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Antimicrobial Sensibility of
Staphylococcus spp. Isolated from
Bovines, Buffalos and Goats with
Mastitis

Resumo

O trabalho objetivou avaliar a resisténcia dos isolados de
Staphylococcus spp. de ruminantes (caprinos, bubalinos e bovinos)
com mastite a alguns antibidticos p-lactdmicos pela presenca do gene
Bla-Z e producao de biofilme. O perfil de resisténcia dessas bactérias
aos antibiéticos ampicilina, penicilina G e oxacilina foi realizado

pelo método de Kirby-Bauer. A producao do biofilme foi avaliada

pela aderéncia em microplaca, e a presenca do gene b/aZ por PCR.
Isolados de caprinos ndo foram resistentes a oxacilina, mas, 25%
foram resistentes a penicilina e 25% a ampicilina. Nos isolados de
bovinos, 23% apresentaram resisténcia a oxacilina, 67 % a ampicilina
e 64% a penicilina G. Em 46% dos isolados de bubalinos, observou-
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se resisténcia a oxacilina, 15% a ampicilina e 46% a penicilina G.
Cinquenta por cento dos isolados de caprinos, 97% dos isolados

de bovinos e 30% dos isolados de bubalinos, possuem o gene de
resisténcia Bla-Z. Todos os isolados produziram biofilme. Oxacilina
ainda é alternativa para terapia de mastite caprina, porém, nas
mastites bovinas e bubalinas é indicado o uso consciente deste
farmaco, a fim de que nao haja aumento da resisténcia nos isolados
de Staphylococcus spp. O mesmo uso consciente deve ser feito para
ampicilina e penicilina G.

Palavras-chave: antibidticos, ruminantes, beta-lactamicos, resisténcia.

Introducao

A mastite € uma enfermidade de grande importancia, por causar
varias perdas na producdo dos rebanhos leiteiros. Essa doenca afeta
a quantidade e qualidade do leite produzido, bem como a capacidade
da glandula mamaria em secretar o leite. Essa doenca possui
tratamento de custo elevado por causa da utilizacao de antibiéticos.
O leite contaminado proveniente de animais doentes deve ser
descartado (DHAKAI et al., 2007; GERNAND et al., 2012). A

doenca é caracterizada por uma inflamacao das glandulas mamdarias,
geralmente causada por agentes infecciosos, podendo ser classificada
em mastite clinica ou subclinica.

As bactérias do género Staphylococcus sao isoladas com maior
frequéncia nos casos de infecgcdes intramamarias em ruminantes
(GODDEN et al., 2002). A ocorréncia de cepas resistentes dessa
bactéria aos antibiéticos gera um impasse no tratamento da mastite
(GONI et al., 2004; HARBOTTLE et al., 2006). A presenca de

genes de resisténcia permite que essas bactérias sintetizem enzimas
capazes de degradar ou alterar os locais de acao dos antibiéticos ou,
ainda, fazer com que elas usem uma rota metabdlica diferente, que
contorne a acdo desses farmacos (TENOVER; MCGOWAN JUNIOR,
2008).

Genes relacionados a resisténcia dessas bactérias a antibidticos

sdo estudados, como exemplo o gene Bla-Z (COELHO et al., 2007;
MIMICA; MENDES, 2007). Esse gene confere ampla resisténcia

aos antimicrobianos p-lactdmicos levando a expressao da enzima
B-lactamase, que hidrolisa o anel p-lactamico das penicilinas (LI et al.,
2007)
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A producéo de biofilme é outro fator de importancia na infeccao
bacteriana persistente ou cronica (XUE et al., 2014). O biofilme trata-
se do aglomerado formado pelas bactérias, que estdao envolvidas

por uma matriz de polimeros orgénicos, que ficam aderidos a uma
superficie (COSTERTON et al., 1999) protegendo os microrganismos
contra antibidticos e contra as defesas do hospedeiro com a
fagocitose (ARCIOLA et al., 2001).

Objetivou-se identificar nos isolados de Staphylococcus spp.

de ruminantes (bovinos, caprinos e bubalinos), a resisténcia a
antibiéticos B-lactamicos e sua relacdo com a presenca do gene Bla-Z
e a producao de biofilme.

Material e Métodos

Foram avaliadas 60 cepas de Staphylococcus obtidas da bacterioteca
do Laboratério de Imunologia e Microbiologia da Universidade Federal
do Vale do Séo Francisco (Univasf), Petrolina, PE, previamente
isolados de ruminantes (39 de bovinos, sete de caprinos e 14 de
bubalinos) com mastite. Os isolados ja haviam sido caracterizados
por meio de PCR para o gene Bl/aZ. Os testes de sensibilidade in

vitro foram realizados pelo método de difusdo em disco Kirby-Bauer
(CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2006).

Os discos foram impregnados com os antibidticos Ampicilina (10
ug), Penicilina G (10 ug) e Oxacilina (10 ug), para avaliar se eram
resistentes (R) ou sensiveis (S) aos antimicrobianos.

A producéo de biofilme foi analisada pelo método de aderéncia

em microplacas segundo Merino et al. (2009). A absorbéancia foi
determinada em 620 nm (leitor de Elisa). Os isolados foram testados
em triplicata, e cepas foram utilizadas como controle positivo e
negativo. Pocos nao inoculados contendo TSB (7ryptone Soya Broth)
e glicose serviram como teste em branco.

Resultados e Discussao

Houve variacdo no perfil de resisténcia para cada espécie analisada
(Tabela 1). Os isolados de Staphylococcus spp. de caprinos nao
apresentaram resisténcia a oxacilina, e baixa resisténcia (25%) para
penicilina e ampicilina. Metade dos isolados (50%) provenientes de
caprinos apresentou o gene de resisténcia Bla-Z, que, quando ativo,
confere resisténcia aos y-lactamicos.
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Nos isolados de bovinos, houve baixa resisténcia para oxacilina
(23%), e uma maior resisténcia para ampicilina (67 %) e penicilina
(64%). Nestes isolados, o gene Bla-Z foi encontrado amplamente
disseminado (97 %), confirmando os resultados da caracterizacao
fenotipica da resisténcia. Nos isolados obtidos de bubalinos, ocorreu
baixa resisténcia a ampicilina (15%) e valores maiores para oxacilina
e penicilina (ambos apresentaram 46%). Nestes, também, houve uma
menor deteccao do gene Bla-Z.

Tabela 1. Perfil de resisténcia a antibiéticos em Staphylococcus spp.
isolados de caprinos, bovinos e bubalinos com mastite, presenca
do gene Bla-Z e producao de biofilme por espécie (caprina, bovina,
bubalina).

Resisténcia aos antibidticos Gene- Prot_:iuf(::IaO G2 Ndmero
Espécie blaZ biofilme de
Oxacilina Ampicilina  Penicilina &l Moderada Forte animais
Caprina 0% 25% 25% 50% 100% 0% 7
Bovina 23% 67 % 64% 97% 53% 47 % 39
Bubalina 46% 15% 46% 30% 38% 62% 14

Dados expressos em porcentagem em relacdo ao nimero de animais.

A resisténcia aos beta-lactamicos pode ser justificada pela presenca
do gene Bla-Z, que codifica enzimas que degradam o anel beta-
lactamico da droga, inativando sua acao (MEDEIROS et al.,

2011), pela sintese do biofilme que leva a uma baixa difusao dos
antimicrobianos na matriz e a baixa atividade metabdlica das bactérias
dentro dos biofilmes (MELO, 2008). Varios autores relacionam que a
resisténcia das bactérias aos antibiéticos pode ser causada pelo uso
indiscriminado, bem como em subdosagem (COSTA et al., 2013;
GARINO JUNIOR et al., 2011) e pelo emprego de metodologias
diferentes no uso desses medicamentos (AIRES-DE-SOUSA et al.,
2007).

A producéo de biofilme foi observada em todos os isolados,
independente da resisténcia ou da sensibilidade aos agentes
antimicrobianos testados. Os biofilmes sdo associados com a
maior resisténcia aos antimicrobianos, bem como com a aderéncia
e viruléncia de isolados de Staphylococcus spp. no leite ou no
desenvolvimento de mastites (FABRES-KLEIN et al., 2015).
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Conclusao

A oxacilina ainda é uma alternativa para terapia da mastite caprina,
porém, nas mastites bovinas e bubalinas é indicado o uso consciente
deste farmaco, na tentativa de diminuir a resisténcia de isolados de
Staphylococcus spp. nestas espécies de ruminantes. A ampicilina e a
penicilina G devem ter seu uso racional nas trés espécies de animais
pesquisadas.
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