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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi de identificar Staphylococcus aureus e as linhagens resistentes a meticilina
(MRSA) em amostras de leite cru bovino, por meio de métodos moleculares, e de determinar a
concentragao inibitéria minima (CIM) dos isolados. S. aureus pode apresentar linhagens resistentes a
meticilina e a outros antimicrobianos utilizados na pratica médico-veterindria. Foram analisadas 251
amostras de leite cru de tanques de expanséao, procedentes de cinco mesorregides produtoras de leite de
Minas Gerais — Brasil. Por meio de PCR foi identificada a presenca do gene fernA em 278 isolados de
S. aureus;eas linhagens MRSA foram determinadas pela presenga do gene mecA. Os ensaios de PCR foram
positivos para gene femA em 100 % dos isolados testados; e entre essas amostras 11 (3,95 %) apresentaram
produto amplificado de 533 pb correspondente ao gene mecA. Para analisar a susceptibilidade dos isolados
foi realizado o teste de CIM para nove substincias antimicrobianas. Foram identificados 149 isolados de
S. aureus que apresentaram CIM< 4 pg/mL para enrofloxacina, com 92,54 % de susceptibilidade, e 55
isolados testados para sulfametoxazol+trimetoprima, apresentaram CIM < 2 ug/mL com 83,33 % de
susceptibilidade. Estes antimicrobianos foram considerados os mais eficazes.

Palavras-chave. concentragao inibitoria minima, femA, mecA, Staphylococcus aureus, resisténcia a meticilina.

ABSTRACT

This study identified Staphylococcus aureus and the methicillin-resistant (MRSA) strains in raw milk
samples using molecular methods, and their minimum inhibitory concentrations (MIC) were evaluated.
Two hundred fifty-one samples of raw milk samples from bulk tanks, collected in the state of Minas
Gerais, Brazil were analyzed using polymerase chain reaction (PCR) to investigate the presence of fermA
gene in 278 S.aureus isolates. Furthermore, MRSA strains were investigated for detecting mecA gene. All
of 278 isolates contained the femA gene (132 bp), and in 11 samples (3.95 %) the mecA gene (533 bp) was
identified. The minimum inhibitory concentration against S. aureus was determined using enrofloxacin,
trimethoprim-sulfamethoxazole, gentamicin, azithromycin, tetracycline, cephalothin, amoxicillin,
penicillin G and lincomycin. Enrofloxacin and trimethoprim-sulfamethoxazole showed to be the most
effective inhibitors, as this study identified 149 of 161 isolates (92.5 % of susceptibility) with MIC< 4 mg/
mL, and 55 of 66 isolates (83.3 % of susceptibility) with MIC< 2 mg/mL, for the first antimicrobial drug
and the second one, respectively.

Keywords. minimum inhibitory concentration, femA, mecA, Staphylococcus aureus, methicillin resistance.
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INTRODUCAO

Staphylococcus aureus destaca-se como um dos
agentes etioldgicos mais frequentemente associados a
mastite bovina, fato que representa sério risco para a
saude publica. Além disso, a inflamagao da glandula
mamaria bovina ocasiona problemas de sabor e aroma no
leite e seus derivados, menor rendimento na fabricacao
de queijos e perda de gordura e caseina no soro"?. Existe
ainda, o risco de a bactéria chegar aos alimentos ja
processados, seja por contaminagao cruzada, que pode
ser de origem animal, principalmente o gado leiteiro,
ou pela acdo dos manipuladores, na maioria, portadores
assintomaticos. Um ponto critico de controle que deve
ser observado é a produgdo de enterotoxinas (SEs) que,
por serem termotolerantes, podem permanecer no
produto final apds o processamento térmico**.

A rotina de diagndstico microbiolégico para o
S. aureus esta baseada em culturas bacteriologicas, nas
caracteristicas fenotipicas e morfotintoriais, bem como na
sua identificacdo por técnicas bioquimicas. Estes métodos,
porém, possuem baixa sensibilidade, sendo necessaria
a aplicacdo de testes mais sensiveis e que tenham maior
especificidade e rapidez, como a reacdo em cadeia da
polimerase-PCR, realizada diretamente em isolados
bacterioldgicos e em materiais clinicos, como o leite*®.

A identificacdo de S. aureus por PCR pode ser feita
pela detecgdao do gene femA, que tem como produto uma
proteina de48-50kDa, reconhecida como um fator especifico
e codificada cromossomicamente neste patégeno, sendo
envolvido na estrutura da parede celular bacteriana**".

Amostras de S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA) sao reconhecidamente um dos principais
problemas de infecgdo hospitalar no homem e em
animais. Nos ultimos anos, o aumento de estirpes
resistentes a meticilina tornou-se um sério problema
clinico e epidemiolégico. Mais uma vez, com a utilizagao
da PCR ¢ possivel identificar isolados MRSA utilizando
a deteccdo do gene mecA>'*?. Considerado padrao
ouro para diagnodstico, o gene mecA pode ser utilizado
como um indicador de viruléncia dos isolados, uma
vez que estirpes MRSA sdo frequentemente resistentes
a maioria dos agentes antimicrobianos, incluindo
aminoglicosideos,  macrolideos, cloranfenicol,
tetraciclina e fluorquinolonas®®. O tipo de resisténcia dos
MRSA ¢ intrinseca, ndo sendo devida a destruicdo do
antibidtico por lactamases, e sim, por modifica¢gdes na
estrutura-alvo do antimicrobiano.

A utilizagao de antimicrobianos ¢ um componente
importante dos programas de controle da mastite bovina.
Assim, a selecdo do antimicrobiano apropriado é essencial,
tanto do ponto de vista da satude do animal, quanto da
produtividade da glandula mamaria; os resultados dos
testes de susceptibilidade a antimicrobianos ajudam o
médico veterinario clinico na escolha dos medicamentos
apropriados™*®>. No caso das infecgdes estafilococicas da
glandula mamaria, porém, a eficiéncia destes tratamentos é
variavel (3,6 % a 92 %), segundo Owens et al'. Nestes casos,
para aumentar a eficiéncia dos tratamentos destas infecgoes,
a alternativa é a utilizacdo de dosagens maiores que as
encontradas nos produtos comerciais. Isto pode ser avaliado,
“in vitro, por meio da determinacdo da concentragio
inibitéria minima (CIM) considerada uma importante
ferramenta para o controle das infec¢des estafilococicas'”'®.
Este método estd padronizado, possui detalhamento técnico
bem definido e apresenta a vantagem de fornecer dados
quantitativos que podem ser interpretados considerando
as caracteristicas farmacoldgicas e farmacocinéticas dos
antimicrobianos e a concentra¢do minima a ser alcancada
no ubere bovino'>'*2!.

Este trabalho teve por objetivo identificar por
métodos moleculares amostras de S. aureus e de MRSA
isoladas deleite cru e determinar a concentragao inibitéria
minima (CIM) como uma contribui¢do aos estudos das
infecgoes causadas por este micro-organismo.

MATERIAL E METODOS

Amostras de leite

As amostras de leite, de tanques de resfriamento,
foram obtidas do Laboratério de Qualidade de Leite-
LabUFMG, na Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais (EV-UFMG)/Brasil. Foram
obtidas 251 amostras de leite cru, procedentes de cinco
microrregides produtoras de leite de Minas Gerais
(Central Mineira, Noroeste de Minas, Vale do Mucuri,
Regiao Metropolitana, Vale do Rio Doce). Uma aliquota
de 10ul de leite” foi plaqueada em placas de agar seletivo
Baird-Parker (BP) (M043 HIMEDIA Laboratories, India)
suplementado com gema de ovo e de telurito de potassio
(LaborClin®). Apos este procedimento, as placas foram
incubadas a 37 °C durante 24 horas. Apds observa¢ao
de colonias tipicas e atipicas para S. aureus foi realizada
identificacdo fenotipica com colora¢do de Gram, teste de
coagulase em tubo, hidrélise da uréia e fermentagao dos
aglcares manitol, trealose, e sacarose?. No total de 278
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colonias de S. aureus foram isoladas com confirmacio
posterior por teste de genotipagem pela amplificagdo do
gene femA em PCR. Os isolados foram inoculados em
caldo infusdo de cérebro e coragdo (BHI), com 20 % de
glicerol (v/v) e congelados a -20 °C, em tubos eppendorf,
em triplicata, para utiliza¢ao posterior.

Extra¢ao de DNA para amplifica¢io

Os isolados de S. aureus obtidos de amostras de
leite foram submetidos a extracdo de DNA pelo método
de lavagem alcalina®** O DNA foi quantificado por
densidade o6ptica em espectrofotdmetro (NanoDrop®
ND-1000 UV-Vis) e mantidos a -20 °C, até utilizacao.
Foram utilizadas amostras de S. aureus ATCC 25923
como controle positivo.

Detecgao dos genes femA e mecA pela PCR Duplex
Segundo Dias’, os iniciadores utilizados para a
amplificacdodefragmentode132pb(paresdebases)dogene
femA foram: fem-A15 AAAAAAGCACATAACAAGCG
3’ e fem-A2 5 GATAAAGAAGAAACCAGCAG 3.
Para o gene mecA foram amplificados fragmentos
de 533 pb, usando os iniciadores mec-Al (5
AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC 3°) e mec-A2
(5> AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC 3’). De acordo
com metodologia adaptada®* o volume final da
reagdo da PCR duplex foi de 50 pL. Foram utilizados
2,5 pL de tampao 10X (Phoneutria®), 10 pL de dNTP
(0,2 mM), 0,25 pL de cada iniciador (25 pmol / L), 2,0 U
de Taq polimerase (Phoneutria®) e 5 uL de DNA molde
(50-100 ng). A amplificacao foi realizada em um
termociclador (Mini Cycler, MJ Research), com os
seguintes ciclos: desnaturagdo inicial a 94 °C durante
5 minutos, seguido por 35 ciclos de amplificagdo
(desnaturagdo a 94 °C durante 1 minuto, hibridagdo
a 57 °C durante 2 minutos e extensao a 72 °C, durante
2 minutos), terminando com a extensdo final a 72 °C
durante 10 minutos. O tampdo de corrida utilizado
foi o Tris-borato-EDTA gel (TBE) a 0,5X em gel de
agarose a 2 % a correr a 100 volts durante 90 minutos.
Como marcador molecular foi utilizado 100 bp DNA
Ladder Promega®. O gel de eletroforese foi fotografado
usando o programa Image LPix através do aparelho de
Biotecnologia Loccus L.Pix®* Imagem Molecular.

Testes de Susceptibilidade aos Antimicrobianos

Foram testados todos os isolados de S. aureus,
segundo o método de difusdo em disco interpretados
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segundo CLSI®. Foram utilizados os seguintes
antimicrobianos (Cecon®): amoxicilina - 10 pg (AMOX),
azitromicina - 15 pg (AZIT), cefalotina - 30 ng (CFL),
enrofloxacina - 5 pg (ENO), gentamicina - 10 pg
(GEN), lincomicina - 2 pg (LIN), penicilina G - 10 UI
(PEN), sulfametoxazol + trimetoprima -25 pg (SUT) e
tetraciclina - 30 pg (TET).

Testes CIM - Concentragao Inibitéria Minima

Para a determinac¢do da CIM foram adquiridos
0s mesmos antimicrobianos em pé (Sigma-Aldrich®-
E.U.A). Tanto as suspensdes, como placas de agar de
Muller-Hinton (HIMEDIA Lab., India), contendo estes
antimicrobianos, foram preparadas de acordo com as
instrucdes do CLSI*. As concentragdes variaram de
0,125 a 256 pg de cada antimicrobiano. Em todos os
testes foram utilizadas amostras controle American Type
Culture Collection (ATCC): S. aureus ATCC 25923,
S. epidermidis ATCC 12228. Placas sem antimicrobianos
foram usadas como controle de crescimento bacteriano.

Os isolados de S. aureus foram plaqueados em
agar Baird Parker (HIMEDIA Lab., India) e mantidos a
37 °C por 18-24 horas. Apods crescimento 3-5 colonias
foram homogeneizados em 2 mL de PBS estéril
(pH 7,2) até turbidez equivalente a padrdo 0,5 da escala
de McFarland de acordo com CLSI*. Cada cultura em
suspensdo foi transferida para o replicador de Steer”
e as placas foram inoculadas com 1 pL da suspensdo
bacteriana, nao excedendo em 20 minutos o tempo entre
a preparacio do in6culo e a incubagdo por 24 h/37 °C.

A interpretacio dos resultados foi de acordo com
CLSI?®. O CIM dos isolados de S. aureus foi definido
como a concentra¢do mais baixa a qual nao foi observado
nenhum crescimento bacteriano visivel a olho nu. Além
disso, as concentracdes capazes de inibir 50 % e 90 % dos
isolados, designados CIM,, e CIM,, respectivamente,
foram determinadas conforme CLSI*. Todos os ensaios
foram realizados em duplicata.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados de susceptibilidade obtidos dos testes de
difusao em agar foram tabulados de acordo com CLSI*e
correlacionados pelo qui-quadrado (x2) e teste de Fisher
através do programa Graph Pad versao 3.06,32-2003.
Comparagdes com valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente signifitivos. Os testes de MIC para
susceptibilidade do S. aureus aos antimicrobianos
testados foram avaliados de acordo com CLSI***.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Detecc¢ao dos genes femA e mecA

Das 251 amostras de leite cru foram obtidas 278
colonias isoladas de S. aureus identificadas por métodos
fenotipicos e microbiologicos*. Todas as 278 colonias
(100 %) foram positivas para a presenca do gene femA
por apresentarem um produto amplificado de 132
pb (Figura 1). Destes, foram encontradas por PCR
11 amostras (3,95 %) que apresentaram um produto
amplificado de 533 pb correspondente ao gene mecA.
Deste total, sete isolados foram obtidos a partir da regiao
metropolitana de Belo Horizonte/MG, um isolado a
partir da regido Central Mineira/MG, um isolado da
regido do Vale do Rio Doce/MG, um isolado da Regiao
Noroeste/MG e um isolado do Vale do Mucuri/MG.
Pela pesquisa do gene mecA, estas amostras foram
consideradas resistentes a meticilina ou MRSA.

mecA 533pb

w— s we= w» femA 132pb

Figura 1. Reacao em cadeia pela polimerase-PCR - para detec¢do dos
genes femA e mecA

Canaleta 1- PAD-padrao de peso molecular 100 pb; Canaleta 2-gene
mecA 533pb + femA 132pb; Canaletas 3, 4 e 5-apenas gene femA
(Staphylococcus aureus). Testes visualizados sob luz U.V. em gel de
agarose 2 %, corados com brometo de etidio (Img/mL). Gel fotogra-
fado com a utilizagdo do programa LPix Image através do aparelho
L.Pix Molecular Imaging Loccus Biotecnology”

O trabalho de Mehrotra et al® mostrou uma
correlacaio de 100 % entre a presenca do gene femA
e os isolados de S. aureus MRSA, semelhantes a este
trabalho uma vez que, o gene femA ¢é reconhecido como
um fator naturalmente codificado no cromossomo
do S. aureus, tem como produto uma proteina de 48
kDa, estd relacionada com o metabolismo da parede
celular bacteriana e pode ser encontrado em culturas

de crescimento ativo. Dias et al'® apds analisarem 200
amostras obtidas de leite de outras regides leiteiras de
Minas Gerais para deteccdo do gene femA por PCR
diretamente do leite cru, encontraram 145 (72,5 %)
amostras positivas para a presenca de S. aureus.

MRSA estdo presentes em diversas propriedades
produtoras de leite, distribuidas em diferentes regides,
com diferentes percentuais® e a presencga do gene mecA
é considerada um pré-requisito para a identificacdo de
S. aureus MRSA de acordo com Mehrotra et al® que
ao examinaram 19 linhagens obtidas de amostras de
MRSA conhecidas, encontraram 18 (94,73 %) eram
positivas para a presenca do gene mecA, responsavel pela
resisténcia a meticilina.

No presente trabalho, 11 amostras de S. aureus
(3,95 %), apresentaram um produto amplificado de 533
pb correspondente ao gene mecA e foram consideradas
resistentes a meticilina ou MRSA, resultados semelhantes
segundo segundo Moon et al*> que, ao avaliarem 140
propriedades produtoras de leite na Korea, identificaram
696 amostras de S. aureus e destes, 19 (2,7 %) foram
resistentes a meticilina. Por outro lado, em Minas Gerais,
Dias et al*® encontraram 18 amostras de leite (11,0 %) 200
isolados de S. aureus como portadoras do gene mecA. Na
obra de Huletsky et al®, testes feitos com uma variedade de
estirpes de Staphylococcus spp. e S. aureus, pelo método de
PCR multiplex, detectaram que em 1.657 estirpes testadas,
1636 (98,7 %) foram identificados como MRSA.

A resisténcia dos Staphylococcus spp. a meticilina
pode ser mediada por um determinante que transporta
o gene mecA estrutural, que por sua vez, codifica
uma proteina de ligacdo a penicilina (PBP) ligada a
afinidade da PBP para beta-lactimicos®*. O provavel
uso indiscriminado dos antimicrobianos disponiveis
no mercado e a alta capacidade adaptativa dos S. aureus
podem possibilitar a selecdo de linhagens resistentes a
diversos antimicrobianos', o que justifica os diferentes
percentuais de amostras de MRSA positivos encontrados.
Da mesma forma, amostras clinicas de S. aureus ou
estafilococos coagulase negativos (SCN) também podem
transportar o gene mecA, muitas vezes sem expressa-lo*.

Teste de Concentragio Inibitoria Minima-CIM
Inicialmente foram realizados testes de difusdao
em agar de acordo com CLSI*?* em todas as amostras
de S. aureus isoladas de leite cru para conhecer o nivel de
susceptibilidade aos diferentes antimicrobianos.
Das 278 coldnias de S. aureus isoladas, foram
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encontradas 263 amostras (94,0 %) susceptiveis a
gentamicina; 222 (80,0 %) a azitromicina; 220 (79,0 %)
a cefalotina; 212 (76,0 %) a sulfametoxazol-trimetoprima
(SUT); 197 (71,0 %) a amoxicilina; 181 (65,0 %) a
lincomicina; 159 (57,0 %) a tetraciclina; 117 (42,0 %)
a enrofloxacina e 29 amostras (10,0 %) susceptiveis a
penicilina (Figura 2).

Figura 2. Perfil de susceptibilidade (método de difusao em agar) fren-
te aos antimicrobianos testados das colonias de S. aureus isoladas a
partir de leite de cinco microrregides do estado de Minas Gerais. a; b;

¢; d; e; com p< 0,0001;

Assim as provas de concentra¢do inibitoria
minima foram realizadas nos isolados resistentes onde
CIM foi definida como a menor concentra¢do em que nao
foi observado nenhum crescimento bacteriano visivel a
olho nu®. Este teste apresenta a vantagem de fornecer
dados quantitativos’ sendo que CIM, e CIM,  indicam
a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento de
50 % e 90 % dos isolados, respectivamente (Tabela 1).

Para analisar o perfil de susceptibilidade
das amostras, pelo método CIM, os dados foram
confrontados com pardmetros de CLSI*®. Somente com
a utilizacdo deste foi possivel fazer a caracterizacdo das
amostras como sensivel (S) ou resistente (R) frente ao
antimicrobiano testado.

Portanto, os pardmetros para avaliar a resposta
das amostras as diferentes concentra¢des, pelo método
CIM, foram: para amoxacilina, < 0,25 (S) a > 0,5 ug/mL
(R); azitromicina, < 2,0 (S) a = 8 pg/mL(R); cefalotina,
< 8,0 (S) a = 32 pg/mL (R); enrofloxacina, < 4,0 (S) a 2
16 ug/mL (R); gentamicina, < 4,0 (S) a > 16 pg/mL (R);
lincomicina, < 0,5 (S) a 2 4ug/mL (R); penicilina G, < 0,12
(S) a 2 0,25 pg/mL (R); sulfametoxazol + trimetoprima
(SUT) < 2,0(S)a=4 pg/mL(R) e tetraciclina, < 4,0 (S)
a > 16 pg/mL (R).

Tabela 1. Concentragéo inibitéria minima-CIM das amostras de S. aureus e respostas de susceptibilidade as diferentes concentragdes dos agen-

tes antimicrobianos testados

Ponto de SRy
Antimicrobiano corte Concentragdes dos antimicrobianos testados e
(n° amostras testadas) ) numero de isolados susceptiveis encontrados em cada concentragao
ng/mL 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256
Enro (161) <4 23 29 24 284 32 138 12
Sut (66) <2 56 5P 1 1 3
Genta (15) <4 1 2 2 2 24 3 1 » 1
Azit (56) <2 7 18 164 2 2 68 5
Tetra (119) <4 39 36" 6 5 3 3 3 18% 6
Cefalo (58) <8 8 9 5 74 3 1 5 8 98 3
Amox (81) <02 30 174 13 8 8B 4 1
Pen G (249) <0,12 46 22 38 B4 27 16 5 18 18 108 11 6
Linco (97) <05 1 12 26 114 4 6 12 208 1 4

Antimicrobiano: Enro = enrofloxacina; Sut = sulfametoxazole + trimethoprim; Genta = gentamicina; Azit =azitromicina; Tetra = tetraciclina; Cefalo =cefalotina;
Amox =amoxacilina; Pen G = penicilina G 10 UL Linco =lincomicina; 1 = Ponto de corte interpretativo de susceptibilidade®’; A = CIM, = Concentragio que
inibiu 50% das amostras testadas; B = CIM,, = Concentragio que inibiu 90% das amostras testadas'
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Enrofloxacina e o sulfametoxazol+trimetoprima
apresentaram atividade inibitoria (CIM, ) para osisolados
de S. aureus, em concentragdes que variaram entre 1-4
pug/mL e 2-4 pg/mL, respectivamente. Em contraste, os
antimicrobianos menos efetivos foram azitromicina com
CIM entre > 2 - > 16 pg/mL; cefalotina com CIM entre
> 1 - > 32 pg/mL; gentamicina e lincomicina com CIM
entre > 2 -> 32 ug/mL; a amoxacilina com CIM entre >
0,5 - > 64 pug/mL; a penicilina G com CIM entre > 1 - >
64 pug/mL e a tetraciclina com CIM entre > 1 - > 128 g/
mL, necessitando de altas concentragdes para inibirem o
crescimento de isolados de S. aureus.

Os  resultados de  susceptibilidade a
enrofloxacina sao semelhantes aos descritos por outros
autores'>'®* que observaram uma CIM > 2 ug/mL
para a enrofloxacina e susceptibilidade de 83 % de
isolados bovinos de infec¢des mamarias causadas por
S. aureus. Por outro lado, o perfil de susceptibilidade
dos isolados de S. aureus frente & gentamicina variou
de 83 a 100 % com CIM = 0,5 pg/mL, enquanto que
frente a associagdo sulfametoxazol+trimetoprima (SUT)
esta susceptibilidade foi de 97,3 %. Desta maneira,
pode-se considerar que nestas concentragdes estes
antimicrobianos seriam mais efetivos para o tratamento
da mastite bovina estafilocdcica.

Quanto a tetraciclina, além de apresentar um
CIM,, de 128 ug/mL foi possivel perceber a presenca de
linhagens frente aos quais o antimicrobiano foi efetivo
somente na concentragdo de 256 pg/mL. Uma possivel
explicagao é a que os isolados remanescentes podem ter
utilizado o mecanismo de efluxo ou outro, onde proteinas
citoplasmaticas protegeram o ribossomo bacteriano da
acao das tetraciclinas permitiram que a sintese proteica
prossiga normalmente®”*’.

Os isolados de S. aureus foram resistentes a
amoxacilina, penicilina e lincomicina, apresentando
CIM,, = 4 ug/mL, CIM, = 64 pg/mL e CIM, = 32 pg/mL,
respectivamente. Neste caso em mais uma vez foi possivel
perceber a presenca de linhagens frente aos quais os
antimicrobianos mostraram atividade bactericida em
concentragdes maiores, que variaram entre 8 e 256 ug/mL.
O trabalho de Gianneechini et al** ao avaliarem S. aureus
encontraram CIM,, >8 ug/mL e 56 % de resisténcia a
penicilina.

Outros trabalhos'>'7!#* apontaram resultados de
resisténcia a beta-lactamicos (em especial a penicilina)
entre 31 a 63 % com CIM > 8 pg/mL. Mesmo que os
valores absolutos de resisténcia encontrados por estes

autores ndo estejam proximos a este trabalho, deve-se
ter em mente que as infec¢des causadas por S. aureus
sao normalmente tratadas com antimicrobianos, cujas
dosagens sdo estabelecidas com base nos resultados
de susceptibilidade observados in vitro, e em dados
farmacoldgicos da droga usada. Fatores inerentes ao
animal podem afetar a concentragéo efetiva da droga no
sitio de agdo. O uso de antimicrobianos para tratamento
da mastite é um passo importante para o controle da
doenga, mas o amplo uso de penicilinas na Medicina
Veterinaria pode favorecer o desenvolvimento de
resisténcia e explicar a maior prevaléncia de amostras
resistentes aos beta-lactamicos®*.

Testes para determinacio da CIM foram
realizados'” para analisar 123 amostras de S. aureus
bovino e evidenciaram 26 % de resisténcia a penicilina
com CIM50 e CIM% em concentracdes de 0,06 a
0,5 pg/mL. Por outro lado, de acordo com Haran et al'é,
apos analisarem 101 amostras de leites crus, coletados de
tanque, identificaram apenas dois isolados MRSA, sendo
50 % deles resistentes a enrofloxacina e 100 % resistentes
a penicilina. Portanto, ndo existem pardmetros que
possam estabelecer quais os percentuais minimos e
maximos de resisténcia dos isolados de S. aureus de casos
clinicos de mastites bovinas, frente aos mais diversos
antimicrobianos. Tal fato enseja a necessidade de sempre
estabelecer o CIM,, quando os testes de susceptibilidade
a antimicrobianos disponibilizados no mercado
apresentem altos indices de resisténcia, bem como uma
menor disponibilidade de produtos para os tratamentos
de mastite. Determinado caso a caso, o CIM,, pode ser
uma ferramenta util para os tratamentos das mastites
estafilocdcicas, quando nao se dispoe de produtos
comerciais em baixas concentracoes.

CONCLUSAO

A identifica¢ao de micro-organismos por meio de
métodos moleculares é cada vez mais recomendada. No
presente estudo, podemos concluir que as amplificagdes
dos genes femA e mecA, por uma PCR Biplex, mostraram-
se Uteis para a identificacdo de S. aureus isolados de
amostras de leite e devem ser recomendadas como uma
alternativa aos métodos bacterioldgicos utilizados para o
diagnoéstico das mastites estafilocdcicas.

E conhecida que a presenga de amostras MRSA
(mecA+) representa uma preocupa¢ao para a saide
publica, especialmente pela sua presenca no leite cru.
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Apesar do baixo percentual de MRSA encontrado entre
os isolados de S. aureus, os resultados forneceram uma
visdo sobre a presenca destes micro-organismos em
algumas propriedades das microrregides analisadas. As
autoridades sanitarias devem estar atentas aos casos de
multirresisténcias aos antimicrobianos.

As respostas das mastites causadas por S. aureus
frente aos tratamentos apresentam resultados variaveis.
As infecgbes causadas por estes micro-organismos
sao normalmente tratadas com antimicrobianos
cujas dosagens sao estabelecidas com base nos
resultados de susceptibilidade observados in vitro, e
em dados farmacologicos da droga usada. O perfil de
susceptibilidade dos S. aureus frente aos antimicrobianos
mostram indices de resisténcia, como observado neste
trabalho. Os resultados dos testes de CIM, permitem
encontrar concentragdes mais altas para o uso de
antimicrobianos e, assim, aumentar os percentuais
de susceptibilidade, como é caso da enrofloxacina e
da associagdo sulfametoxazol+trimetoprima. Pode-se
concluir que a CIM, é recomendada para a indicagdo
terapéutica dos antimicrobianos e, assim, aumentar a
eficiéncia dos tratamentos das mastites estafilococicas.
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