Ciéncia Rural, Santa Maria, v.37, n.1, p.195-200, jan-fev, 2007

ISSN 0103-8478

Mapeamento do perfil de resisténcia e deteccdo do gene mecA em Staphylococcus aureus
e Staphylococcus intermedius oxacilina-resistentes isolados de espécies humanas e
animais

Resistance pattern and detection of mecA gene in oxacillin-resistant isolates of Staphylococcus aureus
and Staphylococcus intermedius from animal and human samples

Shana de Mattos de Oliveira Coelho' Renata Amélia Menezes Moraes'" Lidiane de Castro Soares'
Ingrid Annes Pereira" Ligia Portugal Gomes' Miliane Moreira Soares de Souza'

RESUMO

Espécies de Staphylococcus spp resistentes a
antimicrobianos representam um problema cosmopolita, sendo
o controle de sua disseminagdo um importante desafio. O
perfil de resisténcia a antimicrobianos de isolados de
Staphylococcus aureus e Staphylococcus intermedius em
amostras clinicas humanas e animais foi avaliado através do
método de difusdo em disco, no qual foi possivel detectar um
elevado nivel de resisténcia a ampicilina e a penicilina. A
avaliagdo da resisténcia a oxacilina, devido a heterogeneidade
de resposta do género estudado, foi desenvolvida também
através das seguintes técnicas: difusdo em agar modificado,
agar screen e microdiluicdo em caldo, e posteriormente
correlacionada com a detec¢do do gene mecA, pela técnica de
PCR, nas amostras consideradas resistentes em pelo menos
um dos testes utilizados. A correlagdo entre os resultados obtidos
nos testes fenotipicos com a presenca do gene de resisténcia,
considerado um método de referéncia, foi utilizada para validar
a sensibilidade destes. De um total de 80 amostras avaliadas,
28 apresentaram resisténcia a oxacilina, sendo possivel detectar
a presenca do gene de resisténcia mecA em 12 destas amostras.
Os testes de suscetibilidade a oxacilina apresentaram
sensibilidade superior a 50,0%, sendo a difusdo em disco simples
e 0 agar screen considerados mais sensiveis, e a difusdo em
disco modificada, o de menor sensibilidade.

Palavras chave: Staphylococcus aureus, resisténcia
bacteriana, gene mecA.

ABSTRACT

Antimicrobial resistant Staphylococcus species
represent an important cosmopolitan problem, and its
spreading control is a significative challenge. Resistance pattern
of Staphylococcus aureus and Staphylococcus intermedius
species isolated from animals and humans clinical samples to

different antibiotics was evaluated through disk diffusion
method, where ampicillin and penicillin presented the highest
level of resistance. The evaluation of the resistance to oxacillin,
due to the heterogeneity of the response of the studied genus
was carried out through the following tests: modified agar
diffusion, agar screen and microdilution, and further correlation
with the detection of mecA gene in samples that showed
resistance in at least one of the susceptibility tests used. The
correlation between the results obtained from phenotypic
methods and the detection of resistance gene, considered as a
reference method, was used in order to validate its sensitivity.
Eighty clinical staphylococcal isolates (29 human and 51
animal isolates) were evaluated, 28 were oxacillin-resistant,
mecA gene being detected in 12 samples. Susceptibility
assessment tests to oxacillin presented above 50% of specificity,
disk diffusion and agar screen being the most sensitive one,
while modified disk diffusion presented the lowest sensibility
rate. Ampicillin and penicillin presented the highest level of
resistance.

Key words: Staphylococcus aureus, bacterial resistance, mecA
gene.

INTRODUCAO

O género Staphylococcus spp esta
associado a infecgdes que acometem tanto humanos
quanto animais (ANNEMULLER et al.,1999).
Staphylococcus aureus ¢ um dos mais significativos
patdgenos causadores de infecgdes intramamarias no
gado leiteiro em todo o mundo, e esta freqiientemente
implicada em otites e piodermites nos animais de
companhia, além de ser o principal agente causador de
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infec¢des nosocomiais em humanos (AARESTRUP et
al.,2001).

Além de infecgdes causadas por S. aureus,
a literatura aponta também para infecg¢des por
Staphylococcus intermedius em pacientes humanos
imunossuprimidos (CEFAI et al., 1994) e em mamiferos
nao-humanos (BIBERSTEIN et al., 1984). Esta espécie
foi descrita por Hajek (1976) em narinas de pombos,
caes e cavalos, sendo encontrada em um amplo espectro
de espécies animais (AARESTRUP et al., 2001 ;
CHAFFER etal., 1998).

Atualmente inumeros trabalhos vém
relatando a disseminagdo de cepas resistentes aos
betalactamicos, anteriormente eficazes no tratamento
das infecgdes estafilococicas. Nestas, a modificagio
das proteinas ligantes de penicilina (PBP’s),
sintetizadas pelo gene mecA, ¢ um dos principais
mecanismos de resisténcia descritos (AARESTRUP et
al.,2001).

Espécies de Staphylococcus spp resistentes
a antimicrobianos representam um problema
cosmopolita, sendo o controle de sua disseminagdo
um importante desafio. A associagdo de métodos
fenotipicos e genotipicos na identificacdo do perfil de
resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus spp
isolado de amostras clinicas de humanos e animais
fornece ferramentas para um diagnostico mais acurado,
capaz de determinar a prevaléncia destes estafilococos
como agentes etiologicos de infecgdes e de
proporcionar o desenvolvimento de estratégias de
controle da disseminagdo das cepas resistentes.

MATERIAL E METODOS

Um total de 29 amostras clinicas
provenientes de quadros de mastite bovina, 30
amostras provenientes de quadros de otite canina e 21
amostras isoladas de diferentes sitios de infec¢do em
humanos hospitalizados foi utilizado. As amostras
foram primariamente isoladas em agar sangue, repicadas
em agar manitol vermelho de fenol (MicroMed-Isofar)
e o procedimento de identificagdo foi realizado através
das provas de Gram, catalase, KOH (3%), fermentagdo
de maltose, producdo de acetoina e redugéo de nitrato
(KONEMAN et al., 2001). As bactérias foram
suspensas em caldo infusdo de cérebro e coracdo
(Difco®), incubadas durante 24 horas a uma temperatura
de 37°C e diluidas na concentragdo do tubo 0,5 da escala
de Mc Farland. Para realizagdo da difusdo em disco
(SENSIFAR-CEFAR®), a eficacia comparativa da
penicilina, da oxacilina, da vancomicina, da ampicilina
e da associagao ampicilina e sulbactam foram analisadas
para todos os isolados em agar Miieller-Hinton (MH)

por 24 horas a 37°C (KOHNER et al., 1999). Foram
utilizados os seguintes testes de suscetibilidade a
oxacilina: difusdo em disco modificada, na qual o agar
Miieller-Hinton foi suplementado com 4% de NaCl e as
placas incubadas por 24 horas a 37°C, agar Screen, em
que a oxacilina foi diluida a uma concentragao final de
6pg por ml de agar Miieller-Hinton, suplementado com
4% de NaCl, e as placas incubadas por 24 horas a 37°C.
Finalmente, a microdiluicdo em caldo — cuja
concentracao inibitéria minima (CIM) foi determinada
através de caldo Miieller-Hinton suplementado com
2% de NaCl, contendo concentragdes de 0,25ug; 0,5ug;
1,0pg; 2,0ug; 4,0pg e 8,0pg por ml. As suspensdes
bacterianas foram adicionadas aos caldos e incubadas
a37°C por 24 horas (KOHNER etal., 1999).

Deteccdo do gene mecA pela técnica de
Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR):foram utilizadas
as cepas que desenvolveram resisténcia em pelo menos
um teste de suscetibilidade a oxacilina. Extragdo de
DNA: uma tnica colonia de cada cepa, crescida em
agar Miieller-Hinton ap6s 24hs a 37°C, foi suspensa
em tampao (10mM Tris-HCl e ImM EDTA- pH8.0) a fim
de estabelecer uma concentragdo final de 3x10% UFC
ml!, de acordo com a escala de Mc Farland. Foi
adicionado um volume de 40ul de lisozima (PROMEGA)
(10mg ml"), e de 45ul de proteinase K (PROMEGA)
(20mg ml"') a 210ul de suspensdo recém-preparada.
Apos a incubacdo a 37°C por lhora, a 250ul dessa
solucdo foram adicionados 2,511 de SDS (Sodium
Dodecyl Sulphate) (20%), incubados a 100°C por 10
minutos e resfriados em gelo. Apos centrifugacdo a
9.500xg por 5 minutos, 5ul do sobrenadante contendo
0 DNA foram retirados e utilizados para técnica de PCR.
Amplificagdo do gene mecA: foi realizada segundo
MURAKAMI et al., (1991), utilizando os primers 5’
AAAATC GAT GGTAAA GGTTGG C3’e 5’ AGT
TCTGCAGTACCG GATTTG C3’, que, junto a solucdo
descrita acima e com a taq polimerase, foram submetidos
a40 ciclos de desnaturagio a 94°C por 30s; anelamento
a 55°C por 30s; extensdo a 72°C por I minuto; um ciclo
de extensao final a 72°C por 5 minutos. Um volume de
10ul do produto da reacao foi aplicado em gel de agarose
(Sigma) a 1% para separacdo do segmento do gene
mecA através da eletroforese, utilizando o marcador
de 100pb. Controle negativo: foi utilizado S. aureus
ATCC 25923. Analise estatistica: foi utilizado o
programa R (Ihaka & Gentleman,1996), para analise da
sensibilidade dos testes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 21 cepas provenientes de amostras
humanas, 100% foram identificadas como
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Staphylococcus aureus. Dos 59 isolados de amostras
animais, 25 (42,3%) foram Staphylococcus intermedius
e 34 (57,6%) representavam Staphylococcus aureus.
A tabela 1 apresenta o perfil de resisténcia
dos isolados de Staphylococcus spp frente aos
diferentes farmacos testados, assim como o perfil de
resisténcia dos isolados oxacilina-resistentes,
provenientes de amostras humanas e animais. Os
resultados demonstraram que houve um elevado indice
de resisténcia a penicilina e a ampicilina, tanto nos
isolados provenientes das amostras humanas (80,9%
para ambos), como de animais (67,7% ¢ 64,4%,
respectivamente), corroborando resultados de trabalhos
desenvolvidos por SHUHAIBAR & FALKINER (1992),
TAHNKIWALE etal. (2002) e KASZANYITZKY etal.
(2004). A gentamicina apresentou maior eficacia frente
aos isolados provenientes de amostras animais (12,5%
de resisténcia), quando em comparagdo aos isolados
de amostras humanas (52,3% de resisténcia). Esses
resultados corroboram o trabalho desenvolvido por
KASZANYITZKY et al. (2004), no qual os autores
demonstraram que os estafilococos isolados de
amostras animais apresentaram menor resisténcia a
gentamicina (2,0%), com relacdo as cepas provenientes
de amostras humanas, onde o percentual de resisténcia
foi de 17,0%. Em trabalho desenvolvido por
INDUDHARAN et al. (1999), os isolados de otite
humana apresentaram menor resisténcia a gentamicina
(9,7%), quando comparado com o presente trabalho.
Os indices de resisténcia a vancomicina foram,
respectivamente, de 28,5% e 38,9% para os isolados de
amostras humanas e animais. Esses percentuais sdo
considerados elevados quando comparados aos
trabalhos anteriores desenvolvidos por SHUHAIBAR
& FALKINER (1992) e TAHNKIWALE et al. (2002),
que ndo detectaram resisténcia de a vancomicina (0%
de resisténcia) em 180 e 230 isolados de Staphylococcus
spp, respectivamente. As cepas, tanto humanas quanto
animais, mostraram-se menos resistentes a associagao

beta-lactimico mais inibidor de beta-lactamase, 19,1%
e 5,0%, respectivamente. Esses valores de resisténcia
possivelmente estao relacionados ao uso ainda restrito
deste tipo de antibidtico nas clinicas veterinaria e
humana. Os isolados provenientes de humanos e
animais apresentaram resisténcia a oxacilina de 38,9%
e 33,8%, respectivamente. Estes apresentaram
multirresisténcia, uma vez que apenas a vancomicina e
aassociagdo de ampicilina e sulbactam foram eficazes
frente as cepas provenientes de amostras humanas e
animais, respectivamente. O uso incorreto, associado
a selecdo natural dos microrganismos, provavelmente,
resultou no fendmeno da resisténcia, tanto na medicina
veterinaria quanto na humana. Segundo MENG et al.
(1998), a resisténcia as drogas estd relacionada,
principalmente, com o uso excessivo de antibidticos e
as aplicacdes sub-terapéuticas de antimicrobianos para
a prevencdo de doencas e para a promog¢do do
crescimento e da eficiéncia alimentar em animais de
produgdo.

Do total de 28 amostras, 12 (42,9%) foram
positivas (Figura 1) para o gene mecA. Em trabalhos
desenvolvidos por DUIJKEREN et al. (2004), GORTEL
etal. (1999) e GRISOLD et al. (2002), foram encontrados
percentuais mais elevados para presenga do gene mecA
em estafilococos resistentes a oxacilina (57,6%; 54,0%
€ 99,0%, respectivamente). A presenga do gene mecA
em S. intermedius proveniente de amostras animais ¢
em S.aureus proveniente de amostras humanas sugere
a probabilidade de transferéncia horizontal de genes
entre espécies distintas. WIELDERS et al. (2002)
apresentaram dados moleculares que suportam a teoria
de que a transferéncia do gene mecA entre linhagens
de Staphylococcus spp ocorre, permitindo o
aparecimento de clones de S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA) disseminados pelo mundo, e de que
essa disseminagdo pode ser favorecida pela pressdo
seletiva oriunda do uso indiscriminado de
antimicrobianos. ANTHONISEN et al. (2002) avaliaram,

Tabela 1 - Avalia¢do do perfil de resisténcia de Staphylococcus spp aos diferentes antibidticos testados e avaliagdo da multirresisténcia de
Staphylococcus spp resistentes a oxacilina, provenientes de amostras humanas e animais.

Staphylococcus spp

Staphylococcus spp resistente & oxacilina

Antibidticos

Animais* Humanos* Animais* Humanos*
Ampicilina 64,4 80,9 100 100
Penicilina 67,7 80,9 100 100
Gentamicina 12,5 52,3 100 100
Vancomicina 38,9 28,5 70,0 25
Oxacilina 33,8 38,9 - -
Amp+ sulb 5,0 19,1 28,5 50

* percentual de resisténcia.
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Figura 1 - Eletroforese do fragmento do gene mecA (513 pb), de cepas de Staphylococcus spp isoladas de amostras humanas e animais,
em gel de agarose a 1%. Legenda: M. marcador de peso molecular (100 pb), 1. controle negativo, 2. cepa N, 3. cepa 21B, 4.
cepa D, 5. cepa E, 6. cepa X, 7. cepa 03B, 8. cepa 03F, 9. cepa 01 FIO, 10. cepa 04 FIO, 11. cepa 6F, 12. cepa 5F,13. cepa

12 FIO.

através das técnicas de PCR e de hibridagéo,
seqiiéncias de DNA de extraidos de S. haemolyticous
isolados de diferentes espécies animais e de amostras
humanas e concluiram que as seqiiéncias apresentaram
100% de similaridade, sugerindo que a transferéncia
horizontal pode ocorrer entre esses clones, além de
ocorrer entre cepas que colonizam hospedeiros
humanos e animais.

Um total de 57,1% dos isolados foi resistente
em pelo menos um teste de suscetibilidade a oxacilina,
sendo, porém ,negativos para o gene MecA. Estas

cepas podem ter desenvolvido resisténcia através de
um outro mecanismo, como o da hiperproducio de
betalactamase (GEHA etal., 1994).

Em seguida, os testes foram avaliados
quanto a sua sensibilidade (Tabela 2), uma vez que a
presenga do gene mecA foi considerada um “padrdo
ouro” para detec¢do das espécies resistentes. Os
valores obtidos foram submetidos a analise estatistica
(IHAKA, R. & GENTLEMAN, R., 1996), na qual foi
possivel concluir que houve diferenca significativa

Tabela 2 - Sensibilidade dos diferentes testes de suscetibilidade & oxacilina frente aos isolados de Staphylococcus spp mecA positivos.

Testes de suscetibilidade a oxacilina

Origem dos isolados mecA+

DD DA MIC* DM
N — mastite R R R > 8,00 R
21B- otite S R S S
D’- mastite R S S S
E-mastite R S S S
X-mastite R R R > 8,00 S
03B-otite S R S S
3F-humano R R S R
01FIO-humana R R R > 8,00 R
04FIO-humana R R R > 8,00 R
6F-humana R R R >4,00 R
5F-humana R R R > 8,00 S
12FI0-humana R R R >8,00 R
Total 10 10 7 6
% sensibilidade 83,3% 83,3% 66,6% 61,5%

DD- difusdo em disco; DA- dilui¢do em agar; MIC- microdilui¢do em caldo; DM- difusdo em disco modificada. R- resistente, S- sensivel,

*ug mlt,
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entre os valores encontrados. A difusdo em disco
simples e a diluicdo em agar foram os testes mais
sensiveis (83% de sensibilidade), corroborando
trabalhos desenvolvidos por KAMPF et al. (1998) ¢
GERBERDING et al. (1991). A difusdo em disco
modificada foi o método que apresentou menor
sensibilidade (61,5%). Este resultado nos permite
concluir que ndo houve eficacia na adigdo de 4% de
NaCL, quando em comparagdo a difusdo em disco
simples. LENCASTRE et al. (1991) afirmaram que a
adig¢do de sal ndo parece ser favoravel no teste da
difusdo em disco, pois pode produzir inimeros erros
de leitura, como, resultados falso-positivos. Essas
afirmativas discordam do trabalho desenvolvido por
COUDRGON et al. (1986), no qual os autores afirmam
que a suplementagdo de 4% de NaCl aumenta em 92%
a sensibilidade do teste. O mecanismo pelo qual a
adigdo de NaCl se faz importante e a significancia da
influéncia da adicédo de sal no fendmeno de resisténcia
bacteriana ainda ndo foram bem elucidados (JUNG et
al., 2002). A microdilui¢go em caldo apresentou 66,6%
de sensibilidade. Em trabalho desenvolvido por BAKER
et al. (1994), os autores concluiram que a melhor
correlagdo do gene com a dilui¢do em caldo foi quando
foram usados 2% de NaCl, a mesma concentragdo usada
no presente trabalho. O aumento da suplementagéo de
NaCl de 2% para 5% ¢ citado por THORNSBERRY &
MCDOUGAL (1983), a fim de aumentar a sensibilidade
do teste.

CONCLUSAO

Os isolados clinicos de Staphylococcus spp
provenientes de amostras animais ¢ humanas
apresentaram elevada resisténcia a penicilina e a
ampicilina, tendo a associa¢do de ampicilina mais
sulbactam mostrado maior eficacia frente a esses
isolados. As cepas resistentes a oxacilina, em sua
maioria, apresentaram resisténcia aos demais
antimicrobianos testados, com exce¢do da vancomicina
e da associagdo de ampicilina mais sulbactam.

A presenga do gene meCA em S. intermedius
proveniente de amostras animais ¢ em S. aureus
proveniente de amostras humanas sugere a
probabilidade de transferéncia horizontal de genes entre
espécies distintas.

De todos os testes de suscetibilidade a
oxacilina executados, a difusdo em disco simples e o
agar screen foram os mais sensiveis.
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