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INTRODUCAO:

Streptococcus agalactiae esta frequentemente associado a mastite subclinica, redugdo da produgio de leite
e risco de disseminagdo para os outros animais do rebanho. O conhecimento do perfil fenotipico e
genotipico da resisténcia antimicrobiana em linhagens de S. agalactiae presentes nos rebanhos pode
contribuir para o seu controle.

Embora §. agalactiae seja um patogeno passivel de erradicagdo dos rebanhos, o uso indiscriminado de
antimicrobianos no tratamento da mastite pode aumentar a pressdo seletiva levando a emergéncia de
linhagens com resisténcia multipla. A resisténcia a4 gentamicina tem sido relatada em cepas de
Estreptococos do grupo B, isoladas de humanos de peixes e de bovinos com mastite.

Considerando a escassez de dados sobre resisténcia 4 gentamicina em patogenos da mastite no Brasil, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de susceptibilidade a4 gentamicina em cepas de S. agalactiae
isoladas de mastite bovina, bem como identificar os determinantes genéticos envolvidos na resisténcia a
aminoglicosideos neste patdgeno.

MATERIAIS E METODOS:

Foram utilizadas 74 linhagens de S. agalactiae isoladas a partir de amostras de leite bovino provenientes
de 10 rebanhos bovinos da regido da Zona da Mata Mineira (de 2009 a 2011) ¢ quatro linhagens de
Staphylococcus spp., pertencentes a Cole¢iio de Microrganismos de Interesse da Agroindistria e Pecudria
da Embrapa sediada na Embrapa Gado de Leite.

A avaliagiio do fendtipo de resisténcia a gentamicina foi realizada pelo método de difusdo em discos sendo
as bactérias classificadas como resistentes ou susceptiveis ao antimicrobiano de acordo com as medidas
dos halos de inibigdo do crescimento bacteriano ao redor dos discos do antibidtico (CLSI, 2013). A extragiio
de DNA das linhagens resistentes 4 gentamicina foi realizada por protocolo interno utilizando
fenol/cloroférmio,

Os genes aacA-aphD, ant(4)-1a, aph(3’)-111a, aac(6’)/aph(2’) e aad(6’) de resisténcia a aminoglicosideos
foram detectados, por PCR, em linhagens de S. aureus e S. epidermidis previamente caracterizadas como
multirresistentes e, em seguida, amostras de DNA das mesmas foram utilizadas como controle positivo na
investigagdo da presenca destes genes nas linhagens de S agalactiae consideradas resistentes a
gentamicina. A composicio e as condigdes das reagdes foram previamente descritas por Strommenger et
al. 2003, Schmitz et al. 1999, Laplana et al. 2007 e Poyart et al. 2003. Para determinar as sequéncias de
nucleotideos dos fragmentos de DNA foi utilizada a técnica de terminagiio da cadeia de Sanger.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Das 74 linhagens de S.agalactiae analisadas, 25(33,78%) foram consideradas fenotipicamente susceptiveis
¢ 49(66,21%) resistentes a gentamicina. Num estudo realizado na China com 55 amostras de S.agalactiae
isolados de bovinos com mastite, verificou-se que 29,4% eram resistentes a gentamicina (GAO et al.,2012).
Rato et al. (2013) relataram 93,3% de resisténcia a esse antimicrobiano numa populagio de S.agalactiae
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(n=60) isolada de bovinos em Portugal. Um relato recente demonstrou que todas as 27 linhagens dessa
bactéria isoladas na Polénia eram resistentes a este antimicrobiano (KACZOREK et al.,2017). Igso
confirma a grande variagdo nas taxas de resisténcia a gentamicina em S.agalactiae de origem.b(zvu?a
conforme a regido, ressaltando a necessidade de estudos espacialmente planejados com foco em resisténcia
bacteriana a antibidticos.

Todas 49 bactérias resistentes a gentamicina foram avaliadas quanto a presenca dos genes aacA-aphD,
ant(4’)-1a, aph(3’)-1lla, aac(6’)aph(2’) e aad(6’) sendo identificado apenas o gene aacA-aphD em
21(42,86%) das linhagens, sugerindo que a resisténcia 4 gentamicina pode ser devida a atividade de
acetiltransferase e/ou fosfostransferase da enzima bifuncional codificada pelo gene aacA-aphD. Todos
genes supramencionados foram amplificados em amostras de DNA de linhagens de Staphylococcus spp. e
utilizadas como controles positivos nas andlises.

As sequéncias nucleotidicas dos amplicons correspondentes aos genes obtidos para Staphviococcus spp. e
para linhagens representativas de S.agalactiae apresentaram 100% de identidade com genes (aacA-aphD,
ant(4’)-la, aph(3’)-Illa, aac(6)/aph(2’) e aad(6’)) depositados no NCBI. Ao que nos consta, este é o
primeiro relato da presenga do gene aacA-aphD em estirpes de S.agalactiae isoladas de mastite bovina no
Brasil. Entretanto, a presenga desse gene em S, agalactiae de origem bovina j foi relatada em outros paises.
O fato de nenhum dos genes investigados ter sido detectado em 28 linhagens resistentes & gentamicina
indica a existéncia de outros mecanismos de resisténcia nos isolados investigados neste trabalho, além da
provavel agdo da enzima bifuncional (acetiltransferase e/ou fosfostransferase). Estudos adicionais serdo
realizados para melhor compreensio do background genético da resisténcia a gentamicina nessas linhagens.

CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Das 74 linhagens de S. agalactiae analisadas, 49 (66,21%) foram consideradas resistentes a gentamicina.
Os genes ant(4’)-1a, aph(3’)-1lla ¢ aad-6 nio foram detectados e o gene aacA-aphD foi detectado em
42,86% (n=21) das linhagens de S. agalactiae resistentes 4 gentamicina (n=49). Além da provavel atuagio
da enzima bifuncional (acetiltransferase/fosfostransferase), algum(ns) outro(s) mecanismo(s) molecular(es)
deve(m) estar associado(s) a resisténcia a gentamicina em linhagens S, agalactiae causadoras de mastite
em rebanhos bovinos na regido da Zona da Mata Mineira,
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