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No Brasil, os Staphylococcus aureus sao
comumente recuperados das amostras de leite de
vacas com mastite (Moraes et al., 2004) sendo
um dos mais significativos patdgenos causadores
de infeccbes intramamarias no gado leiteiro em
todo o mundo (Aarestrup et al., 2001). Em
décadas mais recentes, uma dificuldade adicional
no controle da infeccdo por este agente é
representada por sua freqiiente resisténcia aos
antimicrobianos.

Dentre os farmacos utilizados nas infeccGes
estafilococicas, os p-lactdmicos sdo mais
freqlentes. Seu mecanismo de acdo consiste na
inibicio de enzimas com funcdo de
transpeptidases, que atuam nas etapas finais da
formacdo da parede celular das bactérias,
conhecidas como penicillin binding protein
(PBP). Vérios trabalhos vém relatando a
disseminacdo de cepas resistentes, nas quais a
producdo de -lactamases e modificacdo das
PBPs sdo o0s mais importantes mecanismos
descritos (Aarestrup et al. 2001). A producéo da
PBP2a, proteina de ligagdo a penicilina de baixa
afinidade, é determinada pela presenca do gene
mecA (Moon et al. 2007).

O objetivo deste trabalho foi investigar o perfil
de resisténcia antimicrobiano de isolados de
Staphylococcus aureus a partir de mastite bovina
e avaliar a sensibilidade destes isolados a
bacteriocinas  produzidas por cepas de
Lactobacillus spp.
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Para isso 25 propriedades leiteiras situadas na
regido Sul Fluminense e adjacéncias do Estado
do Rio de Janeiro foram analisadas quanto a
presenca de mastite. Imediatamente antes da
ordenha, foi realizado o California Mastitis Test
(CMT), e segregacdo dos animais considerados
positivos. Seus tetos foram lavados com agua e
sabdo neutro e secados com papel toalha para a
coleta da amostra de leite, por ordenha manual,
em tubo de ensaio estéril. Foram coletadas
amostras de 137 animais positivos no teste.

O procedimento de isolamento e identificacdo foi
desenvolvido segundo Koneman et al (2008). As
amostras foram inoculadas em &gar-sangue de
carneiro a 5%. Posteriormente, as colbnias
sugestivas de Staphylococcus foram repicadas
em é&gar seletivo manitol vermelho de fenol e
submetidas ao protocolo de identificacdo
pertinente considerando caracteristicas
morfotintoriais, producdo de catalase e coagulase
livre, produgdo de acetoina, redugdo de nitratos e
fermentacdo de agUcares. A confirmagdo da
espécie S.aureus foi realizada por meio da
amplificagdo de genes especificos e do DNA
ribossomal (Coelho et al., 2007)

A suspensdo bacteriana utilizada para os testes
foi preparada por meio de inoculagéo de coldnias
isoladas em caldo Maueller-Hinton (MH),

incubadas por 18 horas a 37°C e diluidas na
concentragdo do tubo 0,5 da escala de Mc
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Farland, equivalente a 1,5 x 10° células/mL. O
perfil da atividade inibitéria da penicilina,
oxacilina, vancomicina, ampicilina, e da
associacdo ampicilina e sulbactam foi analisado
para todos os isolados em agar MH por 24 horas
a 37°C, por meio da difusdo em disco simples
(CLSI 2009).

As cepas Lactobacillus casei subsp rhamnosus,
L. paracasei, L. fermentum e L. rhamnosus
foram isoladas e caracterizadas como produtoras
de bacteriocinas por meio da avaliacdo de seu
espectro de inibicdo, da acdo de enzimas
proteoliticas, como tripsina e proteases tipo VI,
do efeito do pH, da sensibilidade ao calor e
cloroférmio, do tratamento com uréia, da
estimacdo do peso molecular, do efeito
bacteriostatico ou bactericida segundo Pascual et
al  (2008). A deteccdo da atividade
antimicrobiana das cepas de lactobacilos foi
realizada pela técnica de estrias cruzadas. As
cepas a serem avaliadas como produtoras foram
semeadas em estria central em placas de Petri
contendo 4gar MRS pH 6,2 e incubadas a 37°C
em microaerofilia durante 18h. O cultivo da cepa
produtora foi esterilizado por exposicdo a
vapores de cloroféormio durante 20 minutos,
posteriormente cada isolado a ser testado foi
semeado em linha perpendicular a cepa
produtora, e incubado a 37°C por 18h, apds o que
se mediram os halos de inibicdo do crescimento
bacteriano (Barberis et al., 1999).

A deteccdo do gene mecA foi realizada pela
técnica de reacdo em cadeia de polimerase
(PCR), a partir da extracdo do DNA bacteriano
com o uso de lisostafina e amplificacdo do gene
mecA segundo Coelho et al. (2007) utilizando-se
os primers 5° AAA ATC GAT GGT AAA GGT
TGG C 3" e 5’AGT TCT GCA GTA CCG GAT
TTG C 3, e 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C
por 30s; anelamento a 55°C por 30s; extensdo a
72°C por 1min; um ciclo de extensdo final a 72°C
por 5min.

Para deteccdo da producdo de p—lactamase foram
utilizadas fitas comerciais (PROBAC do
Brasil®) em que um montante de cinco col6nias
foi esfregado com movimentos circulares e a
formacdo de cor branca indicou reacdo positiva
para producdo de R-lactamase, enquanto que a
ndo alteracdo da cor indicou resultado negativo.
Foram obtidos 150 isolados de Staphylococcus
spp. coagulase-positivos. Mediante identificacdo
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fenotipica e genotipica das espécies, foram
detectados 51 isolados de Staphylococcus
aureus, dos quais 30 isolados foram submetidos
a todas as etapas do presente estudo.

Na Tab. 1 apresentam-se os perfis obtidos quanto
a resisténcia aos antimicrobianos. O fato de o
antibiético de maior eficiéncia ser a associagao
ampicilina +sulbactam aponta para a producéo de
betalactamases como um dos mecanismos
envolvidos na resisténcia expressa, 0 que €
confirmado pela deteccdo da producdo de
betalactamases, em que 96,6 % (29/30) dos
isolados foram positivos. Oito isolados (26,6%)
foram  considerados  multirresistentes  por
apresentar resisténcia a quatro ou mais
antibidticos testados, sendo um isolado resistente
a todos os antibidticos de eleicdo, inclusive
vancomicina e oxacilina. Quatro isolados
multirresistentes foram sensiveis & associacdo
ampicilina + sulbactam, composto inibidor de
beta-lactamase, sendo que um deles foi sensivel
apenas a esta associa¢do. Quatro isolados foram
sensiveis a vancomicina, considerada de Ultima
geracdo e de escolha para isolados meticilina-
resistentes, dentre estes, apenas dois foram
sensiveis a amoxicilina, pouco utilizado em
animais de producdo. Trés isolados foram
sensiveis a oxacilina, considerado um marcador
de resisténcia do género. Estes resultados
salientam a crescente disseminacdo de clones
multirresistentes nos rebanhos bovinos.

A ocorréncia de isolados resistentes a
antibiéticos pouco usuais na terapéutica
veterindria  aponta para a  circulagdo
interespecifica de genes de resisténcia

corroborando com dados da literatura (Brown
2001; Duijkeren et al., 2004; Kaszanyitzky et al.,
2004). A transmissao desses genes pode envolver
tanto espécies patogénicas como membros da
microbiota indigena dos hospedeiros. O gene
mecA induz resisténcia & oxacilina e, também,
acarreta falhas terapéuticas quando outros R-
lactdmicos ou outras classes de antibiodticos séo
utilizadas (Moon et al., 2007). A transferéncia
horizontal do gene mecA em Staphylococcus spp.
tem contribuido para a circulagdo mundial de
clones oxacilina e multidroga-resistentes
(Tramper-Stranders et al., 2007) e tem sido
apontada como mecanismo comum de resisténcia
a farmacos (Tramper-Stranders et al., 2007).
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Tabela 1. Perfil de resisténcia dos isolados de Staphylococcus aureus aos antimicrobianos de eleicdo
(antibiotipos)

Perfil Antibidticos avaliados %
1 Resisténcia a um antibiético OXA 3,3% (1/30)
PEN 6,6% (2/30)
GEN 6,6% (2/30)
AMP 10% (3/30)
2 Resisténcia a dois antibiéticos PEN,AMP 3,3% (1/30)
OXAPEN 3,3% (1/30)
GEN,AMP 3,3% (1/30)
PEN,GEN 3,3% (1/30)
PEN,AMX 3,3% (1/30)
3 Resisténcia a trés antibioticos OXA ,PEN,AMP 10% (3/30)
4 Resisténcia a quatro antibiéticos VAN,PEN,AMP,ASB 3,3% (1/30)
PEN,GEN,AMP,AMX 6,6% (2/30)
OXA PEN,GEN,AMP 3,3% (1/30)
5 Resisténcia a cinco antibidticos OXA,PEN,GEN,AMP,ASB 3,3% (1/30)
VAN,PEN,GEN,AMP,AMX 3,3% (1/30)
6 Resisténcia a seis antibidticos OXAVAN,PEN,GEN,AMP,AMX 3,3% (1/30)
7 Resisténcia a sete antibioticos OXA,VAN,PEN,GEN, 3,3% (1/30)

AMP, AMX,ASB
8 N&o apresentou resisténcia OXA,VAN,PEN,GEN,AMP,AMX,ASB  20% (6/30)

OXA = oxacilina; PEN = penicilina; GEN = gentamicina; AMP = ampicilina; AMX = amoxicilina; VAN
= vancomicina; ASB = ampicilina associada a sulbactam.

Na Tab. 2 apresentam-se os perfis obtidos de
suscetibilidade as bacteriocinas. Dos 30 isolados
de Staphylococcus aureus testados frente a

quatro cepas de Lactobacillus spp. produtoras de
bacteriocinas foi possivel detectar sensibilidade a
pelo menos uma cepa em cada um deles.

Tabela 2. Perfil de sensibilidade dos isolados de Staphylococcus aureus as bacteriocinas produzidas por

Lactobacillus spp. (bacteriocinotipos)

Perfil  Bacteriocinas com atividade inibitoria*

% de S. aureus sensiveis (n=30)

LF,LCR,LP,LR
LCR,LP,LR
LF,LCR,LR
LCR,LP
LF,LCR,LP
LF, LCR
LF,LP,LR

LF

36,6% (11/30)
30% (9/30)
13,3% (4/30)
6,6% (2/30)
3,3% (1/30)
3,3% (1/30)
3,3% (1/30)
3,3% (1/30)

Wo~No T~ WN -

*

L. paracasei (LP), L. rhamnosus (LR).

Dentre as cepas de Lactobacillus spp. produtoras
de bacteriocinas testadas, a mais eficiente foi a
L23 (36,7%), seguida por L29 (20%), L60
(16,7%) e L28 (6,7%). A L23 foi purificada e
estd sendo caracterizada por Pascual et al.
(2008), que reportaram seu amplo espectro
inibitério e a importancia da realizacdo de
estudos em modelos animais para melhor
avaliagdo de sua  potencial atividade
antibacteriana. Uma vez que o mecanismo de
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acteriocinas produzidas pelas cepas: Lactobacillus fermentum (LF), L. casei susbp. rhamnosus (LCR),

acdo primario das bacteriocinas, produzidas por
bactérias Gram-positivas, é o da formagdo de
poros na membrana plasmatica, acarretando a
perda de moléculas de baixo peso pelas células
sensiveis (Pascual et al., 2008), sua atividade
inibitdria do crescimento bacteriano ndo sofre os
efeitos da expressdo dos mecanismos de
resisténcia jA  descritos relacionados aos
antimicrobianos convencionais.
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Dos 30 isolados avaliados, 70% (21/30) foram As bacteriocinas representam uma alternativa de
positivos na deteccdo do gene mecA (Tab. 3), controle biol6gico de bactérias resistentes, pois
corroborando com a hipdtese de que a expressdo por ndo compartilhar mecanismos de a¢do com
de proteinas ligantes de penicilina de baixa 0s antimicrobianos comercialmente disponiveis,
afinidade também esteve implicada como sua atividade inibitéria do crescimento
mecanismo de resisténcia nos isolados avaliados, bacteriano ndo sofre os efeitos da expressdo dos
ndo apenas para os antibidticos da classe dos mecanismos de resisténcia ja descritos. De igual
beta-lactamicos, uma vez que todos os isolados modo, os resultados obtidos apontam para um
multirresistentes apresentaram este gene. envolvimento do gene mecA com a

multiresisténcia bacteriana.

Tabela 3. Perfil dos isolados de Staphylococcus aureus segundo a distribui¢do do gene mecA e producdo
de beta-lactamases agrupados de acordo com seus antibiotipos e bacteriocinotipos

Isolados Antibiotipo Bacteriocinotipo mecA Producdo de B-lactamase
1 3 2 + +
2,16 2 1 + +
3 5 2 + +
4,17 3 1 + +
5,10, 15,18 1 1 + +
6, 13 2 2 + +
7 4 5 + +
8 7 1 + +
9 4 8 + +
11 4 4 + +
12 5 1 + +
14 6 1 + +
19 2 7 + +
20 8 2 + +
21,25 1 3 - +
22,23 8 3 - +
24 8 6 - +
26, 30 8 2 - +
27 4 2 + +
28 1 2 - +
29 1 4 - -

+: isolado positivo para o teste; -: isolado negativo para o teste.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, mastite bovina, resisténcia antimicrobiana, bacteriocinas,
Lactobacillus spp.

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is the major pathogen causing intramammary infections in dairy cattle worldwide.
Among the factors that contribute to its spread and infectious potential is the ability to overcome the
mechanisms of antimicrobials activity. The present work investigated the antimicrobial resistance pattern
and sensibility to bacteriocins produced by strains of Lactobacillus spp of 30 isolates of S. aureus from
mastitis. From this, 29 are beta-lactamase producers. Eight isolates (26.6%) showed resistance to at least
four antibiotics being considered multiresistent. All of them were mecA-positive. Otherwise, all isolates
tested showed sensibility to at least one of the four bacteriocin producer strains. Due to the significant
depletion of the efficacy of antimicrobials, pathogen growth inhibition by bacteriocins seems an
alternative of biological control in infectious processes.

Keywords: Staphylococcus aureus, bovine mastitis, antimicrobial resistance, bacteriocins, Lactobacillus
spp.
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