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RESUMO 113 - INVESTIGACAO DA RESISTENCIA A ERITROMICINA EM LINHAGENS DE
Streptococcus agalactiae ISOLADAS DE CASOS DE MASTITE BOVINA
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INTRODUCAO:

Streptococcus agalactiae est presente na maioria dos rebanhos bovinos leite’-ir.os do Brasil e ¢ um dos
patogenos que mais contribui para o aumento da contagem de células somaticas e contagem tlotal de
bactérias no leite, reduzindo sua qualidade. Embora inevitdvel para a erradicagdo de S. agalactiae dos
rebanhos, o uso de antibidticos pode levar a emergéncia de linhagens resistentes, sendo necessario entio,
que estes medicamentos sejam usados de forma racional.

Um dos antimicrobianos utilizados no tratamento da mastite bovina € a eritromicina, um macrolideo que
inibe a sintese proteica através da sua ligagdo reversivel & subunidade ribossomal 50S. Pouco se sabe sobye
os perfis e os mecanismos moleculares de resisténcia a este antimicrobiano em patégenos da mastite
isolados de rebanhos bovinos leiteiros do Brasil. Pinto et al. (2013) caracterizaram a resisténcia a
eritromicina em S. agalactiae de origem bovina, provenientes dos estados do Rio de Janeiro, Santa Catarina
¢ Sao Paulo mostrando que houve um aumento da resisténcia a este antibidtico de 10,5% (entre 1987 ¢
1988) para 60% (entre 2003 ¢ 2006).

Em Streptococcus spp. a resisténcia a eritromicina ¢ mediada predominantemente por metilases codificadas
por genes erm, as quais modificam o sitio de ligagio do antibidtico nos ribossomos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o perfil de susceptibilidade e investigar a presenga de determinantes genéticos da
resisténcia 4 eritromicina (ermA e ermC) em S. agalactiae e avaliar o potencial dos genes ermA, ermB e
ermC como marcadores moleculares de resisténcia.

MATERIAIS E METODOS:

Foram utilizadas 74 linhagens de S, agalactiae geneticamente distintas, isoladas de 10 rebanhos bovinos
leiteiros da Zona da Mata Mineira durante 2 coletas distintas com intervalo de 18 meses (de 2009 a 2011),
e 7 de Staphylococeus spp. pertencentes a Cole¢do de Microrganismos de Interesse da Agroindustria e
Pecudria da Embrapa sediada na Embrapa Gado de Leite. A extracdo de DNA dos isolados foi realizada
por protocolo interno utilizando fenol/cloroférmio. O perfil de susceptibilidade a eritromicina foi
determinado por meio do método de difusdo em agar Mueller Hinton (CLSI, 2013). Primeiramente, os

seguida amostras de DNA das linhagens de S. agalactiae consideradas resistentes 4 eritromicina foram
avaliadas por meio de PCRs individuais quanto 4 presenga dos genes supracitados. As sequéncias dos
primers utilizados, as composi¢des das reagdes e as condig¢des de termociclagem para padronizagio das
reagdes foram realizadas conforme previamente descrito (Lina, et al. 1999),

isolamentos (também in silico) destes a partir dos genomas de diferentes linhagens e espécies de patogenos
da mastite bovina utilizando a ferramenta “Pick Primers” do Centro Nacional de Informagdo Biotecnoldgica
(NCBI). Em seguida essas sequéncias de nucleotideos foram comparadas entre si utilizando o software
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Dentre as 74 linhagens de Streptococcus agalactiae analisadas 35 (47,3%) foram consideradas susceptiveis
€ 39 (52,7%) apresentaram resisténcia 4 eritromicina no teste fenotipico realizado por antibiograma. Em
comparagdo a resultados anteriores (Duarte et al, 2004; GAO er al, 2012), o nivel de resisténcia a
eritromicina nas linhagens de Streptococcus agalactiae analisadas no presente estudo pode ser considerado
elevado.

Foram identificadas trés linhagens de Staphylococcus spp. portadoras dos genes ermC (CT141, CI8969 e
CT225) e uma carreando o gene ermA (CI8970), as quais amplificaram fragmentos de DNA de 421pb e
572pb, correspondentes aos genes ermA e ermC, respectivamente. O sequenciamento destes amplicons
demostraram 100% de identidade com genes ermA e ermC depositados no NCBI. Amostras de DNA destas
linhagens foram utilizadas como controles positivos e na otimizagdo das PCRs nas andlises subsequentes.

Os genes ermA e ermC ndo foram detectados nas linhagens de Streptococcus agalactiae analisadas,
sugerindo que tais bactérias ndo carregam estes genes. Considerando que as amostras de DNA usadas como
controle positivo eram do género Staphylococcus, foram realizadas andlises in silico para verificar o nivel
de similaridade desses genes entre as diferentes linhagens e espécies de patdgenos da mastite bovina. As
sequéncias de nucleotideos dos genes ermA, ermB e ermC foram detectadas nos genomas de diferentes
espécies bacterianas depositados no NCBI. As andlises de comparagio de sequéncias para ermB e ermC
evidenciaram elevado grau de similaridade (>90%) entre os genes detectados.

Em um estudo prévio de nossa equipe o gene ermB foi verificado em todas essas linhagens, o que
provavelmente explica a resisténcia a eritromicina. O fato do gene ermC nio ter sido detectado pode ser
explicado pela sua provavel auséncia no genoma das linhagens de Streptococcus agalactiae analisadas,
enquanto que para o gene ermA, serdo necessarias novas buscas usando outros conjuntos de
oligonucleotideos para descartar a possibilidade da presenga do gene nessas linhagens. Este resultado
corrobora os dados da literatura de que a resisténcia a eritromicina nesta bactéria é comumente mediada
pelo gene ermB, o qual ¢ muito disseminado entre patogenos da mastite bovina, enquanto o gene ermC s6
foi encontrado até entdo, em Staphylococcus spp.

CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Das 74 linhagens de S. agalactiae analisadas, a maioria (52,7%) foi considerada resistente a eritromicina.
Os genes ermA e ermC ndo foram detectados in vitro em nenhuma das linhagens. O gene ermB foi
confirmado como o mais indicado para uso como marcador da resisténcia a eritromicina em S. agalactiae.
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