).

Os resultados, quando comparados aos estudos anterio-
res utilizando um agente de cura classico, o brometo de etidio,
em amostras de S. aureus bovinas, sugerem a existéncia de
um plasmidio para resisténcia a penicilina e cAdmio na cepa
319U, o que ndo havia sido visto com o brometo de etidio.
Na cepa 223U foi confirmado com norfloxacina um plasmidio
para resisténcia a penicilina; no entanto, na amostra 233FN
foi evidenciado um plasmidio de resisténcia para estrepto-
micina, o que ndo foi observado com o brometo de etidio
(Quadro 3).

Os resultados obtidos mostram a importancia do estudo
de agentes antimicrobianos na eliminacéo de plasmidios, seja
de resisténcia a drogas ou mesmo de viruléncia, o que pode-
ra contribuir, quando associado a estudos in vivo, para a pre-
vencao de linhagens multiresistentes. As quinolonas em con-
centragOes subinibitorias, podem aumentar a sensibilidade
das cepas bacterianas a outros agentes antimicrobianos.
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