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The use of antibiotic in the control of intramammary infections and in the elimination of
its possible sources in dairy farms is an important control measure. However, the inappro-
priate use of antibiotics can result in the appearance of resistant strains and compromise the
efficiency of the treatment. Besides Staphylococcus spp. are among the main pathogens of
bovine mastitis, they are often resistant to antibiotics, especially beta-lactamics, mainly by
two distinct mechanisms: the production of extracellular enzyme beta-lactamase, encoded
by the blaZ gene, and production of PBP2a or PBP2’ a penicillin-binding protein with low
affinity, encoded by the mecA gene. The expression of mecA gene is constitutive or induced by
beta-lactamic antibiotics, such as oxacillin and cefoxitin. The mecA gene is inserted into the
chromosome through a staphylococcal mobile genetic element, called staphylococcal casset-
te chromosome mec (SCCmec). The present study evaluated the phenogenotypical resistan-
ce profile to beta-lactam antibiotics of 250 Staphylococcus spp isolates, using oxacillin and
cefoxitin as markers in order to produce data to the knowledge of resistance in dairy farms
located in the South-Fluminense and the Metropolitan regions of the State of Rio de Janeiro to
support the implementation of measures to control this disease. The assessment of resistan-
ce was made through 8 different phenotypic tests and yielded 54 profiles. Disk diffusion and
agar screen with oxacillin were used as “gold standard” for the calculation of sensitivity, spe-
cificity and prediction once they are recommended by the CLSI veterinarian as standardized
tests. Disk diffusion with cefoxitin achieved the best performance in the prediction of oxa-
cillin resistance. Genotypic detection of mecA do not provided any positive isolate, otherwise
mecl and mecRI genes were also detected in 11.6% (29/250) of the studied Staphylococcus
spp. Four cassette mec types were detected (], I, Il and IV), being type I the most dissemi-
nated one. Gene blaZ was detected in 5.2% (13/250) isolates. From these 13 blaZ positive
isolates, the whole system comprising blaR1-blal-blaZ was detected in 23.1% (3/13) isolates.
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RESUMO.- A utiliza¢do de antibidticos no controle das in-
feccoes intramamarias e na eliminacao de provaveis fontes
de infec¢do nas fazendas leiteiras se constitui em impor-
tante medida de controle. No entanto, o uso inadequado
de antibi6ticos no tratamento da doenga pode selecionar
cepas resistentes e comprometer a eficiéncia do tratamen-
to. Bactérias do género Staphylococcus spp. estdo entre os
principais agentes etiolégicos da mastite bovina e sio fre-
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qlientemente resistentes aos antimicrobianos, em especial
aos beta-lactamicos, principalmente por dois mecanismos
distintos: a produgdo da enzima extracelular beta-lacta-
mase, codificada pelo gene blaZ, e a producdo de PBP2a ou
PBP2’, uma proteina ligante de penicilina de baixa afinida-
de, codificada pelo gene mecA. A expressdo do gene mecA
é constitutiva ou induzida por antibiéticos betalactamicos,
como a oxacilina e cefoxitina. O gene mecA esta inserido
no cromossomo através de um elemento genético movel,
denominado cassete estafilocdcico cromossémico mec (SC-
Cmec). O presente estudo avaliou o perfil fenogenotipico
de resisténcia aos beta-lactamicos em 250 isolados de Sta-
phylococcus spp., utilizando os marcadores oxacilina e ce-
foxitina, de modo a produzir dados que possam contribuir
para o conhecimento da resisténcia antimicrobiana em al-
gumas propriedades leiteiras das regides Sul-Fluminense e
Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro com o objetivo
de subsidiar a implementacdo de medidas de controle des-
sa enfermidade. A avaliacdo da resisténcia foi feita a partir
de 8 diferentes testes fenotipicos, sendo obtidos 54 perfis.
Os testes de difusdo em disco simples e agar screen com
oxacilina foram utilizados como “padrdo ouro” para os cal-
culos dos valores de sensibilidade, especificidade e predi-
¢do por serem preconizados pelo CLSI veterinario. O teste
de difusdo em disco simples com cefoxitina foi o de melhor
desempenho na predi¢do da resisténcia a oxacilina. Na ava-
liacdo genotipica, nao foi detectado qualquer isolado positi-
vo para o gene mecA, ja os genes mecl e mecRI foram detec-
tados igualmente em 11,6% (29/250) dos Staphylococcus
spp. avaliados. Foram detectados os quatro tipos de cassete
mec analisados (I, II, Il e IV), sendo o tipo I o que teve mais
ampla distribuicdo entre as regides estudadas. Gene blaZ
foi detectado em 5,2% (13/250) dos isolados, sendo que
nestes, todo o sistema blaZ-blal- blaR1 foi detectado em
23,1% (3/13) dos isolados.

TERMOS DE INDEXACAO: Mastite bovina, resisténcia antimicro-
biana, Staphylococcus spp.

INTRODUCAO

O prejuizo acarretado pela mastite bovina corresponde
aproximadamente a 25% de todas as doengas de impor-
tancia econdmica (Busato et al. 2000). No Brasil o produ-
tor arca com altos custos para tratar as vacas com mastite.
Em 2008, por exemplo, quando a produgdo no pais foi de
27 bilhdes de litros, a perda estimada foi de R$ 2,3 bilhges
(Embrapa 2012).

Dentre as medidas adotadas para reducdo dos indices
de infeccdo da glandula mamaria, estdo a adogdo de medi-
das higiénicas durante a ordenha, bem como a utilizagdo
de antibiéticos no controle das infec¢gdes intramamarias e
na eliminacdo de provaveis fontes de infec¢ao nas fazendas
leiteiras (Erskine 2000). No entanto, o uso inadequado de
antibidticos no tratamento da doenga pode gerar o apareci-
mento de cepas resistentes e comprometer a eficiéncia do
tratamento (Barberis et al. 2002).

Bactérias do género Staphylococcus spp. estdo entre os
principais agentes etiolégicos da mastite bovina e sao fre-
qlientemente resistentes aos antimicrobianos, em especial
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aos beta-lactamicos, limitando assim, a escolha do antibi-
Otico para o tratamento das infec¢des causadas por este
agente (Coelho et al. 2009).

A resisténcia estafilocdcica aos antibiéticos beta-lac-
tamicos deve-se principalmente a dois mecanismos dis-
tintos: a produgdo da enzima extracelular beta-lactamase,
codificada pelo gene blaZ, geralmente alocado em plas-
mideos, podendo também ser cromossomal. Esta resis-
téncia pode ser constitutiva ou regulada pela presenca do
antibidtico, através de dois genes adjacentes, blal e blaR1,
onde o primeiro é um repressor da transcricdo de blaZ, e
o segundo, um anti-repressor (Lowy 2003) e a producdo
de PBP2a ou PBP2’, uma proteina ligante de penicilina de
baixa afinidade, codificada pelo gene mecA (Kuroda et al.
2001). Hiramatsu e colaboradores (2001) identificaram
o elemento regulador mecR1-mecl, que tem atividade re-
pressora e anti-repressora, respectivamente, sobre o gene
mecA. A expressdo do gene mecA é constitutiva ou induzida
por antibidticos betalactdmicos, como a oxacilina e cefoxi-
tina (Lowy 2003). O gene mecA esta inserido no cromos-
somo estafilocécico através de um elemento genético mé-
vel, denominado cassete estafilocdcico cromosséomico mec
(SCCmec). O SCCmec é composto por diversos elementos
genéticos essenciais: o complexo mec, composto pela ilha
de patogenicidade 1S431, os genes mecA e seus regulado-
res mecl e mecR1, e o complexo ccr (Cassete Chromossome
Recombinases), caracterizado pela presenca de genes que
codificam recombinases. Em todos os tipos de SCCmec, a
sequéncia do gene mecA é altamente conservada em cepas
de Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp. coagulase
negativos (Weller 2000, Ma et al. 2002). Com base na clas-
se do complexo dos genes mec e ccr presentes e em suas
combinacdes, os cassetes SCCmec sdo classificados em sete
tipos, [, I, I11, IV, V, VI e VII (Oliveira et al. 2006). Os elemen-
tos SCCmec tipos [, 1, 11l e VI estdo mais associados a in-
fecgdes causadas por Staphylococcus spp. de origem noso-
comiais, enquanto que os tipos IV, V e VII sdo encontrados
com maior freqiiéncia em Staphylococcus spp. de infec¢oes
comunitaria (Hisata et al. 2005, Kluytmans-Vanden Bergh
& Kluytmans, 2006, Kondo et al. 2007, Boyle-Vavra & Daum
2007, Deurenberg & Stabberingh 2009)

Através do desenvolvimento de forma integrada de um
projeto de extensao e pesquisa, objetivou-se conhecer a re-
alidade de algumas propriedades leiteiras das regides Sul-
-Fluminense e Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro.
Foram efetuadas visitas que permitiram observar o manejo
e as condi¢Oes sanitarias destas, bem como coletar amos-
tras para isolamento bacteriano e para avaliagido do perfil
fenogenotipico de resisténcia desses isolados.

MATERIAL E METODOS

Isolamento bacteriano e identificacao fenotipica

Foram coletadas 272 amostras de leite de vacas positivas ao
“California Mastitis Test” (CMT) em 8 propriedades, sendo 4 loca-
lizadas em Rio Claro (n=100), 1 em Pirai (n=40), 2 em Paracambi
(n=31) e 1 em Seropédica (n=101), todas cidades pertencentes ou
adjacentes a regido Sul Fluminense do Rio de Janeiro. O isolamen-
to e a identificacdo bacteriana foram feitos segundo Koneman et
al. (2008). Os isolados foram submetidos aos testes de suscetibili-
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dade segundo os padrdes do Clinical Laboratory Sandart Institute
(CLSI, 2011). Para comparagdo e controle dos testes foi utilizada
a cepa padrao ATCC 43300 Staphylococcus aureus obtida junto ao
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude/INCQS/
Fiocruz.

Testes fenotipicos de resisténcia aos antimicrobianos

Para anélise fenotipica da resisténcia aos betalactamicos fo-
ram realizados os testes de difusdo em disco simples com oxaci-
lina (1mg) e cefoxitina (30mg). Para analise especifica da resis-
téncia a oxacilina foram também realizados os ensaios de difusdo
em disco modificada (dgar suplementado com 4% de NacCl) e agar
“screen” (agar Mueller Hinton suplementado com 4% de NaCl e
oxacilina na concentragdo final de 6pg/ml de antibiético) segun-
do Kohner et al,, (1999). Ambos antimicrobianos foram avaliados
pelos ensaios de microdiluigdo em caldo e microdilui¢do em agar
(determinagdo da concentragdo inibitéria minima) em diferen-
tes concentragdes que variaram de 0,25pg/ml; 0,5ug/ml; 1,0pg/
ml; 2,0pg/ml; 4,0pg/ml, 8,0pg/ml, 16pg/ml, 32ug/ml, 64pg/mli,
128pgc /ml, 256pg/ml e 512pug/ml em caldo e em agar Miieller
Hinton (MH), respectivamente (CLSI 2011).

PCR

Para a extracdo do DNA bacteriano, foi ajustada metodologia
proposta por Coelho et al. (2009), onde as col6nias foram cresci-
das em caldo BHI (MERCK), centrifugadas (14.000 rpm x 1 min)
e lavadas com tampédo TE (Tris-EDTA) por duas vezes. O pellet
foi ressuspenso em 250ml de tampdo de extragdo (NaCl 150mM;
Tris-HCl 100mM-EDTA 20mM) e a lisostafina (SIGMA) foi adicio-
nada (20mg/ml) para posterior incubagio (372C x 30 min). A
lise foi completada por adigdo de SDS (3mg/ml), incubagdo em
banho-maria (502C x 1 h) e resfriamento (-202C x 10 min). Apds
centrifugacdo (14.000 rpm x 10 min) o sobrenadante foi transferi-
do para um novo microtubo, onde foi adicionado o mesmo volume
de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Apds nova centrifugacdo
(14.000 rpm x 1 min) o sobrenadante foi transferido para um
novo microtubo, adicionado NaCl (0,3M) acrescentado 2 volumes
de etanol (100%) seguido de incubagdo (-202C “overnight”). Pos-
teriormente procedeu-se a centrifugacao (14.000 rpm x 30min) e
o pellet foi lavado com etanol (70%) para posterior secagem em
temperatura ambiente e ressuspensdo em agua mili-Q.

Foi realizado ensaio de PCR multiplex para detec¢ao dos genes
Staph (Zhang et al. 2004) e S. aureus (Straub et al. 1999). Adici-
onalmente foi realizada a detecgdo do gene coa (Karahan & Ce-
tinkaya 2006). Apds essa etapa, foram realizadas amplifica¢ées
dos genes espécie-especificos, S. intermedius (nuc 3 e 4) (Silva et
al. 2003) e SIG (pta) (Bannoehr et al. 2006) para outras espécies
de estafilococos coagulase positivos (ECP).

Também foram realizadas reagdes de PCR para amplificacdo
dos genes relacionados a producdo de B-lactamases de Staphylo-
coccus spp., genes do sistema blaZ (Rosato et al. 2003) e mec (Co-
elho et al. 2007; Lencastre et al. 2002; Rosato et al. 2003) para
todos os isolados de Staphylococcus spp. do presente estudo.

Além disso, foi realizada a técnica de PCR multiplex para am-
plificacdo do gene mecl, referente aos SSCmec tipos II e III; do
gene cif, relacionado ao SSCmec tipo I e do gene dcs, correspon-
dente aos SSCmec tipos |, Il e IV (Lencastre et al. 2002).

Analise estatistica

Os perfis de resisténcia antimicrobiana obtidos nos diferen-
tes testes foram expressos em porcentagens analisadas de forma
descritiva. Os percentuais de sensibilidade, especificidade, valo-
res preditivos positivos (VPP) e negativos (VPN) dos testes feno-
tipicos de suscetibilidade a oxacilina e cefoxitina foram calcula-

dos considerando os resultados obtidos nos testes de Difusdo em
Disco Simples (DDS) e Agar Screen (AS) padronizados pelo CLSI
veterinario (2008).

RESULTADOS

A partir das 272 amostras de leite, foram isolados 250
Staphylococcus spp. A identificagdo fenogenotipica das
espécies revelou 58% (145/250) de Staphylococcus spp.
coagulase negativos e 42% (105/250) de Staphylococcus
spp coagulase positivos, através da amplificacdo dos genes
Staph e coa. Dentre as espécies coagulase-positivas iden-
tificadas obteve-se 36,2% (38/105) de S.aureus, 11,4% de
S.intermedius (12/105) e 3,8% (4/105) de Staphylococ-
cus spp coagulase positivos do grupo SIG, de acordo com
o perfil bioquimico e a amplificacdo dos genes especificos
de caracterizacdo. Os demais 51 (48,6%; 51/105) isolados
foram fenotipicamente caracterizados como estafilococos
coagulase-positivos, no entanto ndo amplificaram qualquer
dos genes de caracterizagdo especifica utilizados: DNAr de
S.aureus, nuc3, nuc4 e pta.

Para avaliar a sensibilidade/especificidade dos tes-
tes fenotipicos de resisténcia a oxacilina e cefoxitina foi
tomado como padrdo ouro, os testes de difusdo em disco
simples (DDS) e 4gar screen (AS) preconizados pelo CLSI
veterinario (2008). Cabe ressaltar que o CLSI para analise
de material humano também preconiza a microdilui¢cdo em
caldo (2011). Foram obtidos 54 perfis de resisténcia para
tais testes.

Todos os isolados estudados foram negativos para o
gene mecA, mesmo aqueles que apresentaram resisténcia
fenotipica nos testes preconizados. O controle positivo
cepa ATCC 43300 de Staphylococcus aureus aureus ampli-
ficou para os dois genes da reacdo de multiplex (Staphy e
mecA) em todos os ensaios realizados, bem como para to-
dos os genes do complexo mec, descartando qualquer pos-
sibilidade de erro na execucdo da técnica. Os genes mecl
e mecRI foram detectados igualmente em 11,6% (29/250)
dos Staphylococcus spp.

O cassete tipo I foi o de mais ampla distribuicao entre
as regides estudadas. Na regido de Rio Claro foi observada
predominancia do cassete tipo I, os isolados do grupo SIG
apresentaram apenas cassete tipo 1. Na regido de Pirai fo-
ram detectados os cassetes I, II e III. Onde o I encontram-
-seem 40% dos S. intermedius e o 1l com 20% nesta mesma
espécie. Ja o cassete tipo III apresenta-se com 26,08% em
ECN. Em Paracambi, aparecem apenas os tipos de cassete I
e II, sendo o tipo I com 20% para ECP e 10,52% para ECN;
e o tipo Il com 20% para ECP. No municipio de Seropédi-
ca predominaram os tipos de cassete I e IV, em que o tipo
I apresentou 20% para ECP e o tipo IV apresentou 33,3%
para S. aureus e 30% para ECP.

Foi possivel detectar que 5,2% (13/250) dos isolados
apresentou o gene blaZ sendo que 15,4% (2/13) dos iso-
lados foram positivos apenas para o gene blaZ (indutor). O
sistema completo blaZ-blal- blaR1 foi detectado em 23,1%
(3/13) dos isolados, mecA-negativos e fenotipicamente re-
sistentes a oxacilina. Foi detectada a presenca dos genes
blaZ-blal em 61,5% (8/13) dos Staphylococcus spp. avalia-
dos. Apenas 7,7% (1/13) dos Staphylococcus spp. foi blaZ-
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-blal positivo, mecA negativo e fenotipicamente resistente
a oxacilina.

DISCUSSAO

O alto percentual de ECN encontrado neste trabalho pode
estar relacionado a casos de mastite subclinica, causando
uma infecgdo leve, que pode evoluir para cura espontanea
ou se agravar para mastite clinica (Amaral et al. 2003). No
presente trabalho, foi possivel observar que a maior fre-
qiiéncia de isolamentos dos ECNs se deu a partir das amos-
tras de leite de vacas que apresentavam CMT fracamente
positivo. A literatura tem reportado que a freqiiéncia de
ECNs implicados na mastite clinica e subclinica em todo o
mundo tem aumentado consideravelmente, tornando-os
agentes emergentes na etiologia das mastites bovinas (Pi-
tkala et al. 2004, Freitas et al. 2005). Além disso, o carrea-
mento de genes de resisténcia antimicrobiana por ECNs em
ambiente de producio leiteira representa um risco poten-
cial para sanidade animal e satide ptblica, tanto pela trans-
feréncia genética interespecifica, incluindo para Staphylo-
coccus aureus, como pela transmissdo direta de patégenos
resistentes (Walther & Perreten 2007)

De acordo com os resultados dos oitos testes fenotipicos
realizados foi observada uma significativa variagdo nos per-
fis de resisténcia obtidos, evidenciando a heterogeneidade
da resisténcia dos Staphylococcus spp. a oxacilina e cefoxiti-
na. Tal heteroresisténcia se caracteriza pela presenca tanto
de organismos suscetiveis que exibem crescimento atipico
de Staphylococcus ndo-heteroresistentes, quanto organis-
mos resistentes que crescem mais lentos, ou em condi¢des
distintas de temperatura e NaCl (Aarestrup et al. 2001).

Para avaliar a sensibilidade/especificidade destes testes
tomamos como padrdo ouro, os testes de difusdo em disco
simples (DSO) e 4gar screen (AS) com oxacilina preconiza-
dos pelo CLSI veterinario (2008). Cabe ressaltar que o CLSI
(2011) para andlise de material humano também preconiza
a microdiluicdo em caldo. Ao analisar os 54 perfis obtidos
foi observado que em 64,81% (35/54) houve similaridade
entre os resultados obtidos por DSO e AS correspondendo a
70% do total de isolados (175/250). Tais perfis foram con-
siderados para os calculos dos valores preditivos positivo
e negativo, e valores de especificidade e sensibilidade dos
demais testes conforme Quadro 1.

Quadro 1. Percentagem de sensibilidade, especificidade,
VPP e VPN para os testes fenotipicos realizado

Testes* Valores (%)
Sensibilidade Especificidade VPP VPN
DM 53 85 48 87
DSC 87 85 77 92
cco 96 22 76 70
CAO 91 50 75 78
ccc 98 32 90 73
CAC 95 45 82 77

*Teste de resisténcia a oxacilina; DM = Difusao em Disco Modificada; DSC =
Difusao em Disco Simples com Cefoxitina; CCO = Concentragao Inibitdria
Minima em Caldo de Oxacilina; CAO = Concentragdo Inibitéria Minima
em Agar de Oxacilina; CCC = Concentragio Inibitéria Minima em Caldo de
Cefoxitina; CAC = Concentragio Inibitéria Minima em Agar de Cefoxitina.
VPP = Valor preditivo positivo; VPN = Valor preditivo negativo.
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Ao analisar os resultados obtidos é possivel observar
que o teste de Difusdo em Disco Simples com Cefoxitina
(DSC) é o de melhor desempenho quando comparado aos
testes padrdo. Suas caracteristicas de sensibilidade, espe-
cificidade e valores de predicdo aliadas ao seu baixo custo
e facil execucdo permitem que este venha a ser uma alter-
nativa valorosa na predicdo fenotipica da resisténcia aos
beta-lactamicos. Os resultados obtidos no presente traba-
lho confirmam a validade desse teste como ferramenta util
também para o dignoéstico bacteriolégico clinico em Medi-
cina Veterindria.

Todos os isolados estudados foram negativos para o
gene mecA, mesmo aqueles que apresentaram resisténcia
fenotipica nos testes preconizados, exceto a cepa padrio,
descartando qualquer possibilidade de erro na execucdo
da técnica. Os genes mecl e mecRI foram detectados igual-
mente em 11,6% (29/250) dos Staphylococcus spp. Até o
momento, em nossos estudos, ndo tem sido observada
correlacdo entre os perfis fenotipicos de resisténcia e a de-
teccdo génica, desse modo, pretendemos em etapa futura,
investigar os processos de regulagem e transcri¢do génica
do mecA, bem como do produto dessa expressao, no caso a
proteina de baixa afinidade PBP2a.

Apesar da ndo deteccdo de isolados mecA positivos, fo-
ram detectados os quatro tipos de cassete nos isolados es-
tudados, o que causa uma série de questionamentos, uma
vez que todo MRSA deveria apresentar o gene mecA em seu
cassete. Entretanto, no periodo de janeiro de 2006 a junho
de 2011, a partir da analise de 12.691 isolados de origem
humana coletados na Alemanha, foi encontrado um novo
tipo de cassete em 11 isolados, denominado cassete tipo XI.
A cepa foi nomeada MRSA CC130 e contém um homélogo
do gene mecA, denominado mecA ,,., (Cuny etal. 2011).

Este homélogo do gene mecA foi descrito em casos de
mastite bovina e mais recentemente em seres humanos am-
bos no Reino Unido (Shore et al. 2011, Garcia-Alvarez et al.
2011). Isolados oriundos de seres humanos com fenétipo
de MRSA, negativos para mecA e positivos para mecA ..,
foram encontrados na Inglaterra e na Dinamarca. Curiosa-
mente, este homdlogo do gene mecA nido é detectado por
PCR com primers para detec¢do de mecA(Cuny etal. 2011).

Até o momento MRSA ST130 ainda nao foi isolado de
bovinos, mas parece ter uma origem animal provavel, pois
ja foi isolado a partir de um swab nasal de um veterina-
rio em Baviera (Cuny et al. 2011). Além disso, conforme foi
relatado na Dinamarca e no Reino Unido, MRSA ST130 é
absolutamente capaz de colonizar e causar infecgdes em
bovinos e em seres humanos (Shore et al.,, 2011; Garcia-
-Alvarez et al. 2011). Vale ressaltar que isolados resistentes
a oxacilina e cefoxitina que se apresentem negativos para
mecA, devem ser submetidos ao PCR para mecA ., ., Estu-
dos futuros devem mostrar se ha diferencas na capacidade
de disseminacdo entre seres humanos de S. aureus e MRSA
ST130 (Cuny C et al. 2011).

O cassete tipo [ foi o de mais ampla distribuicdo entre
as regides estudadas, justificado a alta resisténcia aos beta-
-lactdmicos encontrada neste trabalho, uma vez que este
tipo de cassete, assim como o cassete tipo [V contém o gene
mecA como o Unico determinante de resisténcia, causando
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resisténcia apenas a esta classe de antimicrobianos (Boyle-
-Vavra & Daum 2007).

Na regido de Rio Claro foi observada predominancia
do cassete tipo I, os isolados do grupo SIG apresentaram
apenas cassete tipo III. Na regido de Pirai foram detecta-
dos os cassetes I, I e III. Os tipos de cassete II e III contém
multiplos determinantes para resisténcia, como plasmide-
os integrados e transposons, e sdo responsaveis pela multi-
-resisténcia normalmente encontrada em cepas de origem
hospitalar. Devido ao seu tamanho, a transferécia horizon-
tal dos SCCmec tipos II e III é dificil quando comparados
com o tipo IV, e a disseminacdo destes elementos ocorre
principalmente como resultado da pressdo seletiva da ex-
posicdo a antibidticos (Boyle-Vavra & Daum 2007). Em Pa-
racambi, aparecem apenas os tipos de cassete I e II. O cas-
sete tipo 1V foi prevalente no municipio de Seropédica. No
municipio de Seropédica predominaram os tipos de cassete
[ e IV. Devido ao seu menor tamanho e auséncia de outros
genes de resisténcia, as cepas cassete SCCmec tipo IV sdo
provavelmente mais mdveis, conferindo vantagem fora da
pressdo relacionada a antibiéticos em ambiente hospitalar,
possibilitando sua rapida disseminacdo na comunidade
(Cohen 2007).

Foi considerado um possivel envolvimento de
B-lactamases como explicagdo para o mecanismo de resis-
téncia observado nos isolados mecA-negativos e fenotipi-
camente resistentes a oxacilina. No entanto, o gene blaZ
foi detectado em 5,2% (13/250) dos isolados, sendo que
nestes 13 isolados, todo o sistema blaZ-blal- blaR1 foi de-
tectado em apenas 3 isolados (23,1%) e apenas 1 isolado
foi blaZ-blal positivo, mecA negativo e fenotipicamente
resistente a oxacilina. Este resultado ndo subsidia o envol-
vimento do complexo blaZ na resisténcia detectada, seme-
lhantemente ao ocorrido com o complexo mecA. Por outro
lado, estes dados corroboram com a atual discussio sobre
o envolvimento de outros mecanismos de resisténcia, tais
como, a presenca do gene homodlogo mecA .., ou outras
classes de PBPs (por exemplo, PBP3 e PBP4). Memmi et
al. (2008) reportam ser a PBP4 o elemento chave para a
resisténcia aos beta-lactimicos em cepas CA-MRSA e que
a PBP2a, produto do gene mecA, ndo é determinante para
a resisténcia a oxacilina. Com base no exposto, considera-
-se que a multiplicidade de fatores associados a resisténcia
aos B-lactamicos requer uma investigacdo minuciosa que
inclua a deteccdo de diferentes marcadores genéticos de
resisténcia, bem como o estudo da regulacdo da expressao
génica do sistema mec, para aprofundar a compreensio do
real valor de sua detec¢do na predicdo da resisténcia aos
antimicrobianos -lactamicos, conforme preconizado pelo
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).

CONCLUSOES

O presente estudo revelou a prevaléncia de Staphylo-
coccus spp. coagulase negativos (58%) corroborando com
relatos de sua atual emergéncia nos casos de mastite bo-
vina. Dentre os coagulase-positivos, Staphylococcus aureus
confirmou-se como espécie prevalente (36,2%).

Foram detectados 54 perfis fenotipicos de resisténcia a
oxacilina e cefoxitina, sendo Difusdo em Disco Simples com

Cefoxitina (DSC) o teste de melhor desempenho quando
comparado aos testes padrao.

A baixa correlacdo entre a resisténcia fenotipica ob-
servada e a deteccdo dos complexos génicos mecA e blaZ
corrobora com a atual discussdo sobre o envolvimento de
outros mecanismos, a serem estudados, de resisténcia aos
beta-lactamicos.
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