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INTRODUCAO

A mastite caprina ¢ uma enfermidade definida como a inflamacdo da glandula
mamaria, que pode ser classificada em clinica e subclinica, de acordo com a presenga ou ndo
de sinais clinicos, nesta ordem (MELO, 2012; ORDONHO, 2021). A etiologia da mastite
expde uma multiplicidade de agentes, sobretudo os agentes bacterianos (ACOSTA et al.,
2016). Dentre os agentes bacterianos causadores de mastite caprina, observa-se uma elevada
ocorréncia do género Staphylococcus, onde os quais podem ser agrupados de acordo com a
producdo da enzima coagulase em Staphylococcus coagulase positiva (SCP) e
Staphylococcus coagulase (SCN) (TORTORA; FUNK; CASE, 2017).

Os Staphylococcus coagulase negativa (SCN) sdo o grupo de microrganismos de
maior ocorréncia em glandulas mamarias de caprinos, onde podem causar infeccdes
persistentes ao longo da lactacdo ou até mesmo durante o periodo seco (MELO, 2012;
ANDRADE et al., 2012).

O controle da mastite em rebanhos leiteiros é feito, dentre outras medidas, pelo uso
de antimicrobianos, preferencialmente de curto espectro. Para tanto, se faz necessario a
identificacdo do agente etiolégico, 0 que na maioria das vezes ndo é possivel,

particularmente em animais de fazenda, o que leva a utilizacdo de antimicrobianos de amplo
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espectro como uma alternativa vantajosa. No entanto, a utilizacdo desses antimicrobianos
apresenta uma grande desvantagem, que é o surgimento de cepas bacterinas resistentes,
como é o caso de Staphylococcus aureus, recorrente em casos de mastite de ruminantes
(BELO, 2016; TORTORA; FUNK; CASE, 2017).

A resisténcia bacteriana pode ser considerada um fendmeno ecolédgico que ocorre
como resposta da bactéria frente ao amplo uso de antibidticos e sua presenca no meio
ambiente. Os mecanismos pelos quais as bactérias se tornam resistentes aos antibidticos sdo
a inativacdo do antibidtico por alteracdes quimicas, modificacdo do alvo que leva a perda de
sensibilidade ao antibiético, bombeamento do antibidtico para o meio extracelular e
impermeabilidade a droga (BARBOSA et al., 2022).

O sistema de bombeamento ou efluxo € um dos mecanismos de resisténcia bacteriana
que as tornam tolerantes aos antibicticos. E mediado por canais transportadores presentes na
membrana plasmatica das bactérias, constituidos por proteinas. Funcionalmente tem a
capacidade de eliminar, para 0 meio extracelular, compostos nocivos para a célula (CUNHA,
2023). Logo, quando expressas, conferem um elevado nivel de resisténcia a antibidticos que
sdo Uteis na clinica médica (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2008; CUNHA, 2023). Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca do mecanismo de bomba de efluxo
em Staphylococcus spp. isolados de mastite caprina.

FUNDAMENTACAO TEORICA

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é uma preocupacdo mundial e tem sido motivo de
frequentes discussdes, uma vez que impactam diretamente a salde Unica (SILVA et al., 2020).
Em espécies do género Staphylococcus é a RAM um fendmeno frequente, favorecido pelo uso
indiscriminado de antibidticos em animais de producdo, causando pressdo seletiva sobre a
microbiota, selecionando os patdgenos resistentes (GUEDES, 2021).

Pela primeira vez identificadas em cepas de Escherichia coli resistentes a tetraciclina,
as bombas de efluxo, também conhecidas como sistemas de efluxo répido, sdo proteinas
transmembrana com a capacidade de expelir diversas moléculas para fora das células. Esse
mecanismo, quando presente, evitam que substancias indesejadas se acumulem no citoplasma
celular e, de certa forma, bloqueando seu acesso aos locais de acdo pretendidos (DZIDIC;
SUSKOVIC; KOS, 2008).

Nas bactérias, as bombas de efluxo desempenham um papel crucial na fisiologia e na
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defesa desses microrganismos, j& que sdo responsaveis por exportar uma ampla gama de
substratos, incluindo antimicrobianos como fluoroquinolonas, tetraciclinas e cloranfenicol.
Além disso, elas podem eliminar corantes como brometo de etidio e acriflavina, bem como
toxinas (BLAIR et al., 2015).

O mecanismo de bomba de efluxo pode ser expresso frente a todas as classes de
antibidticos, porém, por meio de sua categorizagdo em cinco classes de transporte, pode
apresentar bombas que sdo especificas e eficazes na presenca de macrolideos, tetraciclinas e
fluoroquinolonas (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2008; TINTINO, 2018).

METODOLOGIA

Ao todo 95 amostras de Staphylococcus spp. fizeram parte do estudo, tais amostras
fazem parte do banco de amostras do Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal
do Agreste de Pernambuco e foram isoladas de cabras com mastite subclinica, oriundos de
rebanhos leiteiros localizados em municipios dos estados de Pernambuco, Paraiba, Rio de
Janeiro e Ceard. Os isolados estavam criopreservados em freezer a -70°C, onde foram
reativadas em meio BHI (Brain Heart Infusion, Himedia, India). O mecanismo de bomba de
eflexo foi pesquisado utilizando-se a metodologia proposta por Ugwuanyi et al. (2021), com
modificacOes; baseado na capacidade dos bactérias expulsarem o brometo de etidio (BrEt).

No dia do experimento foram preparadas placas com Agar Mueller Hinton (KASVI,
Espanha) contendo 0,5mg/L de BrEt (Invitrogen, EUA.), além de placas sem BrEt
consideradas como controle. Todo o preparo e acondicionamento das placas foram realizados
em ambiente escuro. Além disso, apoés o preparo, as placas foram envolvidas em papel
aluminio para evitar exposicao a luz. As amostras bacterianas foram inoculadas no formato de
estrela radiada e incubadas em estufa de aerobiose a 37° por 24 horas, quando realizou-se a
leitura em transiluminador e foi feito o registro dos resultados.

Para a interpretacdo foram considerados os critérios adotados por Ugwuanyi e
colaboradores (2021), em que amostras apresentando qualquer grau de luminescéncia (brilho)
sdo consideradas negativas para bomba de efluxo. Por outro lado, amostras que nao
apresentam luminescéncia sdo consideradas positivas. Os dados foram tabulados e analisados
em planilhas do Excel®, calculando-se as frequéncias do mecanismo de resisténcia, de acordo

com a especie bacteriana.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa de bomba de efluxo foi realizada em 95 amostras bacterianas do grupo
Staphylococcus coagulase negativa, sendo S. chromogenes (n=19), S. caprae (n=18), S.
simulans (n=19), S. capitis subsp. ureolyticus (n=20) e S. epidermidis (n=19). Como
demonstrado na Figura 01, do total de amostras analisadas, 12 (12,6%) apresentaram reagéo
positiva para a presenca de algum tipo de bomba de efluxo e 83 (87,4%) apresentaram reacéo

negativa.

Figura 01: Frequéncia relativa de amostras de Staphylococcus coagulase negativa positivas e negativas para a
presenca do mecanismo de bomba de efluxo.
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Fonte: Prépria (2023).

Isoladamente foi possivel observar que para cada uma das espécies investigadas, a
espécie S. chromogenes apresentou duas amostras (10,5%) positivas e 17 (89,5%) negativas;
S. caprae duas (11%) positivas e 16 (89%) negativas; S. simulans uma (5,3%) positiva e 18
(94,7%) negativas; S. capitis subsp. ureolyticus cinco (25%) positivas e 15 (75%) negativas e
S. epidermidis duas amostras (10,5%) positivas e 17 (89,5%) negativas para a presenca de
bomba de efluxo.

Os resultados do presente estudo apresentam semelhanca aos demonstrados por Franca
et al. (2012). Avaliando os padrdes de resisténcia antimicrobiana em 210 amostras de
Staphylococcus spp. isoladas de mastite em pequenos ruminantes, os autores obsrvaram que
41 foram consideradas positivas para a presenga de bomba de efluxo, representando 19,5%
dos isolados investigados.

O mecanismo de bomba de efluxo é um fator de viruléncia que contribui para o
aumento do potencial patogénico dos microrganismos. A sua expressdo esta relacionada a

resisténcia simultanea de bactérias frente a diferentes classes de antimicrobianos, onde sdo
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capazes de realizar a extrusdo do farmaco, promovendo fenétipos de resisténcia a multiplos
antibidticos, tais como tetraciclinas e fluoroquinolonas, rotineiramente utilizados na

terapéutica de mastite e outras doencas bacterianas em rebanhos leiteiros (FRANCA, 2021).

CONCLUSOES

Os resultados deste estudo mostram que espécies de Staphylococcus coagulase
negativa isoladas de mastite caprina possuem o mecanismo de bomba de efluxo, dessa forma,
é possivel que o tratamento da enfermidade no ambiente de fazenda podera nédo ser eficaz,

causando prejuizos econdémicos ao produtor e representando riscos a satde Unica.
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