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Resumo. O sistema de efluxo é um dos mecanismos que confere resisténcia bacteriana a
diversas classes de compostos quimicos, seja antibidtico, corante, antisséptico ou
desinfetante. O objetivo deste estudo foi investigar a presenca de bomba de efluxo em
espécies de Staphylococcus coagulase negativa isoladas do leite de cabras com mastite
subclinica. Para investigar a presenca desse mecanismo foi utilizada a metodologia baseada
na expulsdo de brometo de etidio (BrEt). Os resultados obtidos demonstraram que das 95
amostras bacterianas investigadas, 12 (12,6%) foram positivas para a presenca de bomba
de efluxo e 83 (87,4%) negativas. Os isolados de S. capitis subsp. ureolyticus
demonstraram o maior percentual de positividade entre as espécies avaliadas. Os resultados
demonstram que Staphylococcus do grupo coagulase negativa causadores de mastite
caprina portam um importante mecanismo de resisténcia antibi6tica que podera interferir
com o tratamento da enfermidade no ambiente de fazenda, causando prejuizos econdmicos
ao produtor e representando riscos a salde Unica.
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Detection of efflux pump in coagulase-negative Staphylococcus
species isolated from goat mastitis

Abstract. The efflux system is one of the mechanisms responsible for conferring bacterial
resistance to various classes of chemical compounds, whether antibiotic, dye, antiseptic or
disinfectant. The aim of this study was to investigate the presence of efflux pump in
coagulase-negative Staphylococcus species isolated from dairy goats’ subclinical mastitis.
To investigate the presence of this mechanism was used the methodology based on
ethidium bromide (BrEt) expulsion. The results showed that of the 95 bacterial strains
investigated, 12 (12.6%) were positive for the presence of efflux pump and 83 (87.4%)
were negative. The isolates of S. capitis subsp. ureolyticus showed the highest percentage
of positivity among the evaluated species. The results demonstrate that coagulase-negative
Staphylococcus from goat mastitis carry an important antimicrobial resistance mechanism
which may interfere with the treatment of the disease in the farm environment, causing
economic losses to the farmer and representing public health risks.
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Introducéo

A mastite é a inflamacdo da glandula mamaria, que pode ser classificada em clinica e subclinica, de
acordo com a presenca ou ndo de sinais clinicos, nesta ordem (Koop et al., 2010; Tangorra et al., 2010).
Em caprinos, a enfermidade é causada por diversos agentes bacterianos, com elevada ocorréncia de
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espeécies do género Staphylococcus, particularmente do grupo Staphylococcus coagulase negativa (SCN)
(Akter et al., 2020; Brabes et al., 1999; Santos et al., 2011; Suwito et al., 2021). O controle dessa
enfermidade inclui, dentre outras medidas, o uso de antibi6ticos, preferencialmente os de curto espectro
(Alves et al., 2020; Jesus & Coutinho, 2018; Paim et al., 2020). Para tanto, se faz necessaria a
identificacdo do agente etioldgico, o que na maioria das vezes ndo é possivel, principalmente em animais
de fazenda, o que leva a utilizagdo de antibidticos de amplo espectro como uma alternativa vantajosa.
No entanto, o uso incorreto desses farmacos favorece a selecdo de cepas bacterianas resistentes,
comprometendo o sucesso do tratamento e a producéo futura do animal acometido (Morales-Ubaldo et
al., 2023; Spaulding et al., 2018).

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é uma preocupacdo mundial e tem sido motivo de frequentes
discussBes, uma vez que impacta diretamente a satde Unica (Calderon & Ulate, 2017; Estrela, 2018;
Scaldaferri et al., 2020; Souza et al., 2016). Em espécies do género Staphylococcus a RAM ¢é um
fendbmeno frequente, favorecido pelo uso indiscriminado de antibidticos que funcionam como
ferramenta de selecdo de patdgenos resistentes (Naranjo-Lucena & Slowey, 2023; Silva et al., 2020).
Os mecanismos pelos quais as bactérias se tornam resistentes aos antibidticos sdo a inativacao
enzimatica, modificacdo do alvo do antibiotico, bombeamento do antibidtico para o meio extracelular e
impermeabilidade a droga (Wang et al., 2023).

O sistema de bombeamento ou efluxo é um dos mecanismos de resisténcia bacteriana que as tornam
tolerantes aos antibi6ticos. E mediado por canais transportadores presentes na membrana plasmatica das
bactérias, constituidos por proteinas. Funcionalmente tém a capacidade de eliminar, para 0 meio
extracelular, compostos nocivos para a célula. Logo, quando expressas, conferem um elevado nivel de
resisténcia a antibidticos que sdo Uteis na clinica médica (Costa & Silva Junior, 2017; Kumawat et al.,
2023; Souza et al., 2016). Nas bactérias, as bombas de efluxo desempenham um papel crucial na
fisiologia e na defesa desses microrganismos, uma vez que Sdo responsaveis por exportar uma ampla
gama de substratos, incluindo antibi6ticos como fluoroquinolonas, tetraciclinas e cloranfenicol. Além
disso, podem eliminar corantes como brometo de etidio e acriflavina, bem como toxinas (Garcia et al.
2022).

O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de mecanismo de resisténcia baseado na expresséo de
bomba de efluxo em amostras de Staphylococcus coagulase negativa isoladas do leite de cabras com
mastite subclinica.

Material e métodos

Foram avaliadas 95 amostras de espécies 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). Os isolados fazem parte do banco de amostras do Laboratdrio de Microbiologia
da Universidade Federal do Agreste de Pernambuco (UFAPE) e foram caracterizados em trabalhos
anteriores (Lima et al., 2015; Silva et al., 2004). Os isolados estavam criopreservados em freezer a -70°
C e foram reativados em meio BHI (Brain Heart Infusion, Himedia, India) para as analises. O
mecanismo de bomba de efluxo foi investigado utilizando-se metodologia baseada na capacidade das
bactérias expulsarem o brometo de etidio (BrEt), proposta por Ugwuanyi et al. (2021), com
modificagdes. Foram preparadas placas com Agar Mueller-Hinton (KASVI, Espanha) contendo 0,5
mg/L de BrEt (Invitrogen, EUA.) e placas sem BrEt para controle negativo dos ensaios. Todo o preparo
e acondicionamento das placas foram realizados em ambiente escuro. Além disso, ap6s o preparo, as
placas foram envolvidas em papel aluminio para evitar exposi¢do 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 o registro dos resultados. Para a interpretacéo dos dados foram
considerados os critérios adotados por Ugwuanyi et al. (2021), em que amostras apresentando qualquer
grau de brilho sob luz ultravioleta sdo consideradas negativas para bomba de efluxo e aquelas que nao
apresentam sdo consideradas positivas. Os dados foram tabulados e analisados em planilhas Excel®,
calculando-se as frequéncias do mecanismo de resisténcia, de acordo com a espécie bacteriana avaliada.
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Resultados e discussao

Do total de amostras bacterianas analisadas, 12 (12,6%) ndo demonstraram brilho quando expostas
a luz ultravioleta, indicando a presenca de algum tipo de bomba de efluxo que eliminou o corante para
0 meio extracelular. Por outro lado, 83 (87,4%) amostras apresentaram brilho e, portanto, foram
consideradas negativas para a presenca de bomba de efluxo.

A tabela 1 demonstra os resultados observados para cada uma das espécies de SCN investigadas,
destacando-se a espécie S. capitis subsp. ureolyticus com o maior percentual de positividade.

Tabela 1. Frequéncia absoluta e relativa de bomba de efluxo em espécies de Staphylococcus coagulase negativa isoladas de
mastite caprina

Espécie Positiva Negativa

F.A* F.R.** F.A* F.R.**
Staphylococcus chromogenes 2 10,5 17 89,5
Staphylococcus caprae 2 11,0 16 89,0
Staphylococcus simulans 1 5,30 18 94,7
Staphylococcus capitis subsp. ureolyticus 5 25,0 15 75,0
Staphylococcus epidermidis 2 10,5 17 89,5

*F.A. = frequéncia absoluta; **F.R. = frequéncia relativa

Os resultados do presente estudo sdo semelhantes aos demonstrados em outros trabalhos (Andrade
2018; Franca et al., 2012). Estes autores, avaliando os padrfes de resisténcia antimicrobiana em 210
amostras de Staphylococcus spp. isoladas de mastite em pegquenos ruminantes, observaram que 41 foram
consideradas positivas para a presenga de bomba de efluxo, representando 19,5% dos isolados
investigados. Por outro lado, Vieira et al. (2024), avaliando 70 amostras bacterianas do género
Staphylococcus isoladas de mastite bovina, ndo detectaram bomba de efluxo em nenhum dos isolados.
Ambos o0s autores utilizaram a mesma metodologia empregada neste estudo.

Considerando que as espécies de SCN sdo as mais frequentemente isoladas das mastites em caprinos,
particularmente da forma subclinica, os resultados do presente estudo sdo preocupantes, visto que a
expressao de um dado mecanismo de resisténcia por patégeno bacteriano sugere o uso incorreto de
antibidticos em nivel de fazenda, o que pode determinar o insucesso dos tratamentos a base desses
farmacos. Além disso, alertam para o risco que representam os SCN, desde que as espécies desse grupo
poderdo transferir ativamente genes de resisténcia para a espécie Staphylococcus aureus (Egyir et al.,
2022), considerada a mais patogénica do género Staphylococcus e associada a diversas doencas em
humanos e outras espécies animais (Easaw et al., 2022; Jiang et al., 2023; Zhu et al., 2024).

Vale ressaltar que a bomba de efluxo é um fator de viruléncia que contribui para o aumento do
potencial patogénico dos microrganismos. A expressdo desse mecanismo esta relacionada a resisténcia
simultanea de bactérias frente a diferentes classes de antimicrobianos, onde sdo capazes de realizar a
extrusdo do farmaco, promovendo fenétipos de resisténcia a mdaltiplos antibidticos, tais como
tetraciclinas e fluorogquinolonas, rotineiramente utilizados na terapéutica de mastite e outras doencas
bacterianas em rebanhos leiteiros (Pérez et al., 2020; Zhang et al., 2024). Esses sistemas podem
transportar compostos especificos ou podem ser inespecificos, transportando uma variedade de
substratos estruturalmente diferentes, tais como as varias classes de antibidticos (Ghotaslou et al., 2018).
Além disso, os sistemas de efluxo podem estar presentes juntamente com outros mecanismos de
resisténcia antimicrobiana e fatores de viruléncia, tal como a producéo de biofilmes, tornando limitado,
dificil e oneroso o tratamento de infec¢Bes bacterianas (Ugwuanyi et al., 2021).

Concluséo

Os resultados deste estudo demonstram que 0 mecanismo de resisténcia antimicrobiana mediado por
bomba de efluxo esta presente em espécies de Staphylococcus coagulase negativa. A presenca desse
mecanismo em isolados de mastite caprina sugere que o tratamento da enfermidade no ambiente de
fazenda poderd ndo ser eficaz, causando prejuizos econdémicos ao produtor e representando riscos a
saude Unica.
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