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Resumo

A bactéria Staphylococcus epidermidis faz parte da flora comensal de humanos e
animais, sendo considerada um agente patogénico oportunista. Os compostos
antimicrobianos, como antibidticos ou biocidas, sdo amplamente utilizados no
tratamento e prevencdo de infeccGes causadas por esta e outras bactérias na préatica
clinica, humana ou veterinaria. No entanto, o aumento constante da resisténcia a estes
compostos € actualmente um grave problema de saude publica. Um dos mecanismos de
resisténcia a compostos antimicrobianos é a sua extrusdo por bombas de efluxo,
algumas das quais codificadas em plasmideos, como € o caso dos sistemas QacA/B e
Smr. Porém, pouco se sabe acerca da sua prevaléncia e contribuicdo para a resisténcia
aos antimicrobianos em S. epidermidis. Neste trabalho, pretendeu-se avaliar a
frequéncia dos determinantes gacA/B e smr em S. epidermidis isolados de animais ou
humanos em contacto proximo com estes, correlacionando a presenca de QacA/B e Smr
com a capacidade de efluxo e o perfil de susceptibilidade a antibi6ticos.

Para tal, foram estudadas duas coleccdes de S. epidermidis, correspondendo a 17
isolados provenientes de locais de infeccdo em animais de companhia (cées e gatos) e
112 isolados de colonizacdo nasal em profissionais e estudantes de Medicina
Veterinaria. A identificacdo dos isolados foi confirmada através de ITS-PCR e o seu
perfil de susceptibilidade a antibidticos determinado através do método de difusdo em
disco e pesquisa por PCR do gene mecA. Os determinantes plasmidicos qacA/B e smr
foram também pesquisados por PCR. A actividade de efluxo foi detectada pela
determinacdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) de brometo de etideo (EtBr) e
pelo método de “Cartwheel” e caracterizada por fluorometria em tempo-real para um
conjunto de isolados representativos dos genotipos encontrados.

Os isolados de ambas as colecgdes apresentaram uma elevada frequéncia de resisténcia
a diversas classes de antibidticos, nomeadamente, B-lactdmicos, macrdlidos, acido
fusidico e fluoroquinolonas, assim como tetraciclinas para os isolados de infeccdo em
animais, e aminoglicosideos nos isolados de colonizacdo em humanos. A abordagem
metodoldgica aplicada permitiu detectar uma alta frequéncia de isolados com actividade
de efluxo aumentada, correlacionavel com a presenca dos determinantes plasmidicos
gacA, gacB e smr, sendo o primeiro o mais frequente. Os isolados com gacA
apresentaram valores de CMI para o EtBr superiores aos dos isolados com smr, bem
como maior actividade de efluxo.

Entre os 129 isolados de S. epidermidis estudados, 62 sdo multirresistentes aos
antibidticos. Embora os antibidticos ndo sejam substratos dos sistemas de efluxo
estudados, a elevada frequéncia de isolados com gacA/B ou smr nestes isolados indica
uma contribuicdo dos sistemas QacA/B e Smr para este fendtipo, que se sugere ocorra
por co-seleccdo de outros determinantes de resisténcia plasmidicos ou pela vantagem
selectiva que estes sistemas conferem na resposta a agentes antimicrobianos.

As frequéncias de resisténcia aos antibidticos e dos sistemas de efluxo plasmidicos
QacA/B ou Smr observadas nas duas colecgOes de S. epidermidis estudadas realcam a
relevancia da componente veterinaria no desenvolvimento e disseminacao da resisténcia
aos antimicrobianos e a necessidade de realizar mais estudos que incluam esta vertente,



para uma melhor compreensdo deste problema e desenho de estratégias eficazes de
resposta a sua emergéncia.

Palavras-chave: Staphylococcus epidermidis, antibioticos, resisténcia, efluxo, genes
gac



Abstract

Staphylococcus epidermidis is part of the commensal flora of humans and animals, being
considered an opportunistic pathogen. Antimicrobial compounds, such as antibiotics or
biocides, are widely used for treatment and prevention of the infections caused by this
and other bacteria in animal and human clinical practice. However, the increasing
resistance to these compounds became a serious problem of public health. One of the
resistance mechanisms to antimicrobial compounds is their extrusion by efflux pumps,
some of which can be plasmid-encoded, such as the QacA/B and Smr systems. However,
not much is known on their prevalence and contribution to antimicrobial resistance in S.
epidermidis. In this study, we intended to determine the frequency of gacA/B and smr
determinants in S. epidermidis isolates recovered from animals and humans in close
contact with animals, correlating the presence of QacA/B and Smr with efflux activity
and antibiotic susceptibility profile in these isolates.

We studied two collections of S. epidermidis, comprising 17 isolates from infection sites
in companion animals (dogs and cats) and 112 nasal colonization isolates collected from
Veterinary Medicine professionals and students. The identification of isolates was
confirmed by ITS-PCR and their antibiotic susceptibility profile determined by disc
diffusion and detection of the mecA gene by PCR. The plasmid determinants gacA/B and
smr were also screened by PCR. The efflux activity was detected by determining the
minimum inhibitory concentration (MIC) of ethidium bromide (EtBr) and by Cartwheel
method and characterized by real-time fluorometry on a set of representative isolates,
selected according to their genotypes.

Isolates from both collections showed high frequency of resistance to several antibiotics
classes, namely B-lactams, macrolides, fusidic acid and fluoroquinolones, as well as
tetracyclines for the isolates of infection in animals, and aminoglycosides in colonization
isolates in humans. The methodological approach applied allowed to detect a high
frequency of isolates with increased efflux activity, which was correlated with the
presence of the plasmid determinants gacA, gacB and smr, the first of which the most
frequent. The isolates with gacA showed higher MICs for EtBr as compared with the
ones harboring smr, as well as higher efflux activity.

Among the 129 S. epidermidis isolates studied, 62 were multiresistant. Although
antibiotics are not substrates of the efflux systems studied, the high frequency of isolates
with gacA/B or smr in these isolates suggests that the contribution of the QacA/B and
Smr systems to this phenotype, which is proposed to occur either by co-selection of other
plasmidic resistance determinants or by the selective advantage conferred by these
systems against antimicrobials.

The frequency of antibiotic resistance and plasmid efflux systems QacA/B or Smr
observed in the two collections of S. epidermidis studied highlighted the relevance of the
veterinary component in the development and dissemination of resistance to
antimicrobials and the need of additional studies including this component to guarantee a
better understanding of this problem and the design of effective response strategies to its
emergence.

Keywords: Staphylococcus epidermidis, antibiotics, resistance, efflux, gac genes
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1 Introducao

1.1  Staphylococcus epidermidis: caracteristicas gerais e importancia clinica

A espécie Staphylococcus epidermidis, integrada no género Staphylococcus, engloba
bactérias de forma esférica que formam agrupamentos em cacho, Gram-positivas e ndo
endosporogénicas [6]. Como todos os estafilococos, sdo catalase-positivas,
facultativamente anaerdbias, crescem a temperaturas entre os 18°C e os 40°C e possuem
um baixo conteldo em guanina e citosina [6]. Para além disso, distinguem-se de outros
estafilococos por ndo produzirem coagulase nem oxidase, serem susceptiveis a
novobiocina e em meio sélido formarem, tipicamente, colonias de cor branca ou

esbranquicada [8].

S. epidermidis € um dos principais agentes colonizadores da pele e mucosas em
humanos e também em animais, tanto de companhia como de producdo [8]. Devido a
sua natureza comensal, grande parte das infeccOes causadas por S. epidermidis séo de
origem enddgena, razdo pela qual tem sido considerado um agente patogénico
oportunista [95]. De facto, varios estudos tém demonstrado que grande parte das
infeccBes causadas por este microrganismo tem como origem estirpes que colonizam o
individuo infectado [8, 95]. Nos ultimos anos, S. epidermidis tem surgido como um
importante agente patogénico nosocomial, uma vez que afecta individuos
imunocomprometidos portadores de dispositivos médicos, como cateteres
intravasculares e do sistema urinario, ’pacemakers” e implantes prostéticos [46, 140].
Para além disso, na saide animal, esta bactéria pode provocar infeccbes como otites,
lesGes na pele e infeccdes no tracto urinario ou respiratorio em animais de companbhia,

como cdes e gatos, ou animais de producdo [8, 116].

Apesar de S. epidermidis ndo apresentar o potencial patogénico de, por exemplo,
Staphylococcus aureus, ainda assim é capaz de originar diversas infeccdes graves, como
endocardite ou bacteriemia, sendo também um importante agente de infecgdes
associadas a cateteres, material protésico e outros dispositivos médicos. Estas Gltimas

estdo muito associadas com a capacidade significativa que estas bactérias apresentam de



producdo de biofilmes, que tornam muitas vezes as infecgOes resilientes ao tratamento
com antibidticos. [95]. Nos dltimos anos tem-se registado uma reducgdo continua da
susceptibilidade de S. epidermidis a varios antibidticos, incluindo B-lactamicos,
macrolidos, lincosamidas e fluoroquinolonas, sendo a resisténcia a estes antibioticos,
por vezes, mais frequente do que em S. aureus, um dos principais agentes patogenicos

em humanos e também em animais [8, 95].

1.2 Acrescente problemética da resisténcia a compostos antimicrobianos

A resisténcia a compostos antimicrobianos € um problema que, embora ndo seja
recente, tem vindo a aumentar, tendo hoje em dia uma dimenséo preocupante [93, 134].
Dentro das varias perspectivas com que se tem encarado este problema, surge o
conceito “One Health”, que correlaciona a saude humana, a saide animal € o meio
ambiente, reconhecendo a interligacdo entre estas vertentes e a necessidade de as
analisar segundo uma visdo global como via para uma resposta adequada e eficaz aos
crescentes problemas de saude, nas suas vertentes humana ou animal [19]. Indo ao
encontro deste conceito, varios estudos tém sido publicados tentando estabelecer
correlagdes na transmissdo de estirpes resistentes a compostos antimicrobianos entre

humanos, animais e meio ambiente.

O numero de infecgbes causadas por S. epidermidis em ambiente hospitalar tem
aumentado, sendo este microrganismo considerado um dos principais dez agentes
patogénicos de infeccdes nosocomiais na Europa, incluindo em Portugal [42]. Por outro
lado, verifica-se também um aumento das infec¢Ges por S. epidermidis tanto em animais

de companhia como em animais de producéo [5, 37].

Tendo em conta que S. epidermidis € um dos principais colonizadores da pele em
humanos, foram realizados varios estudos para avaliacdo dos perfis de resisténcia desta
bactéria a compostos antimicrobianos, em particular em profissionais de salde ou
estudantes de medicina, tendo sido detectada uma elevada percentagem de S.
epidermidis colonizadores de pele que eram resistentes a meticilina (MRSE) [22, 88,

119]. No entanto, este tipo de estudos ainda é relativamente escasso.



Por outro lado, nos ultimos anos, tem sido dada atencdo crescente aos animais de
companhia como reservatdrios de bactérias resistentes aos antibioticos, uma vez que
estes determinantes de resisténcia podem circular entre animais e humanos [37, 116].
Para além disso, ja foi documentado o isolamento de estirpes MRSE em superficies de

trabalho em instituicGes de saude humana ou animal [110, 131].

Agentes antimicrobianos — principais mecanismos de acgéo e de resisténcia

Tanto na saude humana, como animal ou mesmo na comunidade, 0s compostos
antimicrobianos como antibi6ticos e/ou biocidas sdo vastamente utilizados para o
tratamento e prevencdo de infec¢Ges bacterianas, incluindo as causadas por S.
epidermidis [20, 105, 116]. Os antibioticos sdo compostos naturais ou sintéticos que
podem ter uma ac¢do bacteriostatica (capacidade de inibir o crescimento bacteriano) ou
bactericida (capacidade de eliminar as células bacterianas) [38, 67, 71]. De um modo
geral, estes compostos podem exercer a sua accao através de interferéncia na sintese da
parede celular, por exemplo os B-lactamicos; interferéncia na sintese proteica, caso das
tetraciclinas, macrolidos e cloranfenicol; ou interferéncia no processo de replicacdo do

DNA, como por exemplo as fluoroquinolonas [38, 67, 71] (Figura 1).

As bactérias podem ser intrinsecamente resistentes a uma ou mais classes de
antibiéticos, como Pseudomonas aeruginosa, enquanto outras sdo naturalmente
susceptiveis, como grande parte das espécies pertencentes ao género de Staphylococcus.
No entanto, mesmo bactérias inicialmente susceptiveis podem desenvolver resisténcia a
uma ou mais classes de antibidticos, através de mutacfes espontaneas em genes alvo,
inactivacdo enzimatica do antibiotico, inibicdo da entrada do antibidtico ou activacdo de
bombas de efluxo [38] (Figura 1). Estes encontram-se geralmente localizados em
elementos genéticos moveis, como plasmideos, sendo adquiridos por processos de

transferéncia genética horizontal, como transformacao, conjugagéo ou transducéo [38].
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Figura 1. Representacéo dos alvos dos antibidticos e os principais mecanismos de resisténcia. Adaptado de Costa, 2013 [26].




Na Tabela 1 encontram-se resumidos os mecanismos de accdo das classes de

antibiodticos estudados nesta Dissertacdo, assim como 0s mecanismos de resisténcia a

estes antibidticos ja descritos em estafilococos.

Tabela 1. Mecanismos de accdo de antibi6ticos e principais mecanismos de resisténcia.

Classe de . ~ Prln.C|pa|s Genes envolvidos e A
S Mecanismo de accdo | mecanismos de o Referéncias
antibidticos B sua localizacdo
resisténcia
Inactivacdo blaz (Tn, P, C)
enzimatica T
o Inlblggo da.smtese do [38, 91, 101,
B-lactdmicos peptidoglicano por 132, 133]
ligacéo a PBPs Produgéo de PBP mecA (C) ’
alternativa, PBP2a mecC (C)
Inibico da sintese Metilagdo do alvo | Geneserm (Tn, P, C)
proteica por ligagdo do [91, 132
Macrdlidos antibiotico a sub- Inactivagdo ! '
unidade 50S enzimatica mph(C) (C. P) 133]
ribossomal
Efluxo msr(A) (C, P)
Inactivagdo Inu(A) (P)
enzimatica Inu(B) (P,C)
Inibicdo da sintese
proteica por ligagdo do A Genes erm (Tn,P, C)
Lincosamidas antibidtico a sub- Metilagdo do alvo cfr (P, C) [111%’532’
unidade 50S
ribossomal Isa(B) (P)
Efluxo Isa(E) (P, C)
Genes vga (Tn, P, C)
Inibigdo da sintese de e gyrA/B (C)
; Modificacdo do alvo
Fluoroquinolonas DNﬁngggzs da griA/B (C) [91, 116]
Topoisomerases Efluxo Genes nor (C)
Inibicdo da sintese aacA-aphD (Tn, P, C)
. RPN — aadD (P, C)
Aminoglicosideos proteica pela ligagao a Inactivacao aadE (Tn, P) [91, 132,
subumdade 30S do enzimética aphA3 (Tn, P, C) 133]
ribossoma
str (P)
— Genes erm (Tn, P, C)
Inibicéo da sintese Metilagdo do alvo cfr (P, C)
| proteicapor ligagdo do msrA) (€ P) | [116, 132,
Estreptograminas antibiotico a sub- vat(B) (P) 133]
unidade 50S Efluxo vgh(B) (P)
ribossomal Genes vga (Tn,P, C)
Isa(E) (P, C)

PBP: Proteina de ligacéo a penicilina; Tn: transposéo; P: plasmideo; C: cromossoma.



Tabela 1. Continuacéo.

. Principais .
Classe de Mecanismo de cIp Genes envolvidos e .
antibioticos accéo mecanismos de sua localizacao Referéncias
resisténcia
Inibicdo da sintese
¢ Efluxo

proteica pela ligagdo

Tetraciclinas 3 subunidade 30S do Projte-'cgag do alvo Genes tet (Tn, P, C) [91, 116]
. Modificacdo do alvo
ribossoma
Inibigdo da sintese
- proteica por ligagdo a x
Oxazolidinonas sub-unidade 505 Mutag&o no alvo cfr (P, C) [116]
ribossomal
Inibigdo da sintese Inactivagéo
proteica por ligagdo enziméatica Genes cat
Fenicois do antibidtico & sub- [116]
unidade 50S Efluxo fexA (Tn, P, C)
ribossomal
Inibigdo da sintese Mutacdes no alvo fusA (C)
proteica por ligagdo fusk (C) [116, 132
Fusidanos do antibidtico a sub- fusB(P) 1313] '
unidade 50S Proteccdo do alvo fusC (P, C)
ribossomal fusD (P)
Acidos Inibicdo da sintese Producdo de um alvo iles2 (P) [116]
pseudomonicos proteica alternativo resistente
Inibicéo da
. transcricdo, da . .
Nitrofuranos sintese proteica e da n.i. n.i. [91, 116]
parede celular
Impedimento do
L inicio da transcricao ~
Rifamicinas do DNA, blogueando Mutacbes no alvo rpoB (C) [91]
a sintese proteica
Trimetoprim/ Inibicéo da sintese de | Produgéo de um alvo Genes dfr (Tn, P, C) [116]

Sulfamidas

folatos

alternativo resistente

n.i: ainda ndo foi identificado o mecanismo de resisténcia; PBP: Proteina de ligagdo a penicilina; Tn:
transposao; P: plasmideo; C: cromossoma.

Por sua vez, os biocidas (antisépticos, desinfectantes e preservantes) sdo compostos

capazes de inibir ou eliminar bactérias, apresentando mecanismo(s) de ac¢do mais

inespecifico(s) [105]. Estes compostos sdo aplicados a concentragGes elevadas, tendo

um efeito generalizado na célula bacteriana, podendo actuar simultaneamente em varios

alvos celulares [105]. Entre os varios efeitos que apresentam, 0s biocidas podem actuar

ao nivel da membrana externa e da membrana citoplasmatica [79]. Como excepc¢ao, o

biocida triclosan, quando usado a concentragdes mais baixas pode actuar sobre um alvo

celular especifico, a enzima Fabl, envolvida na biossintese de acidos gordos [104]. Por

esta razdo, tém sido poucos 0s mecanismos de resisténcia descritos para biocidas. No

entanto, tém sido reportados casos de susceptibilidade reduzida a biocidas, tal como



triclosan, compostos de amoénio quaternérios e clorhexidina, em vérias espécies de
Staphylococcus [104, 106], fendtipos geralmente associados a ac¢do de bombas de
efluxo [106].

1.3  Sistemas de efluxo presentes em Staphylococcus

1.3.1 Caracteristicas gerais dos sistemas de efluxo

As bombas de efluxo sdo proteinas membranares que tém como funcéo desintoxicar as
células através da extrusdo de moléculas nocivas [103, 130]. Entre estas moléculas,
contam-se para além das resultantes do proprio metabolismo celular, outros compostos
nocivos como antibidticos ou biocidas. Assim, a extrusdo destes agentes
antimicrobianos pode ser considerada como uma “fungdo acidental” de alguns sistemas
de efluxo [107, 130]. As bombas de efluxo podem ser especificas para um antibidtico
ou podem extrusar mais que uma classe de antibioticos e/ ou outros compostos
antimicrobianos, sendo entdo designadas por bombas de efluxo MDR (de “multidrug
resistance”) [130].

Os sistemas de efluxo MDR sdo actualmente classificados em cinco familias,
nomeadamente: superfamilia MFS (de “Major Facilitator Superfamily”); familia SMR
(de “Small Multidrug Resistance”); familia RND (de “Resistance-Nodulation-cell
Division”); familia ABC (de “Adenosine triphosphate (ATP)-Binding Cassette); familia
MATE (de “Multidrug and Toxic Compound Extrusion”) (Figura 2) [103]. Esta
classificacdo baseia-se na fonte de energia usada por estes sistemas e por relagdes
filogenéticas [103]. Relativamente ao critério energético, podem ainda distinguir-se dois
grupos de transportadores, os transportadores primarios, que utilizam a hidrélise de
ATP para a efectuar a extrusdo do substrato (familia ABC); e os transportadores
secundarios, que utilizam a forga motriz protonica para exportar substratos através de
antiporte com um protdo, H* (familias MFS, SMR, RND) e/ou antiporte com um ido
Na* (familia MATE) [103]. Os sistemas de efluxo pertencentes as familias MFS, SMR,
ABC e MATE estdo presentes em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, enquanto



os transportadores RND se encontram maioritariamente em bactérias Gram-negativas,

devido & estrutura membranar bacteriana [15] (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo das cinco familias de bombas de efluxo MDR presentes em bactérias.

Adaptado de Piddock, 2006 [103]. Algumas bombas de efluxo da familia MATE utilizam o antiporte de
H".

Os sistemas de efluxo podem ser nativos, sendo codificados por genes que se encontram

no cromossoma bacteriano, ou podem ser codificados em elementos genéticos moveis,

como plasmideos ou transposes [116, 132].

As principais caracteristicas das cinco familias de bombas de efluxo MDR bacterianas

encontram-se descritas na Tabela 2.



Tabela 2. Caracterizacdo das familias de sistemas de efluxo MDR bacterianas.

Familia Z%Trzge Substratos Bombas de efluxo relevantes | Referéncias
. , . . QacA, S. aureus
MES Ant|p0+rte de | Aclcares, metab_oll_tos, anioes NOrA. S. aureus [69, 103]
H e compostos antimicrobianos .
PmrA, Streptococcus pneumoniae
. Compostos lipofilicos,
Antiporte de o Smr, S. aureus
SMR H QACs, antissépticos e EmrE, Escherichia coli [7]
detergentes
. Antibidticos, metais pesados :
Antiporte de ' ‘ AcrAB-TolC, E. coli
RND o corantes, detergentes e MexAB-OprM, P. aeruginosa [69, 130]
solventes
Antiporte de Corantes cationicos e NorM, Vibrio paraheamolyticus
MATE |+ o/ou Na* antibidticos YdhE, E. coli [69, 130]
R Antibidticos, agUcares,
Hidrolise de S - P .
ABC ATP aminodcidos, polissacarideos LmrA, Lactococcus lactis [69, 130]
e proteinas

MFS: “Major Facilitator Superfamily”; H": Hidrogénio; SMR: “Small Multidrug Resistance”; RND:
“Resistance-Nodulation-Cell Division”; MATE: “Multidrug and Toxic Extrusion; Na®: Sédio; ABC:
“ATP-binding cassette”’; QAC: Compostos de amonio quaternario.

1.3.2 Sistemas de efluxo codificados em plasmideos

Sao varios os sistemas de efluxo codificados em plasmideos descritos em estafilococos
[28]. Estes incluem bombas de efluxo MDR, tais como os sistemas QacA/B e Smr e
bombas de efluxo especificas, tais como os sistemas Tet(K), MrsA e FexA, o0s quais
conferem resisténcia a tetraciclinas, macrélidos e estreptograminas B e fenicois,

respectivamente [132].

Sistemas de efluxo QacA/B

As bombas de efluxo QacA e QacB, pertencentes a superfamilia MFS, sdo constituidas
por 514 aminodcidos e 14 segmentos transmembranares, [16, 86]. Os genes que as
codificam, respectivamente, gqacA e gacB, encontram-se localizados em plasmideos e
estdo organizados em operdo com o gene gacR, que codifica para a proteina QacR [16,
86]. Esta € um repressor directo da expressdo dos genes gacA/B, uma vez que se liga a
regido promotora destes genes, suprimindo a sua transcri¢do [16, 51]. As duas bombas
de efluxo s&o muito semelhantes, diferindo entre si em sete nucledtidos [16, 86]. Apesar

da semelhanca estrutural, as duas bombas variam na sua especificidade de substratos;



enquanto QacA exporta compostos catidnicos, quer monovalentes quer divalentes,
incluindo compostos de amoénio quaternario (QACs), diamidinas, biguanidinas e
corantes, como o brometo de etideo (EtBr), os substratos do sistema QacB restringem-
se aos compostos cationicos monovalentes [16, 28, 87]. Esta diferenca de especificidade
deve-se apenas a substituicdo do aminodcido aspartato na posi¢do 323 de QacA pelo
amino&cido alanina em QacB, sugerindo que este residuo de aspartato tera um papel

crucial na resisténcia a compostos cationicos divalentes [16, 99].

O primeiro sistema a ser identificado foi QacA, na década de 1980, no plasmideo pSK1
isolado de uma amostra clinica de S. aureus [121]. Apesar de QacB ter sido identificada
posteriormente, a sua ocorréncia foi detectada no plasmideo pSK23 de um isolado
clinico de S. aureus, recolhido na década de 1950 [100]. Até ao momento, 0S genes
gacA/B tém sido detectados em diversas espécies de estafilococos de origem clinica
humana, animal ou ambiental [12, 49, 56, 77, 82, 94, 126].

Sistema de efluxo Smr

O sistema de efluxo Smr é constituido por 107 aminodcidos e quatro segmentos
transmembranares e pertence a familia de transportadores SMR [7]. Este sistema foi
identificado no final da década de 1980, tendo sido associado a quatro genes
plasmidicos, ebr [113], gqacC/D [74] ou smr [50]. No entanto, estudos posteriores
determinaram que a sequéncia nucleotidica destes genes era idéntica [7], sendo as
denominacdes smr e gacC as que sao utilizadas actualmente na literatura. Este sistema
de efluxo confere um baixo grau de resisténcia aos seus substratos, 0s quais englobam
compostos como QACs (cetrimida e cloreto de benzalcénio) e corantes (EtBr) [7, 92]. O
gene smr tem sido descrito quer em plasmideos conjugativos de grande dimensdo, como
pSK41, quer em plasmideos pequenos ndo conjugativos, como pSK89 [1, 7, 10, 92].
Apesar de este sistema ter sido identificado em S. aureus, ja foi descrito também em
estafilococos ndo produtores de coagulase, incluindo S. epidermidis [7, 72,73], em
amostras de origem humana ou animal [12, 49, 77, 82, 126].
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Sistemas de efluxo QacG, QacH e QacJ

A semelhanca da bomba de efluxo Smr, os sistemas de efluxo QacG, QacH e QacJ s&o
constituidos por 107 amino&cidos e quatro segmentos transmembranares, pertencendo a
familia de transportadores SMR [7, 28]. De igual modo, partilham a mesma gama de
substratos, ou seja, QACs, como cloreto de benzalconio, e corantes, por exemplo EtBr,
conferindo um baixo grau de resisténcia para os seus substratos [7, 105, 106, 129].
Todos estes sistemas foram, até a data, associados a pequenos plasmideos néo

conjugativos.

O sistema de efluxo QacG foi identificado em amostras de S. aureus proveninentes da
industria alimentar, sendo codificado pelo gene gacG e apresentando 69,2% de
identidade com a bomba de efluxo Smr [55]. Por outro lado, o sistema de efluxo QacH
foi detectado numa estirpe de Staphylococcus saprophyticus, também proveniente da
indUstria alimentar, sendo codificado pelo gene gacH e apresentando 76% e 70% de
identidade para os genes smr e gacG, respectivamente [54]. Por fim, o sistema de efluxo
QacJ foi identificado em varias amostras de S. aureus, Staphylococcus simulans e
Staphylococcus intermedius, provenientes de cavalos, sendo codificado pelo gene gacJ
e apresentando 72,5%, 82,6% e 73,4% de identidade com os genes smr, qacG e gacH,
respectivamente [11]. Nos ultimos anos, tem sido demonstrada a presenca dos genes
que codificam para estas bombas de efluxo em isolados clinicos e/ou de colonizacdo em
humanos, em animais e também em amostras ambientais, inclusivé em isolados

contendo também os genes gqacA/B e/ou smr [49, 36, 137].

A informacdo sobre os sistemas de efluxo codificados em plasmideos encontra-se
resumida na Tabela 3.
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Tabela 3. Sistemas de efluxo codificados em plasmideos de S. epidermidis e outros estafilococos.

Sistema Espécies em que

de efluxo foram detectados Referéncias

Familia | Regulador Substratos

S. epidermidis
S. aureus
S. pseudintermedius
S. warneri
S. haemolyticus

Compostos catiénicos
monovalentes e divalentes
(QACs, diamidinas,
biguanidinas e corantes)

[4, 8, 12, 16,

QacA MFS QacR 34, 35, 87]

S. epidermidis
Compostos catidnicos S. aureus
monovalentes (QACs, S. pseudintermedius | [8, 12, 16, 34,

diamidinas, biguanidinas e S. warneri 35, 87]

corantes) S. haemolyticus

S. cohnii

QacB MFS QacR

S. epidermidis
S. aureus
S. pasteuri
S. warneri [1,7,10,12-
S. haemolyticus 14, 92]
S. caprae
S. hominis
S. saprophyticus

Smr SMR QACs, EtBr

S. saprophyticus
S. aureus
S. warneri
S. cohnii

QacG SMR QACs, EtBr [7, 12, 105]

S. saprophyticus

S. aureus [7, 105]

QacH SMR QACs, EtBr

S. epidermidis
S. simulans
S. intermedius [7,12, 36,
S. aureus 105, 137]
S. hominis
S. delphini

QacJ SMR QACs, EtBr

(---): Néo existe regulador identificado até a data; MFS: “Major Facilitator Superfamily”’; SMR: “Small
Multidrug Resistance™; QACSs: compostos de aménio quaternario; EtBr: brometo de etideo.

1.3.3 Sistemas de efluxo codificados no cromossoma

Os sistemas de efluxo codificados no cromossoma tém sido estudados ao longo dos
ultimos anos, principalmente em S. aureus. Dentro destes, figuram as bombas de efluxo
NorA, NorB, NorC, que extrusam antibiéticos, como fluorogquinolonas e alguns
biocidas como QACs e corantes [28, 103, 122, 138]. S&o ainda escassos 0s estudos
realizados sobre estes sistemas de efluxo em outras espécies de estafilococos. Em S.
epidermidis e outros estafilococos, Juarez-Verdayes e colegas demonstraram a presenca
de homdlogos dos genes norA, norB e norC [63]. De igual forma, foi identificado em S.

epidermidis um homologo do gene mgrA, que codifica para o regulador global MgrA,
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envolvido na regulacdo das bombas de efluxo mencionadas [63]. Em S. aureus, ja foram
descritos e caracterizados outros sistemas de efluxo cromossomicos, nomeadamente
SepA, MdeA, MepA, SdrM e LmrS [28, 105]. Todavia, analises genomicas
comparativas demonstraram que em S. epidermidis, apenas estdo presentes genes
homdlogos aos que codificam para as bombas de efluxo SdrM e LmrS (Costa et al.,

manuscrito em preparacao). Estes sistemas de efluxo encontram-se descritos na Tabela

4.

Tabela 4. Sistemas de efluxo codificados no cromossoma de S. epidermidis e outros estafilococos.

Sistema Familia | Regulador? Substratos Especies em que Referéncias
de efluxo foram detectados
Fluoroquinolonas . -
MgrA, S S. epidermidis
NorA MFS NorG(?) hidrofilicas, QACs e S aureus [64, 103, 138]
corantes
Fluoroguinolonas
hidrofilicas e . -
NorB MFS Mara hidrofébicas, S epidermidis [48*12i'] &
tetraciclina, QACs e '
corantes
Fluoroquinolonas . -
?
NorC Mrs | MIrA (), hidrofilicas e S. epidermidis [63, 123, 125]
NorG . L S. aureus
hidrofobicas, corantes
Fluoroquinolonas
Por hidrofilicas, outros
MdeA MFS identificar antibioticos, QACs e S. aureus [59, 136]
corantes
Por Fluoroquinolonas S. epidermidis
SdrM MFS identificar | hidrofilicas e corantes S. aureus [135]
Por Alguns antibiéticos, . epidermidis
LmrS MFS identificar QACs, detergentes e S aureus [47]
corantes
Fluoroguinolonas,
MepA MATE MepR QACs ¢ corantes S. aureus [65, 70]
Por Por QACs, biguanidinas e
SepA identificar | identificar corantes S. aureus [90]

0 papel do regulador NorG no sistema de efluxo NorA e do regulador MgrA no sistema de efluxo NorC
continua por esclarecer; MFS: “Major Facilitator Superfamily”’; SMR: “Small Multidrug Resistance”;
MATE: “Multidrug and Toxic Compound Extrusion”; QACS: compostos de amdnio quaternario.

1.4 Metodologias de estudo da actividade de efluxo

O reconhecimento do efluxo como uma componente importante na emergéncia da
resisténcia a antibidticos em varias espécies bacterianas tem promovido o
desenvolvimento de métodos para a deteccdo e caracterizacdo da actividade de efluxo.

Entre estes métodos, contam-se abordagens que envolvem a utilizagdo de fluorocromos
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que sdo, simultaneamente, substratos comuns de bombas de efluxo [29, 96, 128]. Varios
estudos tém utilizado o fluorocromo EtBr, como marcador de actividade de efluxo em
estafilococos e outras espécies bacterianas, através da determinacdo da concentracdo
minima inibitéria (CMI) para este composto [68, 98], do método do EtBr em agar ou
método de “Cartwheel” [80, 81] e de fluorometria em tempo-real [29, 96, 128]. Outros
métodos incluem a determinacdo de CMIs para substratos de efluxo, na auséncia e na
presenca de compostos, denominados como inibidores de efluxo (IEs), que possuem a

capacidade de inibicdo de actividade de efluxo [29, 96].

A aplicacdo da determinacdo de CMI de EtBr em S. aureus demonstrou ser um metodo
com elevada sensibilidade, reprodutivel para o rastreio de actividade de efluxo em
grandes coleccdes de isolados clinicos [68, 98]. Este processo é feito atraves do método
de microdiluicdo numa placa de 96 pocos, tornando-se um método relativamente
simples, rapido (com resultados entre as 18 e as 24 horas) e pouco dispendioso [68, 98].
Isolados que possuem uma actividade de efluxo acrescida, apresentam valores de CMI
superiores a isolados com actividade de efluxo basal, podendo assim ser facilmente
detectaveis [68, 98].

Por sua vez, o método de “Cartwheel” consiste no crescimento de estirpes bacterianas
em meio TSA suplementado com concentracdes crescentes de EtBr. Estirpes com
actividade de efluxo aumentada, irdo emitir fluorescéncia associada ao crescimento
bacteriano a uma concentracdo de EtBr superior, quando comparadas com estirpes com
actividade de efluxo basal [80, 81].

Um outro meétodo para avaliacdo da actividade de efluxo é a fluorometria em tempo-
real, a qual permite caracterizar a actividade de efluxo presente em células bacterianas,
através da deteccdo em tempo-real, da acumulacdo de EtBr no interior das células assim
como da sua extrusdo [96, 128]. Neste método é também possivel caracterizar, em
tempo-real, o efeito de IEs na actividade de efluxo [96, 128]. Este método mostrou ser
util no estudo da actividade de efluxo em estirpes de S. aureus [25, 29, 30, 33].

14



1.5 Ojectivos desta Dissertacao

A utilizacdo de antibioticos e biocidas é incontornavel no tratamento e prevencdo de
infeccdes bacterianas, sendo por isso amplamente aplicados em ambiente hospitalar, na
prética clinica animal, e mesmo na comunidade [93, 134]. No entanto, 0 uso extensivo
destes compostos antimicrobianos pode ser um factor de selecgéo e de disseminacéo de
bactérias com resisténcia a antibidticos e/ou biocidas. Nos tltimos anos, tem sido dada
particular atencdo ao papel desempenhado pelas bombas de efluxo, capazes de expelir
da célula bacteriana diferentes tipos de compostos, no aparecimento de resisténcia a
estes compostos e em particular, no desenvolvimento de feno6tipos de multirresisténcia.

No entanto, ainda pouco se sabe sobre a sua frequéncia e relevancia em S. epidermidis.

Esta Dissertacdo teve como principal objectivo avaliar a frequéncia dos determinantes
de efluxo localizados em plasmideos, gacA/B e smr, em S. epidermidis isolados de duas
populacdes com elevada exposicdo a antimicrobianos, nomeadamente animais de
companhia e profissionais e estudantes de Medicina Veterindria. A presenca/auséncia
destes determinantes de resisténcia foi, posteriormente, correlacionada com a
capacidade de efluxo das estirpes bacterianas e o seu perfil de susceptibilidade a

antibioticos.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Materiais

2.1.1 Estirpes bacterianas

A estirpe de referéncia Staphylococcus epidermidis ATCC®12228™ foi utilizada, ao
longo deste trabalho, como controlo e serd denominada ATCC12228. A estirpe S.
epidermidis ATCC12228 adaptada a 16 mg/L de EtBr (Costa et al., manuscrito em
preparacdo) foi utilizada como controlo positivo de efluxo e ser4 denominada ao longo
deste trabalho como ATCC12228 EtBri6.

Neste trabalho foram estudadas duas colecgdes de isolados de S. epidermidis, facultadas
pela Professora Doutora Constanga Pomba, Laboratorio de Resisténcia aos Antibioticos
e Biocidas da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa. A
primeira coleccdo consistia em 21 isolados recolhidos de locais de infeccdo em cées e
gatos [37] — Tabela 5.

Tabela 5. Caracterizacdo dos isolados de S. epidermidis recolhidos de locais de infeccdo em cées e
gatos.

Isolado Origem Material bioldgico Data de colheita
FMV -1 Gato Amostra Auricular 2001
FMV -2 Gato Urina 2002
FMV -3 Gato Amostra Auricular 2002
FMV -4 Gato Urina 2002
FMV -5 Gato Amostra de Pele 2003
FMV -6 Céo Amostra de Pele 2006
FMV -7 Gato Urina 2006
FMV -8 Céo Amostra de Pele 2007
FMV -9 Gato Urina 2007
FMV - 10 Gato Urina 2008
FMV -11 Céo Urina 2009
FMV - 12 Céo Material Cirdrgico (Discospondilite) 2011
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Tabela 5. Continuacéo.

Isolado Origem Origem (material biolégico) Data de recolha
FMV -13 Céo Zaragatoa 2012
FMV - 14 Céo Amostra Auricular 2012
FMV - 15 Céo Zaragatoa 2012
FMV - 16 Gato Amostra de Pele 2012
FMV - 17 Céo Zaragatoa Material Ortopédico 2012
FMV -18 Gato Amostra Auricular 2012
FMV -19 Gato Liquido toracocentese 2012
FMV - 20 Gato Zaragatoa ferida membro posterior esquerdo 2015
FMV -21 Céo Zaragatoa interdigital 2016

A segunda coleccdo estudada compreendia 116 isolados de colonizacdo (FMV-22 a

FMV-137) recolhidos num grupo de 129 individuos composto por 71 veterinarios, 10

enfermeiros veterinarios, 14 auxiliares veterinarios e 34 estudantes de Medicina

Veterindria (Tabela 6). Todas as estirpes foram recolhidas por zaragatoa nasal no
periodo de Marco a Agosto de 2014 [111].

Tabela 6. Caracterizacdo dos isolados de S. epidermidis recolhidos de coloniza¢do em profissionais e
estudantes de Medicina Veterinaria no ano de 2014.

Ocupacéo Isolados
FMV-22; 23; 30; 31; 45; 46; 47; 53; 55; 57; 58; 59; 60; 64;: 68@; 69@; 70; 71®;
Médicos 72®: 73: 74: 75; 77; 78; 79; 80; 81; 82; 83; 84; 87; 88; 89©; 90©9: 91@: 92 93: 96:

Veterinarios

97©: 98®: 99 100™: 101; 102; 103; 107; 110; 111; 112; 113; 114; 119; 120; 121;
123©@: 1249: 127: 129: 130; 131; 133; 135(™: 136™

Enfermeiros

Veterinarios

FMV-320: 330: 52- 54: 62: 118; 122; 126; 137

Auxiliares

Veterinarios

FMV-250: 260: 270- 280 29- 61: 63; 66; 115"; 116"; 117; 125: 132; 134

Estudantes de
Medicina

Veterinaria

FMV-24; 34; 35; 36; 37; 38; 39; 40; 41; 42; 48; 49; 50™: 51™M: 65: 67; 76; 85; 86;
94; 104; 105; 106; 108; 109; 128

(a) a (m): Isolados S. epidermidis pertencentes ao mesmo individuo.
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2.1.2 Outro material bioldgico

Ao longo do trabalho foram utilizados os seguintes marcadores de peso molecular: A
Hindlll, Gene Ruler 50 bp, Gene Ruler 100 bp Plus e Gene Ruler 1 Kb (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, E.U.A). Estes marcadores foram utilizados na analise de
DNA plasmidico, de produtos de restri¢do enzimatica ou de produtos de PCR.

Como controlos positivos das reacgdes de PCR foram utilizados DNAs cromossémico
ou plasmidico das estirpes de S. aureus: SM1 (mecA) [25], SM39 (gacA/B) [31] e SM52
(smr) [27, 31].

Os “primers” utilizados ao longo deste trabalho encontram-se descritos na Tabela 7.

Tabela 7. Sequéncias nucleotidicas dos “primers” utilizados na amplificacdo por PCR dos genes em
estudo e tamanho esperado de cada amplicdo, em pares de base (pb).

o o Amplicéo o
Alvo “primers” Sequéncia nucleotidica (5° — 3°) ob) Referéncias
p
S Gl GAAGTCGTAACAAGG
entre 16Se Vaérios [61]
235 rRNA L1 CAAGGCATCCACCGT

QacA/B_Fw GCTGCATTTATGACAATGTTTG
gacA/B 628 [4]
QacA/B_Rv AATCCCACCTACTAAAGCAG

Smr_Fw | ATAAGTACTGAAGTTATTGGAAGT

smr 285 [10]
Smr_Rv TTCCGAAAATGTTTAACGAAACTA
mecF GGTCCCATTAACTCTGAAG
mecA 1040 [102]
mecR AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC

2.1.3 Meios de cultura, enzimas e solugdes

Os meios de cultura e as solugBes usadas neste trabalho foram preparados com agua
destilada autoclavada e, quando necessario, autoclavados a 121°C durante 20 minutos, a
excepc¢do da solucdo de glicerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A) a 50% (v/v),

que foi esterilizada a temperatura de 110°C.

Os meios de cultura utilizados encontram-se descritos na Tabela 8.

18



Tabela 8. Composi¢ao dos meios de cultura usados neste trabalho.

Meio de cultura'”) Composicéo (por litro)
17 g caseina de pancreas digerida; 3 g enzima de feijdo de soja digerida; 5 ¢
Tryptone Soya Broth o o, . .
(TsB) cloreto de sodio; 2,5 g fosfato dipotassico de hidrogénio; 2,5 g glucose; pH

7,3+02 @ 25°C

Tryptone Soya Agar 15 g caseina de pancreas digerida; 5 g enzima de feijdo de soja digerida; 5 ¢

(TSA) cloreto de sodio; 15 g agar; pH 7,3+ 0,2 @ 25°C

Mueller-Hinton Broth | 300 g infusdo desidratada de carne de vaca; 17,5 g caseina hidrolisada; 1,5 g
(MHB) amido; pH 7,3+ 0,1 @ 25°C

Mueller-Hinton Agar 300 g infusdo desidratada de carne de vaca; 17,5 g caseina hidrolisada; 1,5 g
(MHA) amido; 17 g &gar; pH 7,3+ 0,1 @ 25°C

(1) Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra.

Ao longo deste trabalho também foram utilizadas diferentes enzimas, que se encontram

descritas na Tabela 9.

Tabela 9. Enzimas utilizadas ao longo deste trabalho.

Enzima Composicao/ Preparacio da solugao “stock”

10 mg/mL em 50 mM Tris base, 10 mM EDTA e pH 8,0 ajustada
RNase®™ com HCI.

Mantida em aliquotas a -20°C.

15 mg/mL em &gua bidestilada estéril.

Lisostafina®” _ )
Mantida em aliquotas a -20°C.

20 mg/mL em agua bidestilada estéril.

Proteinase K& _ )
Mantida em aliquotas a -20°C.

Solugdo “stock” a 10 U/uL
Mantida a -20°C

Alul @

Solugdo “stock” a 5 U/pL

Tagq DNA Polimerase® _
Mantida a -20°C

(1) Sigma-Aldrich; (2) Thermo Fisher.

A composicdo e preparacdo das solugbes tampdo utilizadas ao longo do trabalho

experimental encontram-se descritas na Tabela 10.
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Tabela 10. Composicéo e preparacdo das solucdes “stock” utilizadas neste trabalho.

Solugéo Composigéo

TE 1x 10 mM Tris-HCI®, 1 mM EDTAY pH 8,0
Tampéao P1 50 mM Tris base, 10 mM EDTA, ajuste de pH 8,0 com HCI?
Tampéo P2 0,2 M NaOH®: 1% (p/v) dodecil sulfato de sodio™

. 3 M Acetato de sodio™, ajuste de pH a 4,8 com &cido acético
Tampéo P3 @
glacial®

10 mM Tampao fosfato; 2,7 mM cloreto de potassio; 137 mM
PBS @ cloreto de sédio; pH 7,4 a 25°C

Dissolugdo de uma pastilha em 200 mL de &gua

2 M Tris-base, 50 mM EDTA, ajuste a pH 8,0 com acido acético
TAE 50X Solug&o de trabalho a 1X (40mM Tris-base; 1 mM EDTA e ajuste a

pH 8,0 com &cido acético)

10% (p/v) em agua bidestilada estéril
Mantida a 4°C

Triton X-100 @

Soro fisioldgico 0,9% (p/v) de cloreto de s6dio®™ em &gua bidestilada estéril

20% (p/v) de glucose™ em agua bidestilada estéril
Mantida a 4°C

Glucose

(1) Sigma-Aldrich; (2) Panreac, Barcelona, Espanha; (3) Merck, Darmstadt, Alemanha; (4): Riedel-de
Haen, Sigma-Aldrich.

Neste trabalho foram utilizadas solu¢fes do marcador de efluxo brometo de etideo
(EtBr) e do inibidor de efluxo verapamil (VER), descritas na Tabela 11.

Tabela 11. Composicdo e preparacdo das solucbes de brometo de etideo e verapamil.

Solucgo® Composi¢io/ Preparacio solucio “stock”

10 mg/mL em &gua bidestilada estéril

Brometo de Etidio (EtBr) Mantida a 4°C
antida a

40 mg/mL em 4gua bidestilada estéril

Verapamil (VER) Mantida a -20°C

(1) Sigma-Aldrich.

Foram ainda utilizados discos de antibiotico para estudar a susceptibilidade aos

diferentes antibidticos pelo método de difusdo em disco — Tabela 12.

20



Tabela 12. Lista de antibioticos utilizados no teste de difuséo em disco “Kirby-Bauer” e respectivos
valores de interpretacéo, segundo as recomendagbes da EUCAST [43].

“breakpoint” halo de

Classe Antibidtico® Carga do disco inibicéo (mm)
(H9)
S R
Penicilina 1U A A
] Ampicilina 2 A A
B — lactamicos N
Oxacilina 1 A A
Cefoxitina 30 >25 <25
Macrdélidos Eritromicina 15 >21 <18
Lincosamidas Clindamicina 2 >22 <19
Ciprofloxacina 5 >20 <20
Fluoroquinolonas Norfloxacina 10 >17 A
Moxifloxacina 5 >24 <21
Gentamicina 10 >22 <22
Aminoglicosideos Canamicina 30 A A
Tobramicina 10 >22 <22
. Quinopristina—
Estreptograminas dalfopristina 15 >21 <18
Tetraciclina 30 >22 <19
Tetraciclinas o
Tigeciclina 15 >18 <18
Oxazolidinonas Linezolida 10 >19 <19
Cloranfenicol 30 >18 <18
Fenicois )
Florfenicol 30 A A
Fusidanos Acido fusidico 10 >24 <24
Acidos pseudomoénicos Mupirocina 200 > 30 <18
Nitrofuranos Nitrofurantoina 300 A A
Rifamicinas Rifampicina 5 >26 <23
) ) Trimetoprim 5 >17 <14
Trimetoprim/ . .
Sulfonamidas Trimetoprim- 1,25/23,75 > 17 <14

sulfametoxazole

(1) Oxoid. U: unidade; S: susceptivel; R: resistente; A: Valores de “breakpoint” ndo padronizados [43].



2.2 Meétodos

2.2.1 Cultura e armazenamento das estirpes bacterianas

As estirpes bacterianas foram cultivadas em meio liquido “tryptone soya broth” (TSB) a
37°C com agitacdo a 180 rotagdes por minuto (rpm), durante 18 horas, ou em meio
solido “tryptone soya agar” (TSA) a 37°C, por 18 a 24 horas. Para os testes de
susceptibilidade ao brometo de etideo (EtBr), as estirpes foram cultivadas em meio
liquido “Mueller-Hinton broth” (MHB) a 37°C com agitagdo a 180 rpm, ou em meio
solido “Mueller-Hinton agar” (MHA) a 37°C, durante 18 a 24 horas.

Foram preparados “‘stocks” das estirpes de S. epidermidis em estudo, em meio TSB
suplementado com 10% (v/v) de glicerol. Os “stocks” foram mantidos a -80°C e a -
180°C.

2.2.2 Extracgédo de DNA total

A extraccdo de DNA total foi feita através do método de fervura adaptado de
Alexopoulou et al., 2006 [2]. A partir de placas de isolamento em TSA foram retiradas
duas a trés colonias isoladas e transferidas para 5 mL de meio TSB. As culturas foram
crescidas a 37°C com agitacdo durante a noite. A partir de 1 mL de cultura, recolheram-
se as células por centrifugacdo a 13.000 rpm durante cinco minutos. Em seguida o
“pellet” foi ressuspendido em 0,5 mL de Tampao TE suplementado com 1% (p/v) de
Triton X-100 e 180 pg/mL de Proteinase K e a suspenséo foi incubada num banho de
agua a 56°C durante uma hora, seguida de incubagdo a 100°C durante cinco minutos. Os
tubos foram depois arrefecidos em gelo e o sobrenadante, contendo o DNA total,
recolhido por centrifugacdo a 13.000 rpm durante 5 minutos e transferido para um novo
tubo. A partir de cada preparacéo foi retirada uma aliquota e esta diluida 1:10 em agua
MiliQ autoclavada. O DNA total foi mantido a -20°C, enquanto o DNA total diluido foi

mantido a 4°C.
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2.2.3 Extraccdo de DNA plasmidico pelo método de lise alcalina modificado

A extraccdo de DNA plasmidico foi feita pelo método modificado de lise alcalina [31,
114]. A partir de placas de isolamento em TSA foram retiradas duas a trés colonias e
transferidas para 5 mL de meio TSB. As culturas foram crescidas a 37°C com agitacdo a
180 rpm durante a noite (aproximadamente 18 horas). A partir de 1,5 mL de cultura,
recolheram-se as células por centrifugacdo a 13.000 rpm durante dez minutos. De
seguida o “pellet” foi ressuspendido em 0,1 mL de tampao P1 suplementado com 100
pg/mL de RNase, raspando os tubos numa superficie rugosa. Seguiu-se a adi¢do de 40
pg/mL de lisostafina e incubou-se a 37°C durante aproximadamente 90 minutos. Apoés a
lise celular adicionaram-se 0,2 mL de tampdo P2 misturando-se por inversao até a
solucdo ficar viscosa e incubou-se em gelo durante cinco minutos. De seguida
adicionaram-se 0,15 mL de tampé&o P3 e incubou-se em gelo durante dez minutos.
Posteriormente, centrifugou-se a 13.000 rpm durante 30 minutos a 4°C e o sobrenadante
foi transferido para tubos de eppendorf contendo 1 mL de etanol absoluto, arrefecido a -
20°C, e incubou-se a temperatura ambiente durante uma hora. De seguida, voltou-se a
centrifugar a 13.000 rpm durante 30 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o
“pellet” foi lavado com 0,5 mL de etanol a 80% (v/v) arrefecido a -20°C. Apo6s nova
centrifugacdo a 13.000 rpm durante dez minutos a 4°C, descartou-se o sobrenadante. O
“pellet” foi seco por incubagdo a 37°C durante 15 minutos e, de seguida ressuspendido
em 0,04 mL de &gua MiliQ autoclavada. O DNA plasmidico extraido foi mantido a -
20°C e utilizado em reaccdes de PCR de confirmacdo da presenca de genes plasmidicos

de bombas de efluxo.

A presenca de plasmideos foi verificada através de electroforese em gel de agarose
(Sigma) a 1,5% (p/v) em TAE a 1X, com uma fonte de alimentagdo Amersham
Pharmacia Biotech EPS 301 (GE Healthcare, Londres, Reino Unido). Apds a corrida, a
80V durante 90 minutos, o gel foi corado numa solucdo de EtBr a 0,5 mg/L e os
resultados foram visualizados e registados num aparelho Gel-doc XR (Bio-Rad,
California, E.U.A.).

23



2.2.4 Confirmacao da identificacéo dos isolados por ITS-PCR

O método de identificacdo ITS-PCR (“Internal Transcribed Spacer-PCR”) permite
distinguir a maioria das espécies do género Staphylococcus através da amplificacdo da
regido intergénica entre os genes codificantes para 0 16S rRNA e 0 23S rRNA [32]. Os
“primers” utilizados nesta reac¢do de PCR, L1 e G1, encontram-se descritos na Tabela
7.

As reacgOes de ITS-PCR foram preparadas num volume final de 50 puL contendo 1X
Tampdo Taq, 1,75 mM de cloreto de magnésio (Thermo Fisher), 0,1 mM de dNTPs
(NZYTech, Lisboa, Portugal), 50 ng de “primers” G1 e L1, 2U Taq DNA Polimerase e
5 uL de DNA total diluido (1:10).

O programa desta reaccdo de PCR consiste num passo de deshaturacao inicial a 94°C
durante 4 minutos, seguindo-se 25 ciclos, constituidos por: um passo de 2 minutos a
94°C, arrefecimento até 55°C durante 2 minutos e 10 segundos, 7 minutos a 55°C,
aquecimento até 72°C durante 2 minutos e 20 segundos, 2 minutos a 72°C e um passo de
extensdo final a 72°C durante 7 minutos [32, 61]. As reaccdes de PCR foram realizadas
num termociclador “Mastercycler personal” 5332 (Eppendorf AG, Barkhausenweg,

Alemanha).

Os produtos de ITS-PCR foram analisados visualmente através de um gel de agarose
Metaphor (Lonza, Rockland, ME, E.U.A.) a 3% (p/v) em TAE a 1X suplementado com
0,5 mg/L de EtBr, por comparagdo com o padrdo da estirpe de referéncia de S.
epidermidis ATCC12228. A electroforese decorreu a 60V durante, aproximadamente,
trés horas. Os resultados foram visualizados e registados num aparelho Gel-doc XR
(Bio-Rad).

2.2.5 Susceptibilidade a antibidticos pelo método de difusdo em disco

A susceptibilidade a antibidticos foi testada através do método de difusdo em disco

(método de “Kirby-Bauer™), segundo as recomendagdes do “European Committee of
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Antimicrobial Susceptibility Testing” [43]. Os antibioticos testados s&o representativos
de varias classes e encontram-se descritos na Tabela 12.

Para a realizagdo do teste de “Kirby-Bauer”, prepararam-se placas de isolamento em
TSA. A partir destas placas, retiraram-se quatro a cinco colonias isoladas e
transferiram-se para 8 mL de soro fisiologico. A suspensdo celular foi ajustada a escala
de 0,5 de McFarland com soro fisioldgico e inoculada em placas de MHA, por
espalhamento com zaragatoa. Alguns dos isolados ndo cresceram em meio MHA e, por
esta razéo, o ensaio de difusdo em disco foi realizado em meio TSA. Os discos de
antibidticos foram colocados sobre o meio inoculado, as placas invertidas e incubadas
numa estufa a 37°C. A leitura dos halos de inibicdo foi realizada ap6s 18 horas de
incubacdo para todos os antibidticos, com excepcao da cefoxitina (FOX) e da oxacilina

(OXA), cujos resultados foram adicionalmente lidos apds 24 horas de incubag&o.

A presenca de resisténcia indutivel a clindamicina (CLI) foi testada através do método
“D-test”, que consiste em colocar o disco de CLI entre 12 a 20 mm de distancia do
disco de eritromicina (ERY) [43]. A formacdo de um halo de inibicdo da clindamicina
em forma de D na proximidade do disco de eritromicina € indicativa de resisténcia

indutivel a clindamicina.

2.2.6 Deteccdo dos genes qacA/B e smr em plasmideos

A presenca dos genes gacA/B e smr, que codificam para bombas de efluxo em S.
epidermidis, foi determinada pela amplificacdo de fragmentos internos de cada gene,

por PCR, utilizando os “primers” descritos na Tabela 7.

As reaccOes de PCR foram preparadas num volume final de 25 pL, contendo 1X
Tampdéo Tag; 1,75 mM de cloreto de magnesio; 0,2 mM de dNTPs; 10 pmol de cada
“primer”; 1,25 U de Taq Polimerase. A cada reaccdo foi adicionado 2,5 pL de DNA
total diluido (1:10). Estas reac¢des foram realizadas em termocicladores “Mastercycler
personal 5332” (Eppendorf AG) ou Uno Il (Biometra, Gottingen, Alemanha). Os

programas de amplificacdo encontram-se descritos na Tabela 13. Para a reaccdo de
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amplificacdo dos genes gacA/B utilizou-se como controlo positivo 0 DNA plasmidico
da estirpe S. aureus SM39, que contém o gene gacA [31], e para 0 gene smr, 0 DNA
plasmidico da estirpe S. aureus SM52 [27], tendo-se utilizado o DNA plasmidico da

estirpe ATCC12228 como controlo negativo para ambas reac¢des de PCR.

Tabela 13. Programas de PCR utilizados na amplificacdo de genes de bombas de efluxo e do gene
mecA.

Genes Programas de amplificacéo Amplicéo (pb) Referéncias

95°C — 5 min
95°C — 1 min
gacA/B 40°C — 45 seg 35 ciclos 628 [4]
72°C — 1 min
72°C — 5 min

95°C — 4 min
95°C — 30 seg
smr 48°C — 30 seg 35 ciclos 285 [10]
72°C — 30 seg
72°C — 5 min

94°C — 4 min

94°C — 1 min
mecA 58°C — 1 min } 30 ciclos 1040 [102]
72°C — 2 min
72°C — 10 min

min: minutos; seg: segundos.

Os produtos de PCR foram analisados através de electroforese em gel de agarose
(Sigma, para uso de rotina) a 1,5% (p/v) em TAE 1X, a 80V durante 45 minutos. Apoés a
corrida, o gel foi corado numa solucdo de EtBr a 0,5 mg/L e os resultados foram

visualizados e registados num aparelho Gel-doc XR (Bio-Rad).

o Restrigdo com Alul

Para diferenciar os genes gacA e gacB, os produtos de amplificacdo foram depois
digeridos com a enzima de restrigdo Alul, cuja sequéncia de reconhecimento (5’- AG |
CT) abarca um dos sete nucleétidos que diferem entre os dois genes. No caso de gacA
sdo produzidos varios fragmentos de restricdo, o maior dos quais de 200 pb, enquanto
no caso de gacB este fragmento é de 176 pb [24].
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A reaccdo de restricdo foi preparada num volume final de 20 pL, com 10 pL do produto
de PCR gacA/B, contendo 1X tampdo Alul e 5U de Alul. A reaccgdo de restricdo foi

incubada 3 horas a 37°C e no final, a enzima foi inactivada durante 20 minutos a 65°C.

Os produtos de restricdo foram analisados através de electroforese em gel de agarose
Metaphor (Lonza) a 3% (p/v) em TAE 1X suplementado com 0,5 mg/L de EtBr. A
electroforese foi efectuada a 50V durante, aproximadamente, duas horas. Apés a
corrida, os resultados foram visualizados e registados num aparelho Gel-doc XR (Bio-
Rad).

2.2.7 Deteccao da presenca do gene mecA

A presenca do gene mecA foi determinada através de reaccdo de PCR. O gene mecA é
um gene exogeno, presente num elemento genético mével, SCCmec (de “staphylococcal
cassette chromosome mec” [60, 66]. Este gene codifica para uma PBP adicional, a
PBP2a, que possui baixa afinidade para a classe dos [-lactamicos, conferindo
resisténcia aos antibioticos pertencentes a esta classe [53]. Os “primers” utilizados neste

PCR encontram-se descritos na Tabela 7.

A reaccdo de PCR foi preparada num volume final de 25 uL, contendo 1X Tampao Tag;
1,75 mM de cloreto de magnésio; 0,2 mM de dNTPs; 10 pmol de cada “primer” e 1,25U
de Taq Polimerase. A cada reac¢do foi adicionado 2,5 puL de DNA total diluido (1:10).
Esta reac¢do foi realizada no termociclador “Mastercycler personal 5332 e 0 respectivo
programa encontra-se descrito na Tabela 13. O DNA genémico pertencente a estirpe S.
aureus SM1, que contém o gene mecA, foi utilizado como controlo positivo, enquanto o

DNA total da estirpe ATCC12228 foi utilizado como controlo negativo.

Os produtos de PCR foram analisados através de electroforese em gel de agarose a 1,5%
(p/v) em TAE 1X a 80V durante 45 minutos. Apos a corrida, o gel foi corado numa
solugdo de EtBr a 0,5 mg/L e os resultados foram visualizados e registados num
aparelho Gel-doc XR (Bio-Rad).
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2.2.8 Deteccao e caracterizacédo da actividade de efluxo

A identificacdo de estirpes com actividade de efluxo aumentada foi efectuada
recorrendo a dois métodos: o método de brometo de etideo em agar (método de
“Cartwheel”) e a determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) do EtBr. A
avaliacdo e caracterizacdo da actividade de efluxo foram feitas por fluorometria em
tempo-real. O EtBr foi utilizado nestes ensaios, pois € um substrato comum das bombas
de efluxo [80, 81].

o Método de brometo de etideo em agar (metodo de “Cartwheel”, EtBrCW)

O principal objectivo deste método é determinar, de entre as estirpes bacterianas em
estudo, quais as que possuem uma actividade de efluxo aumentada. Para tal, estirpes
bacterianas sdo crescidas em meio TSA suplementado com concentracdes crescentes de
EtBr a 37°C durante 18 horas. E esperado verificar-se um aumento da fluorescéncia
associada ao crescimento bacteriano, indicando assim a acumulacdo de EtBr no interior
das células bacterianas [80]. No caso de uma estirpe possuir sistema(s) de efluxo
sobreexpresso(s), o EtBr pode ser extrusado das células, evitando assim a sua

acumulacdo no interior das células e diminuindo a emissao de fluorescéncia [80].

A partir de uma placa de isolamento em meio TSA, foram transferidas duas a trés
colobnias isoladas para tubos contendo meio TSB e incubados a 37°C com agitacéo,
durante seis horas. De seguida, preparou-se uma suspensdo celular, transferindo 10 pL
de cultura para 10 mL de PBS (diluicdo 1:1000). Esta suspensdo diluida foi depois
inoculada sob a forma de tracos (do centro para o exterior) em placas de TSA
suplementadas com concentragcGes crescentes de EtBr: 0; 0,125; 0,25; 0,5; 0,75; 1 e 1,5
mg/L, com a ajuda de zaragatoa, como ilustrado na Figura 3. Cada placa foi inoculada
com um maximo de oito estirpes, incluindo o controlo negativo (estirpe ATCC12228) e
0 controlo positivo (estirpe ATCC12228 EtBri16) e incubada a 37°C durante 18 horas.
Apbs este periodo, a emissdo de fluorescéncia foi observada num transiluminador
UviTec (Cambridge, Inglaterra) sob luz ultravioleta e registada fotograficamente num

aparelho Gel-Doc XR (Bio-Rad) com um tempo de exposicdo de 0,1 segundos. Para
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cada isolado, registou-se a concentragdo de EtBr a partir da qual se verificou a emisséo
de fluorescéncia. Estirpes que comecem a emitir fluorescéncia a concentragdes
superiores de EtBr deverdo ter uma actividade de efluxo superior as que emitem

fluorescéncia a concentracdes de EtBr inferiores [80, 81].

@) (b)

Figura 3. Imagens ilustrativas do método de “Cartwheel”. (a): Esquema da placa de Petri utilizado no
ensaio de EtBrCW; (b): Resultado de um dos ensaios de EtBrCW, com 1,5 mg/L de EtBr; A:
ATCC12228; B: ATCC12228 EtBrl6; C: FMV-132; D: FMV-133; E: FMV-134; F: FMV-135; G:
FMV-136; H: FMV-137.

o Determinacéo da concentracdo minima inibitéria de brometo de etidio

A CMI do EtBr foi determinada através do método de microdiluicdo, usando duas
gamas de concentracdo: de 32 mg/L a 0,06 mg/L e de 256 mg/L a 0,5 mg/L. Os isolados
em estudo foram inoculados em 5 mL de meio MHB e incubados durante a noite, a
37°C com agitacdo. A partir destas culturas foram preparadas suspensdes celulares
ajustadas a escala de McFarland 0,5 em meio MHB.

Foram preparadas placas de 96 pogos, distribuindo 100 pL de meio MHB em cada pogo
das colunas 2 a 12 e 200 pL de meio aos pogos da coluna 1 (Figura 4). A cada poco da
coluna 2 foram adicionados 100 puL de uma solucdo de EtBr a uma concentracdo 4
vezes superior a concentracdo maxima testada. De seguida, foram feitas dilui¢bes 1:2,
transferindo-se 100 pL de volume, dos pogos da coluna 2 para os pogos da coluna
adjacente e, assim sucessivamente, até a coluna 11. Neste ponto, foram rejeitados os
100 pL em excesso. Posteriormente, cada po¢o da placa, com excepg¢éo da coluna 1, foi
inoculado com 100 pL de suspensdo celular previamente preparada. As placas foram

incubadas a 37° C durante 18 horas. A leitura dos resultados foi feita apds este periodo,
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considerando a CMI como a concentragdo de EtBr mais baixa que inibe o crescimento
bacteriano. Estes ensaios foram realizados em duplicado e, em caso de ddvida, em

triplicado.

0,1 mL de 4x 0.1mL 0,1mL
[EtBr]

7 8 9 10 N

fAOQOOggO

10000000 O,

00000 88

0,1 mL < D OOOOO
00000000

e g 9000
1000000000000

000000000
A\ OOO000OO00OO0 /
Figura 4. Imagem ilustrativa da determinacdo de CMIs pelo método de microdiluigdo em placas de
96 pocos. Coluna 1: controlo de esterilidade; Coluna 12: controlo de crescimento.

o Caracterizacdo de sistemas de efluxo pelo método de fluorometria em
tempo-real

Os ensaios de fluorometria foram realizados num termociclador Rotor-Gene™3000
(Corbett Research, Sidney, Australia), recorrendo a um “software” que permite analisar
a emissao de fluorescéncia em tempo real. Para se caracterizar a actividade de efluxo
dos isolados em estudo foram realizados ensaios de acumulacgéo e de efluxo de EtBr, na
presenca e auséncia de glucose e na presenca de um inibidor de efluxo, o verapamil
(VER).

Ensaios de acumulacéo: Para cada estirpe estudada foram preparadas culturas em 10

mL de meio TSB, a 37°C e com agitacdo a 180 rpm, até atingirem uma densidade Optica
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a 600 nm (DOggp) de 0,6. As células foram recolhidas por centrifuga¢do a 13.000 rpm
durante 5 minutos e lavadas duas vezes com PBS. De seguida, ressuspendeu-se o
“pellet” bacteriano em PBS de modo a obter uma suspensao celular com uma DOgg de
0,6. Entretanto foram preparados tubos de 0,2 mL contendo: (i) 50 puL de PBS; (ii) 50
pL de solugéo de EtBr 2 x concentrada; (iii) 50 pL de solucéo de EtBr 2 x concentrada
suplementada com glucose a 0,8%. As concentracgdes finais de EtBr testadas foram de
0,125; 0,25; 0,5; 1; 2 e 3 mg/L; a concentracao final de glucose testada foi de 0,4%. A
cada microtubo foram adicionados 50puL da suspensao celular, obtendo uma suspenséo
final a uma DOgy de 0,3. Os microtubos foram colocados no rotor do aparelho Rotor-
Gene™3000. Os ensaios de acumulacdo de EtBr foram realizados a temperatura de
37°C, utilizando os comprimentos de onda de 530 nm para a excitacdo de EtBr e de 585
nm para leiturada fluorescéncia emitida. As leituras foram realizadas apds cada ciclo de

60 segundos, durante 60 minutos. Cada ensaio foi realizado em duplicado.

Estes ensaios foram realizados para (i) avaliar o perfil de acumulacdo de EtBr das
células bacterianas e (ii) determinar a concentracdo de EtBr a qual o influxo e o efluxo

de EtBr estdo em equilibrio.

Ensaios de efluxo de EtBr: A cultura, recolha e lavagem das células foram iguais aos
utilizados no ensaio de acumulacéo. Para os ensaios de efluxo, a suspensdo celular foi
ajustada com PBS a uma DOggo de 0,3. A esta suspensdo celular foram adicionados,
num tubo de ensaio, EtBr e VER (400 mg/L, equivalente a %2 CMI) durante 60 minutos,
de modo a maximizar a acumulacdo de EtBr dentro das células. A concentracdo de EtBr
de equilibrio varia de estirpe para estirpe, estando discriminada na seccdo Resultados.
Apo6s uma hora de incubacdo, as células foram recolhidas por centrifugacdo a 13.000
rpm durante 10 minutos, sendo o sobrenadante descartado e o “pellet” ressuspendido em
PBS de modo a obter uma suspensdo celular com DOgyo de 0,6. Foram preparados
microtubos de 0,2 mL em que foram adicionados: (i) 50uL de PBS; (ii) 50uL de PBS
com glucose a 0,8%; (iii) 50uL de PBS com VER a 800 mg/L; (iv) 50uL de PBS com
VER a 800 mg/L e glucose a 0,8%. A concentracdo final de VER foi de 400 mg/L, o

que corresponde a ¥2 da CMI garantindo a viabilidade celular, a concentracdo final de
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glucose foi de 0,4% e a DOgy final de 0,3. Os microtubos foram colocados num
aparelho Rotor-Gene™3000. Os ensaios de acumulagdo de EtBr foram realizados a
temperatura de 37°C, utilizando o comprimento de onda de 530 nm para a excitacao de
EtBr e de 585 nm para leitura de fluorescéncia. As leituras foram realizadas ap6s cada
ciclo de 10 segundos, durante 10 minutos. Os valores de fluorescéncia foram
normalizados em relagcdo a curva de efluxo minimo (incuba¢do com verapamil, na
auséncia de glucose) - fluorescéncia relativa, considerando como 1 o valor inicial de

cada curva [127]. Cada ensaio foi realizado em duplicado.
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3 Resultados

3.1  Confirmacao da identificacéo dos isolados por ITS-PCR

A identificagé@o dos isolados das duas colec¢Oes estudadas foi confirmada por ITS-PCR,
apos o seu isolamento em placa. O perfil de ITS-PCR de estafilococos, utilizando os
“primers” L1 e G1 apresenta quatro a nove bandas, na gama de 320 pb a 750 pb [32]. S.
epidermidis apresenta um perfil de ITS-PCR com cinco bandas, entre 350 pb e 550 pb
[32]. Todos os isolados de S. epidermidis apresentaram um padrdo de ITS-PCR idéntico
ao da estirpe de referéncia ATCC12228 (Figura 5).

ABCDEFGHI JLMNOPORSTSB

800 pb

500 pb
400 pb

300 pb

200 pb

Figura 5. Anélise dos produtos de ITS-PCR por electroforese em gel de agarose Metaphor 3%
(p/v). A: Marcador GeneRuler™ 100 pb Plus; B: S. epidermidis ATCC12228. C: Controlo negativo
(H,0); D: FMV-20; E: FMV-97; F: FMV-105; G: FMV-107; H: FMV-108; I: FMV-112; J: FMV-113;
L: FMV-114; M: FMV-116; N: FMV-117; O: FMV-123; P: FMV-125; Q: FMV-126; R: FMV-127; S:
FMV-129; T: FMV-130.

Na coleccdo de isolados de infeccdo em animais foram identificados 17 isolados de S.
epidermidis, enquanto na colecgéo de colonizagdo em humanos foram identificados 112
isolados de S. epidermidis. Os restantes isolados das colec¢Ges iniciais (FMV-4, FMV-
7, FMV-9 e FMV-21, da colecc¢éo de infec¢do; FMV-43, FMV-44, FMV-56 e FMV-95,
da colecgédo de colonizacdo) apresentaram perfis diferentes comparativamente com o0s

perfis de S. epidermidis ATCC12228 e por isso ndao foram incluidos neste estudo.
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3.2  Caracterizacao do perfil de susceptibilidade a antibidticos

O perfil de susceptibilidade a antibioticos foi determinado através do método de difuséo
em disco, como descrito no ponto 2.2.5 (Materiais e Meétodos), utilizando as
recomendag0es EUCAST [43]. A estirpe de referéncia ATCC12228, utilizada como
controlo, apresentou resisténcia a tetraciclina, como esperado [139] - Tabela 14.

Tabela 14. Halos de inibi¢do para diferentes antibiéticos da estirpe de referéncia ATCC12228.

ATCC 12228
Antibiotico Halo (mm) Fenétipo

PEN 6 A
AMP 18 A
OXA 24 A
FOX 26 S
ERY 34 S
CLI 32 S
CIP 34 S
NOR 34 S
MXF 36 S
GEN 32 S
KAN 32 A
TOB 34 S
QDT 32 S
TET 6 R
TGC 28 S
LzZD 34 S
CHL 34 S
FFC 36 A
FUS 34 S
MUP 44 S
NIT 32 A
RIF 42 S
TMP 42 S
SXT 34 S

A: Valores de “breakpoint” ndo padronizados; S: susceptivel; R: resistente; PEN: penicilina; AMP:
ampicilina; OXA: oxacilina; FOX: cefoxitina; ERY: eritomicina; CLI: clindamicina; CIP: ciprofloxacina;
NOR: norfloxacina; MXF: moxifloxacina; GEN: gentamicina; KAN: canamicina; TOB: tobramicina;
QDT: quinopristina/dalfopristina; TET: tetraciclina; TGC; tigeciclina; LZD: linezolida; CHL:
cloranfenicol; FFC: florfenicol; FUS: acido fusidico; MUP: mupirocina; NIT: nitrofurantoina; RIF:
rifampicina; TMP: trimetoprim; SXT: trimetoprim-sulfametoxazole.

3.2.1 Isolados de S. epidermidis de infeccdo em animais de companhia

Os valores dos halos de inibicdo obtidos para a colecgcdo de 17 isolados de locais de
infeccdo encontram-se detalhados na Tabela Al (em Anexo). Foram observados varios
perfis de susceptibilidade aos antibioticos nesta coleccdo, tal como descrito na Tabela
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15. Os isolados caracterizados como intermédios foram considerados resistentes. O
antibiograma do isolado FMV-20, que n&o cresceu em meio MHA, foi feito em meio
TSA. Embora estas condi¢des ndo sejam padronizadas, foram aplicados 0s mesmos

critérios para a categorizagédo deste isolado.

Relativamente a classe dos B-lactamicos, oito dos 17 isolados apresentaram resisténcia
a cefoxitina. Quanto a classe dos macrolidos, oito dos isolados apresentaram resisténcia
a eritromicina, dos quais quatro apresentavam resisténcia indutivel a clindamicina

(lincosamidas).

Relativamente as fluoroquinolonas, seis isolados eram resistentes a norfloxacina,
quatro eram resistentes a ciprofloxacina e apenas um isolado era resistente a

moxifloxacina.

Em relacdo a classe dos aminoglicosideos, trés isolados apresentaram resisténcia a

gentamicina e a tobramicina, e um isolado apresentou apenas resisténcia a tobramicina.

Quanto as tetraciclinas, sete isolados eram resistentes a tetraciclina e nenhum isolado

era resistente a tigeciclina.

Em relagdo a classe de antibidticos fusidano sete isolados apresentaram resisténcia ao

acido fusidico.

Detectou-se ainda resisténcia pontual ao trimetoprim/sulfonamidas (dois isolados) e a

mupirocina (um isolado).

Nesta coleccdo ndo foram detectados isolados resistentes a quinopristina/dalfopristina
(estreptograminas), a linezolida (oxazolidinonas), ao cloranfenicol (fenicois) ou a

rifampicina (rifamicinas).

Dos 17 isolados de locais de infeccdo testados, apenas quatro ndo apresentaram
resisténcia a nenhum dos antibidticos testados, enquanto oito dos 17 isolados

apresentaram resisténcia a trés ou mais classes de antibiéticos [120] (Tabela 15).
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Tabela 15. Perfil de susceptibilidade aos antibiéticos dos isolados de S. epidermidis de infeccdo em animais.

Isolado

Antibiéticos

FOX

ERY

CLI

CIP

NOR

MXF

GEN ] TOB

QDT

TET

TGC

LZD

CHL

FUS | MUP

RIF

TMP

SXT

FMV-1

FMV-2

:

R

[ ] Susceptivel; JJ] Resistente; [[] Resisténcia indutivel a clindamicina; (*): Os valores correspondentes ao isolado FMV-20 foram obtidos em meio TSA; FOX:

cefoxitina; ERY: eritromicina; CLI: clindamicina; CIP: ciprofloxacina; NOR: norfloxacina; MXF: moxifloxacina; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; QDT:
quinopristina/dalfopristina; TET: tetraciclina; TGC; tigeciclina; LZD: linezolida; CHL: cloranfenicol; FUS: 4cido fusidico; MUP: mupirocina; RIF: rifampicina; TMP:

trimetoprim; SXT: trimetoprim-sulfametoxazole.

36



3.2.2 Isolados de S. epidermidis de colonizagdo em humanos

Os valores dos halos de inibicdo obtidos para esta colecgdo de 112 isolados encontram-
se registados na Tabela A2 (em Anexo). Os isolados caracterizados como intermédios
foram considerados resistentes. Tal como na coleccdo anterior, também para estes
isolados foram observados diferentes perfis de susceptibilidade aos antibidticos- Tabela
16. O antibiograma dos isolados FMV-33, FMV-45, FMV-68, FMV-122 e FMV-127

foi realizado em meio TSA, uma vez que nao cresciam em meio MHA.

Quanto a classe dos B-lactamicos, verificou-se que 57 (50,9%) dos 112 isolados

apresentaram resisténcia a cefoxitina.

Tal como para a colecgdo anterior, 0 tinico macrélido testado foi a eritromicina, a qual
57 (50,9%) dos 112 isolados eram resistentes.Em relacéo a classe das lincosamidas, 38
(34%) isolados apresentaram resisténcia a clindamicina, quer seja constitutiva (19

isolados) ou indutivel (19 isolados).

Relativamente a classe das fluoroquinolonas, 28 (25%) isolados eram resistentes a
norfloxacina, 25 (22,3%) apresentaram resisténcia para a ciprofloxacina e apenas 13

(11,6%) eram resistentes a moxifloxacina.

Quanto aos aminoglicosideos, verificou-se que 29 (25,9%) apresentaram resisténcia a
tobramicina, enquanto 17 (15,2%) dos isolados eram resistentes a gentamicina. Dos
isolados com resisténcia a gentamicina, 16 eram igualmente resistentes a tobramicina e

néo apresentaram halo de inibi¢do para a canamicina.

Em relacdo as tetraciclinas 26 isolados (23,2%) eram resistentes a tetraciclina, ndo se

detectando resisténcia a tigeciclina.

Em relacdo a classe dos fenicois, dois (1,8%) dos isolados apresentaram resisténcia ao

cloranfenicol.

Para os acidos pseudomonicos, apenas um (0,9%) dos isolados era resistente a

mupirocina.
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Quanto a classe dos fusidanos, 51 (45,6%) dos 112 isolados apresentaram resisténcia ao
acido fusidico.

Em relacdo a classe das rifamicinas, cinco (4,5%) dos isolados testados eram

resistentes a rifampicina.

Em relacéo a classe do trimetoprim/sulfonamidas, verificou-se que quatro (3,6%) dos
isolados apresentaram resisténcia ao trimetoprim, dos quais trés (2,7%) eram também

resistentes ao trimetoprim-sulfametoxazole.

Nesta coleccdo ndo foram detectados isolados resistentes a quinopristina/dalfopristina

(estreptograminas) e a linezolida (oxazolidinonas).
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Tabela 16. Perfil de susceptibilidade aos antibiéticos dos isolados de S. epidermidis de colonizagdo em humanos.
Antibidticos

Isolado GEN | TOB | ODT | TET | TGC | LZD | CHL |FUS| MUP | RIE | TMP | SXT

:* llll
FMV-50™

|:| Susceptivel; i Resistente;|:| Resisténcia indutivel a clindamicina; (*) valores obtidos em meio TSA,; (i, j, k, m): isolados pertencentes ao mesmo individuo; FOX: cefoxitina; ERY:
eritromicina; CLI: clindamicina; CIP: ciprofloxacina; NOR: norfloxacina; MXF: moxifloxacina; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; QDT: quinopristina/dalfopristina; TET: tetraciclina;
TGC; tigeciclina; LZD: linezolida; CHL: cloranfenicol; FUS: &cido fusidico; MUP: mupirocina; RIF: rifampicina; TMP: trimetoprim; SXT: trimetoprim-sulfametoxazole.

39



Tabela 16. (continuacgao).

Isolado

FMV-51™
FMV-52
FMV-53
FMV-54

Antibiéticos

FOX | ERY | CLI

CIP

NOR

MXF

GEN

TOB

QDT | TET

TGC

LZD

RIF

TMP

SXT

CHL ‘ FUS \ MUP

FMV-55

_Fvv-57 N
_Fvv-5s [
FMV-59 I -
FMV-60 - I
FMV-61 -

FMV-62
FMV-63
FMV-64
FMV-65
FMV-66
FMV-67
FMV-68@")
FMV-69©®

1

1

___
|
___

FMV-70
FMV-71"
FMV-72"

mi

FMV-73

FMV-74
FMV-75
FMV-76

FMV-77
FMV-78

|:| Susceptivel; . Resistente;
eritromicina; CLI: clindamicina;

TGC; tigeciclina; LZD: linezolida; CHL: cloranfenicol; FUS: &cido fusidico; MUP: mupirocina; RIF: rifampicina; TMP: trimetoprim; SXT: trimetoprim-sulfametoxazole.

Resisténcia indutivel a clindamicina; (*) valores obtidos em meio TSA, (a, b, m): isolados pertencentes ao mesmo individuo; FOX: cefoxitina; ERY:
P: ciprofloxacina; NOR: norfloxacina; MXF: moxifloxacina; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; QDT: quinopristina/dalfopristina; TET: tetraciclina;
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Tabela 16. (continuacgao).

Antibi6ticos
GEN] TOB] QDT | TET|] TGC| LZD| CHL ] FUS| MUP | RIF] TMP ] SXT

Isolado

FOX ] ERY | CLI | CIP| NOR | MXF

FMV-84 R
FMV-85
FMV-86
FMV-87 [
Fvv-es I | R (|
FMV-89©)
FMV-90©)

FMV-101
FMV-102
FMV-103
FMV-104
FMV-105

Susceptivel; i Resistente; |:| Resisténcia indutivel a clindamicina; (c-f): isolados pertencentes ao mesmo individuo; FOX: cefoxitina; ERY: eritromicina; CLI: clindamicina; CIP:
ciprofloxacina; NOR: norfloxacina; MXF: moxifloxacina; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; QDT: quinopristina/dalfopristina; TET: tetraciclina; TGC; tigeciclina; LZD: linezolida;
CHL: cloranfenicol; FUS: &cido fusidico; MUP: mupirocina; RIF: rifampicina; TMP: trimetoprim; SXT: trimetoprim-sulfametoxazole.

4
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Tabela 16. (continuacgao).

Isolado

Antibi6ticos

FOX | ERY ] CLI ] CIP | NOR | MXF | GEN

QDT J TET | TGC | LZD | CHL ] FUS | MUP | RIF | TMP ] SXT

FMV-106

FMV-107

FMV-108

FMV-109

FMV-110

FMV-111

FMV-112

FMV-113

FMV-114

JJ

FMV-1150

FMV-116"

FMV-117

FMV-118

FMV-119

FMV-120

FMV-121

FMV-1220

FMV-1239

FMV-1249

FMV-125

FMV-126

FMV-128

FMV-127
FMV-129
FMV-130

FMV-131

|:| Susceptivel; . Resistente;

|:| Resisténcia indutivel a clindamicina; (*) valores obtidos em meio TSA; (I, g): isolados pertencentes a0 mesmo individuo; FOX: cefoxitina; ERY:

eritromicina; CLI: clindamicina; CIP: ciprofloxacina; NOR: norfloxacina; MXF: moxifloxacina; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; QDT: quinopristina/dalfopristina; TET: tetraciclina;

TGC,; tigeciclina; LZD: linezolida; CHL.: cloranfenicol; FUS: &cido fusidico; MUP: mupirocina;

RIF: rifampicina; TMP: trimetoprim; SXT: trimetoprim-sulfametoxazole.
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Tabela 16. (continuacgao).

Isolado Antibi6ticos
FOX | ERY ] CLI GEN] TOB] QDT TET] TGC| LZD| CHL ] FUS| MUP | RIF ] TMP

FMV-132
FMV-133
FMV-134
FMV-135M
FMV-136"
FMV-137

SXT

Susceptivel;

Resistente; |:|Resisténcia indutivel & clindamicina; (h): isolados pertencentes ao mesmo individuo; FOX: cefoxitina; ERY: eritromicina; CLI: clindamicina; CIP:
ciprofloxacina; NOR: norfloxacina; MXF: moxifloxacina; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; QDT: quinopristina/dalfopristina; TET: tetraciclina; TGC; tigeciclina; LZD: linezolida;
CHL: cloranfenicol; FUS: &cido fusidico; MUP: mupirocina; RIF: rifampicina; TMP: trimetoprim; SXT: trimetoprim-sulfametoxazole.
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3.3  Deteccdo do gene mecA

Todos os isolados estudados foram testados para o gene mecA, que foi detectado em
oito isolados da coleccdo de infeccdo em animais de companhia e em 68 isolados da
colecgéo de colonizagdo em humanos. Estes isolados incluem todos os que apresentam
resisténcia a cefoxitina, bem como 11 isolados adicionais da coleccdo de colonizagdo
em humanos, que no teste de difusdo em disco, mostraram ser susceptiveis a este
antibidtico (FMV-25, FMV-32, FMV-46, FMV-74, FMV-90, FMV-94, FMV-109,
FMV-115, FMV-120, FMV-127 e FMV-130) (Tabelas 19 e A2).

3.4  Deteccéo de actividade de efluxo aumentada

Os isolados das duas coleccdes foram testados quanto a presenca de actividade de

efluxo aumentada pelo método de “Cartwheel” e determinacdo da concentragdo minima

inibitéria de EtBr.

3.4.1 Caracterizacao das estirpes controlo

O método de “Cartwheel” realiza-se em meio TSA suplementado com EtBr. Este
método baseia-se num aumento da fluorescéncia detectavel a olho nu aquando da
acumulacdo de EtBr no interior das células. No caso de as células possuirem sistemas de
efluxo com actividade aumentada, o EtBr pode ser extrusado do seu interior, evitando
assim a sua acumulagdo intracelular e, por conseguinte, apresentando menor

fluorescéncia [80].

A estirpe ATCC12228, que apresenta actividade de efluxo residual, foi utilizada como
controlo negativo de efluxo. Como controlo positivo, foi utilizada a estirpe
ATCC12228_EtBrl16, anteriormente adaptada a 16 mg/L de EtBr, e que sobrexpressa o
gene norA que codifica para a bomba de efluxo NorA (Costa et al., manuscrito em
preparacdo). Apos incubacdo a 37°C, a estirpe ATCC12228 apresentou fluorescéncia a

partir de uma concentragdo de 0,25 mg/L de EtBr, enquanto a estirpe
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ATCC12228_EtBr16 nao apresentou fluorescéncia até a concentracdo maxima de EtBr
testada (1,5 mg/L), confirmando a maior actividade de efluxo desta estirpe (Tabela 17 e

Figura 6).

A CMI de EtBr para a estirpe ATCC12228 foi de 0,5 mg/L, enquanto a CMI de EtBr
para a estirpe ATCC12228 EtBrl16 foi de 16 mg/L (Tabela 17), valores que confirmam
o efluxo residual da estirpe ATCC12228 e a maior capacidade de efluxo da estirpe
ATCC12228_EtBrl6.

Tabela 17. Deteccdo de actividade de efluxo aumentada para as estirpes controlo.

Estirpe [EtBr] “Cartwheel” (mg/L) CMI EtBr (mg/L)
ATCC12228 0,25 0,5
ATCC12228 EtBr16 >15 16

3.4.2 Isolados de S. epidermidis de infecgdo em animais de companhia

Entre os 17 isolados testados pelo método de “Cartwheel”, sete ndo emitiram
fluorescéncia até a concentracdo maxima de EtBr testada (1,5 mg/L), apresentando
valores de CMI de EtBr entre os 64 mg/L e os 128 mg/L (Tabela 18, pagina 49). Dois
dos 17 isolados comegaram a emitir fluorescéncia a concentragdes entre 0,75 e 1 mg/L,
apresentando valores de CMI do EtBr entre 0s 16 e 32 mg/L, enquanto 0s restantes oito
isolados emitiram fluorescéncia entre 0,25 e 0,5 mg/L de EtBr, apresentando valores de
CMI do EtBr entre 1 e 2 mg/L (Tabela 18).
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[EtBr] (mg/L)
0 0,125 0,25

18h, 37°C

et ™
| ™ t\?,.v:-:-.‘..

18h, 37°C

Figura 6. Resultados exemplificativos do método de “Cartwheel”. A: ATCC12228; B: ATCC12228 EtBrl6; C: FMV-101; D: FMV-102; E: FMV-103; F: FMV-
104; G: FMV-106; H: FMV-109.
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3.4.3 Isolados de S. epidermidis de colonizagdo em humanos

Dos 112 isolados testados através do meétodo de “Cartwheel”, verificou-se que 35
emitiram fluorescéncia a 1,5 mg/L de EtBr ou ndo emitiram fluorescéncia até esta
concentracéo, apresentando valores de CMI do EtBr entre os 16 e os 128 mg/L (Tabela
19, pégina 50). Verificou-se ainda que nove isolados emitiram fluorescénciaa 0,75 e 1
mg/L de EtBr, apresentando valores de CMI do EtBr entre os 16 e os 64 mg/L,
enguanto os restantes 68 isolados emitiram fluorescéncia a 0,25 — 0,5 mg/L de EtBr,

apresentando valores de CMI entre os 0,25 e os 8 mg/L de EtBr (Tabela 19).

3.5  Deteccdo dos genes plasmidicos qacA/B e smr
3.5.1 Genes gacA/B

3.5.1.1 Amplificagio dos genes gacA/B

A deteccdo dos genes gacA/B foi feita para todos os isolados em estudo das duas
coleccdes. Na coleccdo de S. epidermidis de infeccdo em animais de companhia foi
detectada a presenca dos genes gacA/B em sete isolados (Tabela 18) e na colecgéo de
colonizagcdo em humanos estes genes foram detectados em 36 isolados (Tabela 19) -

Figura 7.

ABCDEFGHI JKLMNOPORST

1000 bp —
500bp

Figura 7. Analise dos produtos de amplificacdo dos genes gacA/B por electroforese em gel de
agarose a 1,5% (p/v). A: Marcador GeneRuler 100 bp Plus (Fermentas). B: S. aureus SM39; C: S.
epidermidis ATCC12228; D: Agua MiliQ; E: FMV-1; F: FMV-23; G: FMV-87; H: FMV-91; |: FMV-
101; J: FMV-118; K: FMV-120; L: FMV-124; M: FMV-125; N: FMV-126; O: FMV-127; P: FMV-
129; Q: FMV-131; R: FMV-132; S: FMV-133; T: FMV-137.
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3.5.1.2 Digestao com Alul

Todos os produtos de amplificacdo dos genes gacA/B foram submetidos ao processo de
digestdo com Alul para diferenciacdo destes dois genes (ver ponto 2.2.6, Materiais e
Métodos). Na colecgdo de infeccdo em animais de companhia verificou-se que os sete
produtos de amplificacdo correspondiam ao gene gacA (Tabela 18), enquanto na
coleccdo de colonizacéo, 35 dos isolados possuiam o gene gacA e apenas um (FMV-91)

possuia o gene gacB (Figura 8, Tabela 19).

—
R
—
-—_—
—
—
—
—
—

Figura 8. Andlise dos produtos de digestdo dos fragmentos de amplificagdo gacA/B com Alul em gel
de agarose Metaphor a 3% (p/v). A: Marcador Gene Ruler 50 bp; B: S. aureus SM39; C: FMV-1; D:
FMV-23; E: FMV-87; F: FMV-91; G: FMV-97; H: FMV-101; I: FMV-120; J: FMV-124.

3.5.2 Genesmr

A deteccdo do gene smr foi feita para todos os isolados das duas coleccBes e foram
considerados positivos para a presenca do gene smr, os produtos de PCR com

amplificacdo de um fragmento de cerca de 285 pb (Figura 9).

Na colecgéo de infeccdo em animais de companhia detectou-se a presenga do gene smr
em dois isolados, FMV-2 e FMV-13 (Tabela 18), enquanto nos isolados de colonizagéo
em humanos este gene foi detectado em nove isolados: FMV-28, FMV-29, FMV-52,
FMV-53, FMV-67, FMV-79, FMV-83, FMV-106 e FMV-137 (Tabela 19).

48



ABCDEFGHIJKLMNOPORST

1000bp —»
500bp —p

Figura 9. Analise dos produtos de PCR do gene smr por electroforese em gel de agarose a 1,5%
(p/v). A: S. aureus SM52; B: S. epidermidis ATCC12228; C: Agua MiliQ; D: Marcador GeneRuler 100
bp Plus (Fermentas); E: FMV-1; F: FMV-3; G: FMV-5; H: FMV-8; I: FMV-10; J: FMV-11; K: FMV-
13; L: FMV-14; M: FMV-15; N: FMV-22; O: FMV-23; P: FMV-24; Q: FMV-25; R: FMV-27; S:
FMV-28; T: FMV-32.

A Tabela 18 resume os resultados obtidos nos pontos 3.4 e 3.5 deste capitulo para os
isolados de S. epidermidis de infeccdo em animais de companhia.

Tabela 18. Detec¢éo de actividade de efluxo aumentada e presenca de diferentes genes para isolados
de infecgdo em animais.

Isolado [EtBr] “Cartwheel” CMI EtBr Presenca dos Presenca do
(mg/L) (mg/L) genes qacA/B, smr |  gene mecA
FMV-1 >15 64 gacA -
FMV-2 1 32 smr -
FMV-3 0,5 1 . +
FMV-5 0,5 1 . )
FMV-6 0,25 2 - +
FMV-8 0,5 1 . i
FMV-10 0,25 1 - .
FMV-11 0,5 1 } )
FMV-12 0,25 2 - .
FMV-13 0,75 16 smr -
FMV-14 >15 64 gacA +
FMV-15 >15 64 gacA +
FMV-16 >15 128 gacA +
FMV-17 >15 128 gacA +
FMV-18 >15 64 gacA +
FMV-19 >15 64 gacA -
FMV-20 0,25 2 - +

(-): Néo foi detectada a presenca dos genes gacA/B, smr ou mecA. (+): Confirmada a presenca do gene
mecA.
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A Tabela 19 resume os resultados obtidos nos pontos 3.4 e 3.5 deste capitulo para os

isolados de S. epidermidis de colonizagdo em humanos.

Tabela 19. Deteccao de actividade de efluxo aumentada e presenca de diferentes genes para isolados
de colonizacdo em humanos.

[EtBr] “Cartwheel” CMI EtBr Presenca dos genes Presenca do
Isolado
(mg/L) (mg/L) gacA/B, smr gene mecA

FMV — 22 0,25 0,5 - +
FMV - 23 >15 64 gacA +
FMV - 24 0,25 1 - +
FMV - 250 0,25 2 - +
FMV — 269 0,25 0,5 - -
FMV - 27® >15 32 gacA +
FMV — 28% >15 64 gacA, smr +
FMV - 29 1,5 32 smr -
FMV - 30 0,25 0,5 - +
FMV -31 >1,5 32 gacA +
FMV - 320 0,25 2 - +
FMV —33% >1,5 32 gacA +
FMV - 34 0,25 2 - +
FMV - 35 0,25 2 - -
FMV — 36 0,25 1 - -
FMV - 37 0,25 1 - -
FMV - 38 0,5 0,5 - -
FMV -39 0,5 1 - -
FMV — 40 0,5 0,5 - -
FMV - 41 0,25 0,5 - -
FMV — 42 0,25 2 - +
FMV — 45 0,5 1 - -
FMV - 46 >15 128 gacA +
FMV - 47 >1,5 64 gacA -
FMV — 48 0,25 0,5 - -
FMV — 49 0,5 0,5 - -
FMV —50™ 0,5 4 - -
FMV —51™ 0,25 1 - +
FMV — 52 >15 32 smr +
FMV - 53 >15 16 smr +
FMV — 54 >15 16 gacA -
FMV - 55 0,5 1 - -
FMV - 57 0,25 1 - +
FMV - 58 0,5 2 - +
FMV - 59 0,25 2 - -
FMV - 60 >15 128 gacA +
FMV - 61 0,25 0,5 - +
FMV - 62 >15 32 gacA +
FMV - 63 >15 32 gacA +
FMV — 64 0,25 1 - +
FMV — 65 0,25 0,5 - -
FMV — 66 0,5 1 - +
FMV — 67 >15 16 smr +
FMV - 68@ 0,25 0,5 - +
FMV - 69@ 0,5 1 - -
FMV — 70 0,5 4 - -
FMV — 710 0,25 0,5 - +

(a b, i, j, k, m): isolados pertencentes ao mesmo individuo; (-): N&do foi detectada a presenga dos genes

gacA/B, smr ou mecA. (+): Confirmada a presenca do gene mecA.
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Tabela 19. (continuagéo).

Isolado « C:EE:SIZlel” CMI EtBr Presenca dos genes Presenga do
(mg/L) (mg/L) gacA/B, smr gene mecA
FMV — 720 0,25 0,25 - -
FMV - 73 0,25 1 - -
FMV - 74 0,25 2 - +
FMV - 75 0,25 0,5 - +
FMV - 76 0,25 4 - -
FMV - 77 >15 128 gacA -
FMV - 78 0,25 1 - +
FMV - 79 1,5 4 smr +
FMV - 80 0,25 1 - +
FMV - 81 0,25 2 - +
FMV - 82 0,5 8 gacA -
FMV - 83 15 32 smr +
FMV -84 0,5 1 - +
FMV -85 0,5 0,5 - -
FMV - 86 0,5 0,5 - -
FMV - 87 >15 32 gacA +
FMV - 88 >15 32 gacA +
FMV — 89© 0,5 05 - -
FMV —90© 0,5 05 - +
FMV —91@ >1,5 64 gacB +
FMV - 92@ 0,5 2 - -
FMV -93 >15 64 gacA +
FMV - 94 0,5 2 - +
FMV - 96 0,5 1 - +
FMV — 97® 1,5 128 gacA +
FMV — 98© 0,5 05 - -
FMV — 99 0,25 0,5 - +
FMV-100® 0,5 0,25 - -
FMV-101 1 32 gacA +
FMV-102 >15 64 gacA +
FMV-103 >15 128 gacA +
FMV-104 >15 128 gacA +
FMV-105 0,25 0,5 - -
FMV-106 0,75 32 gacA, smr -
FMV-107 1,5 64 gacA -
FMV-108 0,25 0,5 - -
FMV-109 0,5 1 - +
FMV-110 0,5 2 - -
FMV-111 0,25 0,5 - -
FMV-112 0,5 1 - -
FMV-113 0,25 0,5 - -
FMV-114 0,5 1 - +
FMV-115" 1 64 gacA +
FMV-116" >15 128 gacA -
FMV-117 0,25 0,5 - -
FMV-118 1 64 gacA +
FMV-119 0,25 0,5 - -
FMV-120 1 64 gacA +
FMV-121 0,25 0,5 - +
FMV-122 0,75 32 - -
FMV-1239 0,25 1 - +

(b — g, ): isolados pertencentes ao mesmo individuo; (-): Nao foi detectada a presenca dos genes qacA/B,
smr ou mecA. (+): Confirmada a presenca do gene mecA.
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Tabela 19. (continuagéo).

[EtBr]
Isolaco Cartwheer | O EIST | Presencadosgenes | Presenca o

(mg/L) g q , g
FMV-1240© 0,75 16 gacA -
FMV-125 0,75 16 - +
FMV-126 15 64 gacA +
FMV-127 15 64 gacA +
FMV-128 0,25 0,25 - +
FMV-129 >15 32 gacA +
FMV-130 0,25 0,5 - +
FMV-131 >1,5 64 gacA +
FMV-132 1,5 32 gacA +
FMV-133 >15 64 gacA +
FMV-134 0,25 2 - +
FMV-135M 1 64 gacA +
FMV-136® 0,25 0,5 - -
FMV-137 15 32 smr +

(9, h): isolados pertencentes ao mesmo individuo; (-): N&o foi detectada a presenca dos genes gacA/B,
smr ou mecA. (+): Confirmada a presenca do gene mecA.

3.6  Caracterizagado da actividade de efluxo por fluorometria em tempo-real

3.6.1 Estirpe controlo S. epidermidis ATCC12228

o Ensaio de acumulagdo

O primeiro ensaio realizado por fluorometria em tempo-real foi o ensaio de acumulagao
de EtBr na presenca de concentracfes crescentes deste composto na presenca/ auséncia
de glucose para a estirpe de referéncia ATCC12228. Como referido no ponto 2.2.8
(Materiais e Métodos), este ensaio foi realizado a fim de avaliar o perfil de acumulacéo
de EtBr das celulas bacterianas e determinar a concentracdo de EtBr para a qual o

influxo e o efluxo deste composto estdo em equilibrio.

Neste ensaio, verificou-se que quanto maior a concentracdo de EtBr, maior a
fluorescéncia detectada, indicando assim que houve acumulacéo de EtBr no interior das
células bacterianas. A adicdo de glucose a 0,4%, fonte de energia, originou um aumento
de fluorescéncia a todas as concentragdes testadas, indicando uma maior acumulagéo de
EtBr (Figura 10). Estes resultados indicam que a estirpe ATCC12228 possui actividade
de efluxo residual. A concentracdo de equilibrio de EtBr para esta estirpe foi de 0,25
mg/L (Figura 10).
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Figura 10. Ensaio de acumulacédo na presenca de concentracfes crescentes de EtBr para a estirpe
ATCC12228. A seta indica a concentragdo de equilibrio do EtBr para a estirpe ATCC12228; 0,25 mg/L;
G: Glucose.

° Ensaio de efluxo

O ensaio de efluxo foi realizado para a estirpe ATCC12228 para verificar qual a
actividade de efluxo das células bacterianas, ap6s um primeiro passo de acumulacéo de

EtBr, na presenca de VER, um conhecido inibidor de efluxo em S. aureus [25, 29].

Através da Figura 11 verifica-se que a estirpe ATCC12228 ndo apresentou uma
actividade de efluxo significativa, uma vez que, mesmo na presenca de glucose, ndo se
observou decréscimo da fluorescéncia ao longo do tempo, corroborando assim a

presenca de actividade de efluxo basal para esta estirpe.

1,6 -
1,4 -
S 1,2
= ATCC12228
T 14
8 0
§ 08 - + Glucose 0.4%
g 0,6 - + VER 400 mg/L
o
z 04 - +VER 400 mg/L + G
0,2 - 0.4%
O T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Tempo (min)

Figura 11. Ensaio de efluxo de EtBr para estirpe ATCC12228. G: Glucose; VER: Verapamil.
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3.6.2 Isolados de S. epidermidis de infeccdo em animais de companhia

Dos 17 isolados que constituem esta colec¢do foram seleccionados para caracterizacéo
de actividade de efluxo os seguintes isolados: FMV-12 (gacA/B™ e smr’); FMV-13
(smr'); FMV-16, FMV-17, FMV-18 e FMV-19 (gacA").

o Ensaios de acumulagao

O isolado FMV-12 (gacA/B™ e smr’) apresentou um comportamento semelhante ao da
estirpe ATCC12228 nos ensaios de acumulacao, tanto na auséncia como na presenca de
glucose a 0,4% (Figura 12). Como tal, este isolado apresentou uma actividade de efluxo
residual, sendo a sua concentracdo de equilibrio de 0,25 mg/L.

O isolado FMV-13 (smr*) apresentou um comportamento distinto, ndo se verificando
um aumento tdo acentuado da fluorescéncia, sendo a concentragdo de equilibrio de EtBr
de 0,5 mg/L (Figura 12). Na presenca de glucose, verificou-se um decréscimo de
fluorescéncia, e por conseguinte, de acumulacao intracelular de EtBr (Figura 12). Estes
resultados sugerem que o isolado FMV-13 (smr*) possui uma actividade de efluxo

aumentada.

Os isolados FMV-16, FMV-17, FMV-18 e FMV-19 (gacA") apresentaram
comportamentos diferentes, tanto em relacdo a estirpe ATCC12228, como entre eles.
Nestes isolados, a concentracdo de equilibrio de EtBr foi de 0,5 mg/L (Figura 12). No
entanto, os isolados FMV-16 e FMV-19 apresentaram um aumento da fluorescéncia a
partir de 2 mg/L de EtBr, comparativamente com os isolados FMV-17 e FMV-18, em
que este aumento ndo se verifica (Figura 12). Tal como no isolado FMV-13 (smr), na
presenca de glucose 0,4% verificou-se um decréscimo de fluorescéncia, e por
conseguinte, de acumulacdo intracelular de EtBr (Figura 12). Estes resultados sugerem
que os isolados FMV-16, FMV-17, FMV-18 e FMV-19 (gacA’) possuem uma

actividade de efluxo aumentada.

54



FMV-12 (9 FMV-13 (smr’) FMV-16 (qacA")
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— Isolado EtBr_0,125 mgfL EtBr_0,25mg/L EtBr_0,5 mg/L EtBr_1 mg/fL
EtBr_2 mg/L EtBr_3 mg/L : EtBr_0,125 mg/L+ G_0.4% EtBr_0,25mg/L+G_04% - EtBr_0,5 mg/L+G_0.4%
EtBr_1mg/L+G_0.43% EtBr_ 2 mg/L+ G_0.4% EtBr_ 3 mg/L+G_0.43%

Figura 12. Ensaios de acumulacdo na presenca de concentracdes crescentes de EtBr de S. epidermidis isolados de infecgdo em animais. As setas indicam a
concentragdo de equilibrio do EtBr para os isolados em estudo: FMV-12: 0,25 mg/L; FMV-13, FMV-16, FMV-17, FMV-18 e FMV-19: 0,5 mg/L.
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Resumindo, a estirpe ATCC12228 e o isolado FMV-12 apresentaram uma actividade de
efluxo residual, enquanto os isolados FMV-13, FMV-16, FMV-17, FMV-18 e FMV-19

apresentaram uma actividade de efluxo aumentada.

° Ensaios de efluxo

A actividade de efluxo dos isolados seleccionados foi de seguida avaliada através de
ensaios de efluxo de EtBr, que permitem detectar a extrusdo deste composto das células
bacterianas em tempo-real (Figura 13). Estes ensaios sdo efectuados apds incubacdo em
condi¢des que promovem a acumulacdo de EtBr no interior das células (concentracdo
de equilibrio de EtBr e VER).

O isolado FMV-12 (gacA/B" e smr’) apresentou 0 mesmo comportamento que a estirpe

de referéncia, isto €, uma actividade de efluxo residual (Figura 13).

Os isolados FMV-13, FMV-16, FMV-17, FMV-18 e FMV-19 demonstraram um
comportamento distinto do da estirpe ATCC12228 e do isolado FMV-12, apresentando
uma actividade de efluxo aumentada (Figura 13). Verificou-se ainda que os isolados
com o sistema de efluxo QacA tém uma actividade de efluxo superior ao isolado com o
sistema de efluxo Smr (FMV-13). No entanto, os isolados FMV-16, FMV-17, FMV-18
e FMV-19 (gacA") apresentaram um comportamento diferente entre si (Figura 13),
verificando-se que o isolado FMV-19 possui uma actividade de efluxo superior a dos

restantes isolados com QacA, na presenca de glucose.
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Figura 13. Ensaio de efluxo de S. epidermidis isolados de infecgdo em animais. G: Glucose; VER: Verapamil. Condi¢do de efluxo maximo: presenca de glucose.
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3.6.3 Isolados de S. epidermidis de colonizacdo em humanos

Dos 112 isolados que constituem esta coleccdo foram seleccionados para caracterizacéo
de actividade de efluxo os seguintes isolados: FMV-36 (gacA/B™ e smr’); FMV-28
(qacA” e smr*); FMV-60 (gacA"); FMV-91 (gacB"); FMV-137 (smr”).

o Ensaios de acumulacao

O isolado FMV-36 apresentou um comportamento semelhante ao da estirpe
ATCC12228 tanto na auséncia como na presenca de glucose a 0,4% (Figura 14). Como
tal, este isolado apresenta uma actividade de efluxo residual, sendo a sua concentracdo
de equilibrio de 0,25 mg/L de EtBr (Figura 14).

Os isolados FMV-28 (gacA* e smr™), FMV-60 (gqacA") e FMV-91 (qacB") apresentaram
comportamentos diferentes em relagdo a estirpe ATCC12228. Para estes isolados,
observou-se uma fraca acumulacdo de EtBr ao longo do ensaio, sendo atingidos valores
de fluorescéncia muito baixos a maior concentracéo de EtBr testada (3 mg/L), indicando
uma actividade de efluxo significativa. A concentracdo de equilibrio para estes isolados
foi de 1 mg/L (Figura 14).

No isolado FMV-137 (smr*), a acumulacdo de EtBr foi ligeiramente superior a dos
restantes isolados (qacA/B*) sendo a concentracdo de equilibrio de EtBr de 0,5 mg/L
(Figura 14). Na presenca de glucose, todos os isolados a excepcdo de FMV-36,

apresentaram uma reducdo na acumulacéao de EtBr.
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Figura 14. Ensaios de acumulacéo na presenca de concentragdes crescentes de EtBr de S. epidermidis isolados de colonizagdo em humanos. As setas indicam a
concentragdo de equilibrio do EtBr para os isolados em estudo: FMV-36:0,25 mg/L; FMV-28, FMV-60 e FMV-91:1 mg/L; FMV-137:0,5 mg/L. G: Glucose.
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° Ensaios de efluxo

Como no ensaio de acumulacdo, o isolado FMV-36 (gacA/B" e smr’) apresentou um
comportamento semelhante a estirpe de referéncia ATCC12228, exibindo actividade de
efluxo residual (Figura 15).

Os isolados FMV-60 (gacA™), FMV-91 (gacB*) e FMV-137 (smr™) possuem actividade
de efluxo detectavel, observando-se uma perda de fluorescéncia nos primeiros minutos
de ensaio (Figura 15). Destes isolados, verificou-se que o isolado FVM-137 apresentou

uma maior actividade de efluxo.

Para o isolado FMV-28 (gacA™ e smr’), ndo se observou actividade de efluxo
significativa (Figura 15). Este resultado ndo era o esperado, uma vez que este isolado

possui simultaneamente 0s genes gacA e smr.
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Figura 15. Ensaio de efluxo de S. epidermidis isolados de colonizacdo em humanos. G: Glucose; VER: Verapamil. Condicdo de efluxo méaximo: presenga de

glucose.
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4 Discussao e Conclusoes

As bactérias da espécie S. epidermidis colonizam a pele e mucosas tanto de seres
humanos como de animais, estando associadas a infeccdes oportunistas em individuos e
animais imunocomprometidos ou que tenham sido sujeitos a algum procedimento
cirargico que envolva o uso de catéteres, implantes prostéticos ou outros dispositivos
médicos [8, 39, 140]. Em animais de companhia, estas bactérias sdo agentes de
infeccdes do aparelho auditivo ou do tracto urinario, podendo ainda causar infeccoes
cutaneas [8, 95]. Para além do potencial patogénico, S. epidermidis e outros
estafilococos ndo produtores de coagulase tém sido, cada vez mais, considerados
reservatorios de genes de resisténcia, particularmente estirpes que colonizam animais de
companhia, de producdo ou mesmo animais selvagens [37, 75, 132]. Foram ja
identificados em S. epidermidis varios genes que conferem resisténcia a classes
especificas de antibidticos, por exemplo tetraciclinas (tet(K) e tet(L)); aminoglicosideos,
como gentamicina, canamicina e tobramicina (aacA-aphD); macrdlidos (mph(C));
lincosamidas (Inu(A)) [132, 133] ou &cido fusidico (fusB e fusC) [17,18]. Para além
destes, foram descritos para S. epidermidis e outros estafilococos, outros genes que
codificam para bombas de efluxo, nativas ou codificadas em plasmideos, como é o caso
de QacA/B, Smr, QacG, QacH, Qacl, FexA, entre outras [109, 118, 132], capazes de
conferir resisténcia a uma ou varias classes de antibiéticos e/ou a outros compostos
antimicrobianos. Os sistemas de efluxo codificados em plasmideos tornam-se
particularmente importantes no contexto da resisténcia aos compostos antimicrobianos,
uma vez que estes plasmideos podem ser transferidos intra- ou inter-espécies, podendo

transportar também outros determinantes de resisténcia e/ou de viruléncia [9, 115].

Nos ultimos anos, varios estudos tém demonstrado uma elevada prevaléncia dos
sistemas de efluxo QacA/B em isolados de Staphylococcus spp. [7, 28, 118]. Um destes
estudos, realizado na Unidade de Cuidados Intensivos do Hospital de Aberdeen, Reino
Unido, demonstrou uma maior prevaléncia dos sistemas QacA/B em S. epidermidis em
comparacdo com isolados de S. aureus [56]. Este e outros estudos demonstraram
também que a presenca destes sistemas de efluxo esta relacionada com fendétipos de

multirresisténcia (MDR) em S. epidermidis, estando também associada a uma
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diminuicdo de susceptibilidade para alguns biocidas, nomeadamente para a clorhexidina
[56, 109].

Neste trabalho foram estudadas duas coleccdes de S. epidermidis, uma de isolados
recolhidos de locais de infeccdo em animais de companhia, nomeadamente cées e gatos;
e uma colecgdo de isolados de colonizacdo nasal em profissionais e estudantes de
Medicina Veterinaria. Embora se saiba que os animais de companhia sdo reservatorios
de bactérias resistentes a compostos antimicrobianos [37, 116] e que tanto os animais,
como os proprios profissionais de veterinaria sdo bastante expostos a estes compostos,
[41, 116], sdo ainda relativamente escassos 0s estudos que exploram a relagdo entre a
resisténcia em estafilococos isolados de animais ou de humanos em contacto proximo
com estes e a presenca/auséncia de determinantes de efluxo. Assim, neste trabalho
pretendeu-se determinar o perfil de susceptibilidade aos antibidticos destas duas
coleccdes de S. epidermidis, estudar a presenca de genes que codificam para as bombas
de efluxo plasmidicas QacA/B e Smr e relacionar a presenca destes genes com a
capacidade de efluxo das estirpes em estudo e o seu perfil de resisténcia aos

antibidticos.

4.1  Perfil de resisténcia a antibi6ticos dos isolados de S. epidermidis

O perfil de susceptibilidade aos antibioticos das duas colec¢des de isolados foi testado

para 14 classes de antibidticos (Tabela 12 — Materiais e Métodos).

Na coleccdo de S. epidermidis provenientes de locais de infeccdo em animais de
companhia verificou-se uma elevada frequéncia de resisténcia aos antibidticos -
lactdmicos, macrolidos, tetraciclinas, acido fusidico e as fluoroquinolonas, enquanto na
coleccdo de S. epidermidis de colonizacdo em profissionais e estudantes de veterinaria
se verificou uma elevada prevaléncia de resisténcia aos B-lactamicos, macrolidos, &cido

fusidico, aminoglicosideos e fluoroquinolonas - Tabela 20.

63



Tabela 20. Frequéncia de resisténcia dos isolados de S. epidermidis de infeccdo em animais de e de
coloniza¢do em humanos.

Numero de isolados resistentes (%)
Classe Antibiético _Isolad~os de Isol_ados: de
infeccdo em colonizacdo em
animais (n=17) humanos (n=112)
B-lactdmicos FOX 8 (47,1%) 57 (50,9%)
Macrélidos ERY 8 (47,1%) 57 (50,9%)
Tetraciclinas TET 7 (41,2%) 26 (23,2%)
Fusidano FUS 7 (41,2%) 51 (45,5%)
NOR 6 (35,3%) 28 (25%)
Fluoroquinolonas CIP 4 (23,5%) 25 (22,3%)
MXF 1 (5,9%) 13 (11,6%)
Aminoglicosideos TOB 4 (23,5%) 29 (25,9%)
GEN 3 (17,6%) 17 (15,2%)
. . cLI' 4 (23,5% 19 (17%
Lincosamidas CLI ( : ) 19 517%;
Trimetoprim/Sulfonamidas -;\él'? ; Eﬁgzﬁ;g g’ 8%3
Rifamicinas RIF - 5 (4,5%)
Fenicois CHL - 2 (1,8%)
Acidos pseudoménicos MUP 1 (5,9%) 1 (0,9%)

(-): Os isolados ndo apresentaram resisténcia para o antibidtico em estudo. FOX: cefoxitina; ERY:
eritomicina; TET: tetraciclina; FUS: acido fusidico; NOR: norfloxacina; CIP: ciprofloxacina; MXF:
moxifloxacina; TOB: tobramicina; GEN: gentamicina; CLI": Resisténcia indutivel & clindamicina; CLI:
clindamicina; TMP: trimetoprim; SXT: trimetoprim-sulfametoxazole; RIF: rifampicina; CHL:
cloranfenicol; MUP: mupirocina.

As duas coleccBes de S. epidermidis estudadas nesta Dissertacdo incluiam um ndmero
significativo de estirpes resistentes aos p-lactamicos, em resultado de estudos anteriores
no ambito dos quais foram recolhidas. Assim, enquanto a primeira colec¢do consistia
em S. epidermidis recolhidos de locais de infeccdo em cdes e gatos [37], eventualmente
sujeitos a pressdo selectiva por terapéutica prévia, os isolados de S. epidermidis da
coleccdo de colonizagdo foram previamente recolhidos por colegas da Faculdade de
Medicina Veterindria no ambito do primeiro estudo realizado em Portugal com o
objectivo de avaliar a prevaléncia de colonizagdo por estafilococos resistentes a
meticilina em individuos com contacto proximo de animais, nomeadamente médicos

veterinarios, enfermeiros, auxiliares e estudantes de Medicina Veterinaria [111].

Num estudo realizado com Staphylococcus provenientes de animais de companhia
internados numa clinica veterinaria (10 isolados), de zaragatoas do ambiente da clinica

(58 isolados) e de profissionais veterinarios dessa mesma clinica (4 isolados), verificou-
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se que S. epidermidis era o estafilococo mais comum, observando-se ainda a elevada
frequéncia de estirpes MRSE, correspondendo a quatro isolados de infeccdo, 14
isolados do ambiente e trés isolados de colonizagdo em profissionais veterinarios [131].
Um estudo recentemente realizado com Staphylococcus provenientes de colonizacéo de
animais e habitantes de uma quinta na Austria [76], detectou uma estirpe MRSE em 15
estafilococos ndo produtores de coagulase resistentes a meticilina [76]. Um outro
estudo, focado em S. epidermidis provenientes de colonizacao de animais de producéo e
agricultores, demonstrou que a colonizacdo por MRSE era de 67% nos animais e de
51% nos trabalhadores das exploragdes estudadas [5]. Finalmente, um outro estudo
sobre a prevaléncia de MRSE como agente de infeccdo em animais de companhia (um
gato, um cavalo e dez cdes) verificou que 11 dos 12 S. epidermidis isolados
correspondiam a MRSE [84].

Num outro estudo realizado num hospital da China com trés grupos de individuos (120
doentes, 150 profissionais de salde — médicos/enfermeiros - e 250 individuos da
comunidade), observou-se que dos 150 profissionais de salude, 92 estavam colonizados
por S. epidermidis, 45 dos quais (48,9%) MRSE [40]. Entre os 250 individuos da
comunidade, 112 estavam colonizados por S. epidermidis, 43 (38,4%) dos quais
correspondiam a MRSE [40]. Um estudo anterior, realizado na Faculdade de Medicina
de Kitakyushu, no Japdo, isolou 213 Staphylococcus spp. em 90 estudantes, dos quais

139 correspondiam a S. epidermidis, entre os quais 59 MRSE [88].

No presente estudo, a resisténcia aos p-lactdmicos foi analisada pelo método de difusdo
em disco e pesquisa do gene mecA, tendo-se detectado discrepancias entre a presenca
deste gene e a resisténcia fenotipica a cefoxitina para 11 isolados de colonizagéo
(Tabelas 16 e 19).

Segundo as recomendag¢fes EUCAST, os halos de inibicdo devem ser lidos apds um
periodo de incubacdo de 18 horas, enquanto as recomendacdes do “Clinical and
Laboratory Standards Institute” (CLSI) ditam uma extensdo deste periodo para as 24
horas de incubacgéo [23]. Deste modo, as leituras dos halos de inibi¢do da cefoxitina
foram realizadas apos as 18 e as 24 horas de incubacdo, tendo-se verificado que em

alguns casos, a extensdo do periodo de incubacao era de facto importante para detectar
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fenotipicamente a resisténcia a cefoxitina. No entanto, para os 11 isolados referidos, o
halo de inibicdo mantinha-se superior a 24 mm, valor limite estabelecido para a
susceptibilidade a cefoxitina em S. epidermidis nas normas EUCAST 2016. Na
realidade, os halos de inibi¢do para a cefoxitina destes isolados variavam entre 25 e 32
mm (Tabela A2). No entanto, a actualizagdo ja em 2017 das normas EUCAST
reconsidera este valor, estabelecendo como novo limite para susceptibilidade, um halo
igual ou superior a 28 mm [44]. Se considerarmos este novo valor, cinco destes isolados
seriam categorizados como fenotipicamente resistentes, o que € um bom indicador da
necessidade desta actualizacdo. Os restantes 6 isolados, apesar de possuirem o gene
mecA, continuam a ser fenotipicamente classificados como MSSE. No entanto, estes
apresentaram halos de inibicdo dispares, realcando-se que no caso de FMV-127 este
halo (32 mm) foi determinado em TSA, o que implica alguma cautela na sua
interpretagdo e que o isolado FMV-130 ndo apresentava halo de inibicdo para a
oxacilina (Tabela A2).

No ambito da comparacdo entre métodos genotipicos e fenotipicos na determinacdo da
resisténcia & meticilina em estafilococos ndo produtores de coagulase, Palazzo e Darini
realizaram um estudo envolvendo 151 isolados, a maioria dos quais (99 isolados) S.
epidermidis [97]. A resisténcia a meticilina foi testada pela determinacédo da presenca do
gene mecA e pelo método de difusdo em disco para a cefoxitina e para a oxacilina [97].
Dos 99 S. epidermidis, 5 isolados, apesar de possuirem o gene mecA, eram susceptiveis
tanto a cefoxitina como a oxacilina, verificando-se assim uma discrepancia [97], tal
como no nosso trabalho. Esta discrepancia entre os resultados fenotipicos e a presenca

do gene mecA pode ser justificada pela expressdo variavel deste gene [45, 112].

Embora varios estudos tenham demonstrado que a cefoxitina € um bom marcador de
susceptibilidade para a classe dos B-lactamicos em Staphylococcus spp. [3, 58, 108], o
conjunto dos nossos resultados indica a necessidade de algum cuidado na utilizagdo do
teste de susceptibilidade como Unico indicador de resisténcia aos B-lactamicos em S.
epidermidis, mesmo que a utilizacdo de disco de antibiotico seja considerado mais
fiavel que a determinacdo de CMIs [43, 44]. Assim, a pesquisa do gene mecA sera o

método mais fidvel para a detec¢do de estirpes MRSE.
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Ainda em relagdo aos B-lactamicos, existe uma elevada percentagem de isolados MSSE
com halos de inibicdo para a penicilina e para a ampicilina abaixo dos 26 mm (valor
anteriormente considerado para definicdo de resisténcia, EUCAST 2012), o que sugere

a producao de B-lactamases nestes isolados.

O método de difusdo em disco foi realizado em meio MHA, como recomendado pela
EUCAST [43] e pela CLSI [23], com excepcao de seis isolados (um de infec¢éo e cinco
de colonizagdo), em que este teste foi realizado em meio TSA, uma vez que estes
isolados n&o cresciam em MHA. Embora ndo tenham sido encontrados relatos na
literatura sobre a auséncia de crescimento de S. epidermidis em meio MHA, uma
possivel explicacdo para esta observacdo serd a necessidade de alguns nutrientes
especificos, para o crescimento desses isolados, ausentes em MHA. De facto,
relativamente ao meio MHA, TSA tem na sua composicdo cloreto de sédio, que tem
como funcdo manter o equilibrio osmotico e triptona, uma fonte de nitrogénio organico,

tornando-o um meio altamente nutritivo [62].

Para além da resisténcia aos p-lactamicos, verificou-se também elevada prevaléncia de
resistencia aos macrélidos (eritromicina) e ao acido fusidico, nas duas colec¢des de
isolados. Relativamente a S. epidermidis relacionados com infec¢bes em animais de
companhia, McManus e colegas determinaram a prevaléncia de resisténcia a diferentes
antibidticos em animais internados num hospital veterinario [84], verificando uma
elevada frequéncia de resisténcia, nomeadamente ao cido fusidico, fluoroquinolonas e
rifampicina [84]. Vérios outros estudos realizados em isolados clinicos humanos de S.
epidermidis detectaram igualmente uma elevada frequéncia de estirpes resistentes a
outras classes de antibidticos, nomeadamente &cido fusidico, eritromicina, clindamicina
ou gentamicina [21, 52, 83]. Estudos em S. epidermidis de colonizacdo em humanos,
incluindo humanos em contacto préximo com animais, demonstram que nestes isolados
ocorre também uma elevada frequéncia de resisténcia a macrdlidos, lincosamidas,

tetraciclina, acido fusidico e trimetoprim-sulfametoxazole [5, 40, 76, 131].

No conjunto, embora a origem e dimenséo das duas colec¢Ges, em particular a pequena
dimensdo da coleccdo de isolados de infec¢do, ndo permita comparacdes directas, €

possivel verificar a existéncia de uma fracdo importante de bactérias resistentes ou
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multirresistentes aos antibidticos entre S. epidermidis recolhidos tanto de locais de

infeccdo como de colonizagéo.

Em termos de multirresisténcia e considerando como multirresistentes (MDR) os
isolados resistentes a trés ou mais classes de antibidticos [120], na coleccdo de infeccdo
em animais de companhia, foram detectados 7 isolados com perfil MDR (Tabela 15,
Resultados), enquanto na coleccdo de colonizacdo em humanos se detectaram 54
isolados MDR (Tabela 16, Resultados). Em relacdo a esta ultima colec¢édo, analisando a
distribuicdo de isolados MDR por ocupacdo, verifica-se que os médicos veterinarios sao
a classe de individuos com maior frequéncia de isolados MDR, contrariamente aos
estudantes de Medicina Veterinaria, que possuem maior frequéncia de isolados néo-
MDR (Figura 16).
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Figura 16. Frequéncia de MDR/n&o-MDR nos isolados S. epidermidis de coloniza¢do em humanos.

Tal como referido anteriormente, em alguns casos foram recolhidas duas amostras do
mesmo individuo, notando-se que em muitos destes, 0 mesmo individuo estava

colonizado por estirpes de S. epidermidis MDR e ndo-MDR (Tabela A2).
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4.2  Actividade de efluxo dos isolados S. epidermidis

A caracterizacdo da actividade de efluxo teve como principal objectivo determinar quais
os isolados que apresentavam actividade de efluxo acrescida, distinguindo-os daqueles
com actividade basal. Para tal recorreu-se a dois procedimentos: o método de
“Cartwheel” e a determinacdo da CMI do EtBr.

Na coleccdo de S. epidermidis de infec¢do em animais de companhia, a aplicacdo destes
dois procedimentos determinou que metade (9/17) dos isolados possuiam actividade de
efluxo acrescida, enquanto os restantes isolados possuiam um nivel de efluxo basal
(Tabela 18, Resultados). Estes ensaios foram também realizados na coleccdo S.
epidermidis de colonizacdo em profissionais e estudantes de Medicina Veterinaria,
verificando-se que cerca de um terco (45/112) dos isolados possuiam actividade de
efluxo aumentada (Tabela 19, Resultados).

Todos os S. epidermidis das duas colecgdes foram testados para a presenca de genes
localizados em plasmideos que codificam para bombas de efluxo, nomeadamente,
gacA/B e smr. Na coleccdo de 17 isolados de infeccdo foram detectados sete com o gene
gacA e dois com o gene smr (Tabela 18, Resultados); enquanto na colec¢do de 112
isolados de colonizagédo detectou-se 0 gene gacA em 33 isolados, 0 gene smr em sete
isolados, a presencga simultanea dos genes gacA e smr em dois isolados e 0 gene gacB
em um isolado. A presenca simultanea de gacA e smr ja foi descrita em S. epidermidis,
apesar de ser pouco frequente [109]. Relacionando a presenca de actividade de efluxo
aumentada com a presenca/auséncia dos determinantes gacA/B e smr, pode-se
estabelecer que, em S. epidermidis, um isolado com actividade de efluxo aumentada
pode ser detectado fenotipicamente se preencher um dos seguintes critérios: um valor de
CMI para o EtBr igual ou superior a 8 mg/L e/ou emissdo de fluorescéncia a uma
concentracédo de EtBr igual ou superior a 0,75 mg/L no método de “Cartwheel”. Assim,
nestas duas colec¢Oes todos os isolados que possuiam uma actividade de efluxo
aumentada, possuiam pelo menos um destes genes plasmidicos, a excepcdo de dois
isolados, FMV-122 e FMV-125 (Tabela 19, Resultados). No caso destes dois isolados, a
actividade de efluxo detectada podera ter origem na presencga de outros determinantes

plasmidicos que codificam para bombas de efluxo como gacG, gacH e gacJ [28, 129]
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ou na sobrexpressdo de genes nativos que codificam para bombas de efluxo, como os
genes nor [63, Costa et al., manuscrito em preparagao].

Estes resultados levam a concluir que a bomba de efluxo QacA é a mais prevalente
tanto nos isolados de infeccdo como nos isolados de colonizagdo (Tabelas 18 e 19,
Resultados). Em termos de colonizagdo, os veterinarios apresentaram maior prevaléncia
da bomba de efluxo QacA em relacdo aos outros grupos, assim como em relacdo a
outras bombas de efluxo (Figura 17). Para os individuos dos quais se recolheram dois
isolados de S. epidermidis, estes apresentavam, de um modo geral, um perfil diferente

para 0s genes pesquisados.
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(n=63) (n= 26) (n= 23)
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Figura 17. Presenca dos genes gacA, gacB e smr nos isolados S. epidermidis de coloniza¢do em
humanos.

De acordo com alguns estudos realizados em isolados clinicos tanto de S. aureus como
de estafilococos ndo produtores de coagulase (incluindo S. epidermidis), 0s genes que
codificam para os sistemas de efluxo QacA/B sdo mais frequentes, comparativamente
com o gene smr [57, 82, 117]. Em relagdo aos genes gacA e gacB, € de realcar que a
distingdo entre ambos s é possivel através da digestdo com Alul ou outras enzimas,
como realizado neste trabalho, ou por sequenciacdo, 0 que muitas vezes nao é feito,

podendo resultar numa sobrevalorizacédo da frequéncia de gacA na literatura.
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As CMI do EtBr foram determinadas para as duas colecc¢des e os resultados obtidos
quer para isolados de infeccdo, quer para os de colonizagdo demonstraram que aqueles
com a bomba de efluxo Smr apresentam valores mais baixos (4 — 64 mg/L), quando
comparados com os isolados com QacA (8 — 128 mg/L) (Tabelas 18 e 19, Resultados).
Curiosamente, os dois isolados com estas duas bombas de efluxo apresentaram CMIs de
EtBr de 32 ou 64 mg/L, 0 que sugere que a presenca simultanea destas duas bombas néo
confere um nivel de resisténcia acrescido a este substrato. A estirpe positiva para QacB

apresentou um valor de CMI para o EtBr de 64 mg/L (Tabela 19, Resultados).

Apesar de ndo haver dados disponiveis na literatura para comparacdo em S. epidermidis,
o facto dos isolados com o sistema QacA apresentarem gamas de CMI para o EtBr
superiores as dos isolados com Smr estd de acordo com resultados ja publicados para S.
aureus [31, 49, 98]. Por outro lado, apesar da CMI para o EtBr do Unico isolado com o
sistema QacB se situar na média de CMIs encontradas para os isolados com QacA, tal
ndo coincide com o ja descrito por Furi e colegas em S. aureus, em gue os isolados com
QacB apresentam valores de CMI de EtBr superiores aos dos isolados com QacA,

embora para um nimero também reduzido de isolados com QacB [49].

A actividade de efluxo foi caracterizada através do método de fluorometria para um
conjunto de isolados seleccionados com base no seu genoétipo. Este método permite
avaliar a acumulacdo de EtBr no interior das celulas e posteriormente, o efluxo deste

para fora das mesmas em tempo real [128].

Dos seis isolados seleccionados da coleccdo de infecgdo de S. epidermidis em animais
de companhia (quatro gacA*, um smr* e um gacA/B” e smr) verificou-se que os isolados
com QacA possuiam uma maior actividade de efluxo, comparativamente ao isolado

com Smr (Figura 13).

Dentro da colec¢édo de S. epidermidis de colonizagdo em humanos foram seleccionados
cinco isolados para estes ensaios, em que um isolado possui actividade de efluxo basal
(FMV-36, gacA/B™ e smr’) e os restantes exibiam maior actividade de efluxo: FMV-28
(qacA” e smr*), FMV-60 (gacA"), FMV-91 (gacB*) e FMV-137 (smr*). Como se pode
verificar nas Figuras 14 e 15 (Resultados) obtiveram-se os resultados esperados em

todos os isolados, isto €, uma actividade de efluxo superior ao das estirpes de referéncia
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ou de colonizacdo sem estes sistemas. A Unica excepcdo foi FMV-28, para o qual ndo se
detectou actividade significativa no ensaio de efluxo (Figura 15, Resultados). Uma vez
que a sua CMI para o EtBr (64 mg/L) e o seu comportamento no ensaio de acumulacgéo
sdo compativeis com uma actividade de efluxo aumentada, pode-se presumir que 0s
resultados obtidos no ensaio de efluxo dever-se-d80 a uma limitagdo técnica. Esta
limitacdo pode reflectir uma incapacidade de detectar o efluxo de EtBr, o qual tera
provavelmente ocorrido nos minutos iniciais do ensaio, logo apos a adicdo de cultura ao
tubo. Para testar esta hipdtese seria necessario repetir o ensaio em condi¢des que
diminuissem a taxa de efluxo, nomeadamente pela diminuicdo da temperatura de
manipulacdo dos componentes do ensaio (arrefecimento da cultura apés acumulacéo,
centrifugacdo a temperatura mais baixa), de modo a diminuir esta actividade, o que

eventualmente permitiria a sua deteccao [30].

O conjunto de resultados obtidos com estas trés metodologias (método de “Cartwheel”,
CMI do EtBr e fluorometria em tempo-real) permitiu concluir que o método de
“Cartwheel” ¢ uma abordagem valida para uma seleccdo rapida de isolados de S.
epidermidis com actividade de efluxo acrescida, ja que estes emitiram fluorescéncia a
concentracdes de EtBr mais elevadas que os isolados com uma actividade de efluxo
basal, 0 mesmo acontecendo em relacdo as CMI do EtBr, mais elevadas nos isolados
com uma actividade de efluxo aumentada. Confirma-se assim o potencial destas
abordagens para S. epidermidis, tal como foi descrito para S. aureus [33, 80, 98]. Para
além disso, a fluorometria em tempo-real é uma abordagem Util para uma caracterizacdo

mais completa da actividade de efluxo em S. epidermidis.

4.3  Sistemas de efluxo plasmidicos e perfil de resisténcia a antibioticos

A utilizagdo de compostos antimicrobianos tem um papel essencial tanto no tratamento
de infecgbes como na prevencdo das mesmas, uma vez que engloba antibidticos,
desinfectantes, antissépticos e preservantes [85, 89]. Os desinfectantes e antissépticos
sdo utilizados tanto em hospitais como em clinicas veterinarias, a fim de controlar e
prevenir infecc@es, inibindo o crescimento bacteriano [116]. A aplicacdo destes agentes

antimicrobianos em medicina humana e animal, bem como na producdo animal, pode
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levar ao aparecimento e disseminacdo de bactérias resistentes, colocando o0s
profissionais destas actividades em grupos de risco [116]. Um dos mecanismos
utilizados pelas células bacterianas para se protegerem dos efeitos tdxicos destes
compostos é a utilizacdo de bombas de efluxo MDR, que permitem a exportacdo de
varios substratos, impedindo assim que estes exercam a sua fungdo [20, 105]. Como
referido anteriormente (ponto 4.1), a maioria dos isolados S. epidermidis estudados
apresentaram fenotipo de multirresisténcia aos antibidticos. Embora os antibioticos ndo
sejam substratos dos sistemas de efluxo analisados neste trabalho - QacA, QacB e Smr -
estes sistemas poderdo contribuir para o desenvolvimento de fendtipos MDR. A
presenca e sobrexpressdo de sistemas de efluxo podem potenciar o aparecimento de
fenotipos MDR através de diferentes vias: (i) no caso de bombas MDR, a sua
sobrexpressdo pode conduzir a resisténcia cruzada a outros substratos da mesma bomba
(por exemplo, antibidticos); (ii) pela co-seleccdo de outros determinantes de resisténcia
localizados no mesmo plasmideo onde se encontra o determinante do sistema de efluxo;
(iii) pela vantagem selectiva conferida por estes sistemas, que poderdo permitir a célula
sobreviver até ao aparecimento de mecanismos adicionais de resisténcia (por exemplo,
mutacdo ou aquisicdo de genes adicionais por transferéncia horizontal) [115]. Uma vez
que sistemas de efluxo estudados, QacA/B ou Smr ndo tém a capacidade de expelir
antibidticos, o seu impacto no aparecimento de fen6tipos MDR devera ocorrer
sobretudo pelas duas Ultimas vias mencionadas, isto €, pela co-seleccdo de outros
determinantes plasmidicos ou pela vantagem selectiva. De facto, alguns estudos ja
demonstraram a vantagem selectiva de estirpes com estes sistemas em S. aureus [31, 49,
84]. Assim, foi analisada a possivel relacdo entre a presenca dos sistemas QacA/B e

Smr e o perfil de multiresisténcia a antibioticos.

Para a coleccdo de infeccdo em animais de companhia, quatro dos sete isolados com o
sistema QacA apresentaram fenotipo MDR (Tabela 21). Na colec¢éo de colonizacéo, 23
dos 33 isolados com QacA e trés dos sete isolados com Smr apresentavam fenétipo
MDR. Dos dois isolados com presenca simultanea de gacA e smr, apenas um exibiu

fenotipo MDR enquanto o Unico isolado com gacB apresentava tambem fendtipo MDR.
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Tabela 21. Presenca dos genes gacA/B e smr e fenétipo MDR dos isolados S. epidermidis.

Genes plasmidicos que codificam .
Fendtipo MDR
Coleccado de bombas de efluxo
isolados gacAe gacAe
gacA gacB smr gacA gacB smr
smr smr
Infeccdo em
o 7 - 2 - 4 - - -
animais (n=17)
Colonizacéo em
33 1 7 2 23 1 3 1
humanos (n=112)

(-): Néo foi detectada a presenca destes genes.

Como se pode observar na Figura 18, a presenca dos sistemas QacA/B ou Smr aparece

associada a fenotipos MDR, a maior parte dos quais envolvendo resisténcia simultanea

a B-lactamicos, macrélidos, tetraciclinas e acido fusidico (Tabelas 15 e 16).
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Figura 18. Presenca/auséncia de bombas de efluxo e perfil MDR ou MRSE/MSSE dos isolados S.

epidermidis estudados nas duas colec¢des. BE: Bomba de efluxo. MDR: isolados com fen6tipo MDR.

A resisténcia aos P-lactamicos (MRSE) esta associada a aquisicdo do elemento

SCCmec, logo podera aparecer associada a presenca dos sistemas QacA/B e Smr apenas

como resultado de uma maior capacidade de sobrevivéncia conferida por estes sistemas

de efluxo. Para a maioria dos restantes antibidticos envolvidos nos fenotipos MDR
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observados, a resisténcia podera estar directamente associada a determinantes
localizados no mesmo plasmideo onde se encontram os genes gacA/B ou smr (Tabela 1,
Introducdo). Embora os dados obtidos sugiram esta relacdo, seriam necessarios mais
estudos para a sua confirmacdo, nomeadamente, a analise genética de outros
determinantes de resisténcia presentes nos plasmideos destes isolados e o estudo da
variacdo dos fenotipos associados a cada plasmideo, pela sua cura ou transferéncia para
outras estirpes [27, 31, 116].

4.4  Conclusdes gerais

Os resultados obtidos nesta Dissertacdo contribuiram para um melhor conhecimento das
estirpes S. epidermidis responsaveis por infeccdo em animais de companhia ou
colonizacdo em profissionais e estudantes de Medicina Veterinaria, permitindo
determinar o seu perfil de resisténcia a antibioticos bem como de presenga de genes
plasmidicos que codificam para bombas de efluxo e actividade de efluxo relacionada.

Quanto ao perfil de susceptibilidade a antibiodticos verificou-se uma elevada frequéncia
de resisténcia aos antibidticos B-lactdmicos, macrdlidos, acido fusidico e
fluoroguinolonas em ambas as colec¢bes de S. epidermidis estudadas. Quanto a
presenca dos genes plasmidicos gacA/B e smr, concluiu-se que estes ocorrem com
elevada frequéncia entre os isolados de S. epidermidis de infeccdo em animais de
companhia (9/17), comparativamente com os isolados de colonizagdo em profissionais e
estudantes de veterinaria (43/112). Dos sistemas de efluxo estudados verificou-se que
QacA é o mais frequente e esta associado a uma maior actividade de efluxo,
comparativamente com o sistema Smr, em qualquer uma das colecgdes estudadas.
Verificou-se também que estes sistemas de efluxo, particularmente QacA, aparecem
associados a fendtipos MDR, sugerindo que a presenca de genes plasmidicos que
codificam para bombas de efluxo pode contribuir para uma maior frequéncia de

resisténcia a compostos antimicrobianos.

No grupo de isolados de S. epidermidis de colonizacdo em profissionais e estudantes de

veterinaria, verificou-se que os profissionais com maior contacto com o0s animais

75



(médicos, auxiliares e enfermeiros veterinarios) séo a populagdo com maior frequéncia
de isolados de S. epidermidis multirresistentes assim como dos determinantes qacA/B e
smr. A determinacdo dos factores que poderdo explicar estas observaces implicara
estudos mais alargados e abrangentes, que possam definir as vias de transmissdo de
estirpes resistentes entre animais e os profissionais de salde veterinaria. A determinagdo
destas vias ganha cada vez maior relevancia, dado o preocupante aumento de resisténcia
aos antibioticos e a acumulacdo de dados que apontam para a importancia da
componente animal/veterinaria na emergéncia e disseminacdo de bactérias resistentes.
Os dados apresentados nesta Dissertagcdo suportam a importancia de se acompanhar e
caracterizar a resisténcia aos compostos antimicrobianos nas vertentes humana e animal
e a necessidade de se abordar este tema numa perspectiva mais abrangente, segundo o

conceito OneHealth.

No futuro seria importante estudar os efeitos das bombas identificadas nesta Dissertagao
na resisténcia a biocidas com relevancia na pratica clinica/veterinéria, determinando as
suas CMIs. Seria também relevante caracterizar os plasmideos encontrados nos isolados
S. epidermidis das duas colecgdes, nomeadamente ao nivel do seu tamanho e outros
determinantes de resisténcia que possam transportar, incluindo outros genes plasmidicos
que codificam para bombas de efluxo (QacG, QacJ e QacH) e para resisténcia a outros
antimicrobianos. Esta analise devera ser complementada com informacao da linhagem
genética destes isolados, a determinar por métodos de tipagem molecular como perfis de
macrorestricdo por electroforese em gel de campo pulsado (PFGE) ou “multilocus

sequence typing” (MLST).

Além do estudo das bombas de efluxo plasmidicas, seria também importante estudar a
expressao das bombas de efluxo nativas de S. epidermidis, para as quais ainda néo
existe tanta informag&o como para S. aureus, de modo a definir a sua contribuigéo para

os feno6tipos MDR observados.

Estas e outras abordagens deverdo permitir compreender melhor o papel dos sistemas de
efluxo no desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos em S. epidermidis, como
ponto de partida para o desenho de abordagens que permitam minimizar o impacto

destas resisténcias neste importante agente de colonizacéo e infeccao.
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Tabela Al. Halos de inibicdo (mm) para diferentes antibidticos dos isolados S. epidermidis de infecgdo em animais.

Antibioticos
Isolados PEN AMP OXAY FOX™ ERY CLI CIP NOR
Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo
FMV-1 1 38 (A) 40 (A) 24 (A) 35 S 32 S 34 S 36 S 34 S
FMV-2 | 17 (A) 20 (A 28 (A) 34 S 6 R 28 S 30 S 30 S
FMV-3 | 6 (A) 6 (A 6 (A) 21 R 32 S 32 S 20 S 15 R
FMV-5 | 38 (A) 40 (A 24 (A) 30 S 34 S 34 S 36 S 34 S
FMV-6 | 20 (A) 22 (A 21 (A 21 R 36 S 38 S 38 S 36 S
FMV-8 | 17 (A) 20 (A) 21 (A) 34 S 32 S 28 S 32 S 30 S
FMV-10 | 14 (A) 17 (A) 6 (A) 21 R 6 R 30 (D) RO 6 R 6 R
FMV-111 19 (A) 24 (A) 24 (A) 34 S 30 S 30 34 S 34 S
FMV-12 1 20 (A) 27 (A) 30 (A) 38 S 30 S 28 30 S 15 R
FMV-13 1 40 (A) 38 (A 26 (A) 34 S 32 S 28 36 S 34 S
FMV-141 ¢ (A 12 (A) 6 (A) 18 R 6 R 34(M)| RO 19 R 13 R
FMV-151 25 (A) 26 (A) 13 (A) 23 R 16 R 32 S 36 S 34 S
FMV-16 | 13 (A) 14 (A) 6 (A) 12 R 6 R 30()| RO 15 R 11 R
FMV-17 1 27 (A) 26 (A) 13 (A) 15 R 30 S 30 S 34 S 32 S
FMV-18 | 13 (A) 15 (A) 6 (A) 13 R 6 R 28 (D) RO 19 R 12 R
FMV-19 | 39 (A) 40 (A) 28 (A) 34 S 6 R 30 S 34 S 34 S

PEN: penicilina; AMP: ampicilina; OXA: oxacilina; FOX: cefoxitina; ERY': eritomicina; CLI: clindamicina; CIP: ciprofloxacina; NOR: norfloxacina. S: sensivel; R:

resistente; R : Resisténcia indutivel & clindamicina; (A): Valores de “breakpoint” nio padronizados; (1): Leitura dos halos de inibi¢do ap6s 18h e 24h de incubagdo.
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Tabela Al. (continuagéo).

Antibioticos
Isolados MXF GEN KAN TOB QDT TET TGC LZD
Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo
FMV-11 36 S 30 S 28 (A) 28 S 36 S 32 S 25 S 26 S
FMV-2 1 30 S 26 S 26 (A) 26 S 27 S 24 S 22 S 24 S
FMV-3 | 28 S 26 S 6 (A) 6 R 28 S 28 S 26 S 24 S
FMV-5 | 36 S 32 S 28 (A) 30 S 28 S 28 S 24 S 28 S
FMV-6 | 38 S 36 S 34 (A) 36 S 31 S 12 R 26 S 34 S
FMV-8 | 34 S 28 S 26 (A 28 S 25 S 26 S 24 S 24 S
FMV-10 | 19 R 30 S 30 (A) 32 S 28 S 25 S 26 S 26 S
FMV-11] 38 S 32 S 28 (A) 28 S 24 S 24 S 24 S 26 S
FMV-12 1 32 S 32 S 30 (A) 32 S 30 S 12 R 26 S 30 S
FMV-13 | 35 S 28 S 28 (A) 28 S 26 S 28 S 25 S 28 S
FMV-14 | 25 S 14 R 6 (A) 18 R 26 S 18 R 27 S 28 S
FMV-15| 35 S 28 S 30 (A) 28 S 26 S 28 S 26 S 28 S
FMV-16 | 24 S 17 R 11 (A) 20 R 29 S 16 R 25 S 30 S
FMV-171 34 S 30 S 28 (A) 30 S 28 S 26 S 21 S 30 S
FMV-18 | 24 S 14 R 9 (A) 19 R 30 S 6 R 20 S 30 S
FMV-19 | 38 S 30 S 28 (A) 28 S 30 S 8 R 24 S 30 S

MXF: moxifloxacina; GEN: gentamicina; KAN: canamicina; TOB: tobramicina; QDT: quinopristina/ dalfopristina; TET: tetraciclina; TGC; tigeciclina; LZD:

linezolida. S: sensivel; R: resistente; (A): Valores de “breakpoint” ndo padronizados.
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Tabela Al. (continuagéo).

Antibioticos
Isolados CHL FFC FUS MUP NIT RIF TMP SXT
Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo
FMV-1 | 28 S 28 (A) 30 S 42 S 30 S 40 S 32 S 26 S
FMV-2 1 26 S 24 (A) 6 R 38 S 23 S 36 S 24 S 25 S
FMV-3 | 24 S 29 (A) 28 S 40 S 30 S 40 S 6 R 12 R
FMV-5 1 28 S 28 (A) 32 S 38 S 28 S 36 S 32 S 26 S
FMV-6 | 32 S 30 (A) 40 S 42 S 34 S 44 S 30 S 34 S
FMV-8 | 24 S 28 (A) 28 S 38 S 28 S 37 S 32 S 30 S
FMV-10 | 26 S 28 (A 14 R 44 S 28 S 34 S 30 S 26 S
FMV-111 26 S 30 (A) 26 S 38 S 28 S 36 S 28 S 26 S
FMV-12 1 30 S 30 (A) 32 S 28 R 42 S 32 S 30 S 42 S
FMV-13 | 26 S 27 (A) 10 R 38 S 26 S 36 S 29 S 28 S
FMV-14 | 24 S 30 (A) 14 R 40 S 28 S 36 S 30 S 30 S
FMV-151 36 S 29 (A) 30 S 40 S 28 S 36 S 32 S 28 S
FMV-16 | 29 S 26 (A) 15 R 42 S 29 S 38 S 26 S 30 S
FMV-171 28 S 24 (A) 34 S 42 S 28 S 38 S 25 S 26 S
FMV-18 | 29 S 24 (A 15 R 42 S 32 S 38 S 28 S 30 S
FMV-19 1 30 S 28 (A) 34 S 40 S 30 S 36 S 6 R 12 R

CHL.: cloranfenicol; FFC: florfenicol; FUS: &cido fusidico; MUP: mupirocina; NIT: nitrofurantoina; RIF: rifampicina; TMP: trimetoprim; SXT: trimetoprim-
sulfametoxazole. S: sensivel; R: resistente; (A): Valores de “breakpoint” ndo padronizados.
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Tabela A2. Halos de inibicdo (mm) para diferentes antibidticos dos isolados S. epidermidis de colonizagdo em humanos.

Antibidticos
Isolados PEN AMP OXAY FOX® ERY CLI CIp NOR
Halo | Fenotipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenotipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fenétipo
FMV — 22 17 (A) 20 (A) 19 (A) 22 R 36 S 34 S 34 S 34 S
FMV — 23 15 (A) 18 (A) 18 (A) 22 R 36 S 36 S 36 S 36 S
FMV-24 | 18 (A) 22 (A) 22 (A) 21 R 32 S 36 S 6 R 6 R
FMV -250 | 32 (A) 32 (A) 32 (A) 26 S 14 R 40 S 40 S 38 S
FMV -269 | 18 (A) 20 (A) 28 (A) 34 S 36 S 34 S 34 S 34 S
FMV -270 | 12 (A) 16 (A) 12 (A) 24 R 11 R 28 (D) RO 20 S 15 R
FMV-28% | 6 (A) 14 (A) 6 (A) 22 R 38 S 34 S 38 S 38 S
FMV - 29 38 (A) 38 (A) 32 (A) 34 S 34 S 34 S 40 S 38 S
FMV - 30 11 (A) 12 (A) 12 (A) 21 R 38 S 34 S 36 S 34 S
FMV-31 | 16 (A) 19 (A) 17 (A) 22 R 18 R 6 S 18 R 16 R
FMV -320 | 20 (A) 22 (A) 24 (A) 25 S 14 R 15 S 40 S 38 S
FMV — 34 13 (A) 17 (A) 22 (A) 24 R 10 R 30 S 24 S 20 S
FMV - 35 24 (A) 26 (A) 30 (A) 34 S 10 R 34 S 36 S 34 S
FMV — 36 22 (A) 28 (A) 30 (A) 36 S 18 R 35 S 38 S 34 S
FMV - 37 18 (A) 20 (A) 26 (A) 34 S 6 R 28 S 30 S 30 S
FMV - 38 23 (A) 22 (A) 28 (A) 36 S 6 R 30 S 36 S 32 S
FMV -39 26 (A) 30 (A) 34 (A) 36 S 16 R 35 S 40 S 40 S
FMV - 40 21 (A) 25 (A) 30 (A) 40 S 34 S 30 S 30 S 30 S
FMV - 41 17 (A) 21 (A) 26 (A) 36 S 30 S 28 S 30 S 30 S
FMV — 42 23 (A) 22 (A) 26 (A) 24 R 14 R 34 S 30 S 24 S
FMV — 46 24 (A) 30 (A) 24 (A) 30 S 28 S 36 S 38 S 36 S
FMV — 47 40 (A) 38 (A) 30 (A) 32 S 6 R 32 S 34 S 34 S
FMV — 48 24 (A) 24 (A) 30 (A) 36 S 38 S 38 S 38 S 38 S
FMV — 49 24 (A) 24 (A) 28 (A) 36 S 13 R 34 S 36 S 36 S

PEN: penicilina; AMP: ampicilina; OXA: oxacilina; FOX: cefoxitina; ERY: eritomicina; CLI

: clindamicina; CIP: ciprofloxacina; NOR: norfloxacina. S: sensivel; R:

resistente; R : Resisténcia indutivel & clindamicina; (A): Valores de “breakpoint” nio padronizados; (1): Leitura dos halos de inibi¢do apos 18h e 24h de incubagdo;
(1), (k) e (i): isolados S. epidermidis que pertencem ao mesmo individuo.

93



Tabela A2. (continuagéo).

Antibioticos
Isolados PEN AMP OXAY FOX® ERY CLI CIp NOR
Halo | Fendétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo
FMV —50™ | 22 (A) 24 (A) 30 (A) 34 S 14 R 34 S 32 S 28 S
FMV -51™M | 20 (A) 22 (A) 22 (A) 24 R 18 R 16 R 38 S 38 S
FMV - 52 18 (A) 14 (A) 14 (A) 24 R 38 S 36 S 14 R 14 R
FMV - 53 18 (A) 24 (A) 20 (A) 22 R 40 S 34 S 6 R 6 R
FMV - 54 24 (A) 30 (A) 20 (A) 34 S 38 S 40 S 36 S 38 S
FMV - 55 40 (A) 40 (A) 30 (A) 36 S 28 S 24 S 30 S 28 S
FMV - 57 14 (A) 16 (A) 20 (A) 24 R 6 R 28 S 32 S 32 S
FMV - 58 18 (A) 20 (A) 20 (A) 24 R 14 R 34 S 34 S 34 S
FMV - 59 42 (A) 36 (A) 32 (A) 32 S 6 R 26 (D) RO 32 S 30 S
FMV - 60 6 (A) 15 (A) 14 (A) 22 R 34 S 32 S 34 S 32 S
FMV - 61 19 (A) 20 (A) 18 (A) 23 R 34 S 34 36 S 36 S
FMV — 62 12 (A) 18 (A) 6 (A) 22 R 6 R 27 (D) RO 18 R 15 R
FMV - 63 12 (A) 18 (A) 9 (A) 22 R 6 R 25 (D) RO 18 R 12 R
FMV - 64 14 (A) 16 (A) 20 (A) 24 R 24 S 30 S 36 S 34 S
FMV - 65 40 (A) 42 (A) 32 (A) 36 S 6 R 30 S 36 S 34 S
FMV - 66 16 (A) 20 (A) 6 (A) 22 R 38 S 36 S 6 R 6 R
FMV - 67 10 (A) 18 (A) 6 (A) 22 R 6 R 6 R 20 S 16 R
FMV -69@ | 22 (A) 26 (A) 30 (A) 36 S 34 S 36 S 36 S 34 S
FMV - 70 22 (A) 24 (A) 26 (A) 35 S 12 R 34 (D) R® 32 S 28 S
FMV-710 | 6 (A) 18 (A) 18 (A) 22 R 32 S 34 S 16 R 10 R
FMV - 72® | 40 (A) 38 (A) 30 (A) 34 S 36 S 10 R 36 S 36 S
FMV - 73 24 (A) 28 (A) 24 (A) 34 S 36 S 34 S 36 S 36 S
FMV - 74 16 (A) 26 (A) 24 (A) 28 S 12 R 34 (D) RO 40 S 38 S
FMV - 75 6 (A) 6 (A) 10 (A) 22 R 32 S 32 S 32 S 28 S
FMV - 76 17 (A) 24 (A) 28 (A) 34 S 6 R 28 S 30 S 28 S
FMV — 77 22 (A) 34 (A) 30 (A) 36 S 6 R 26 (D) RO 34 S 32 S

PEN: penicilina; AMP: ampicilina; OXA: oxacilina; FOX: cefoxitina; ERY:: eritomicina; CLI: clindamicina; CIP: ciprofloxacina; NOR: norfloxacina. S: sensivel; R:
resistente; R : Resisténcia indutivel & clindamicina; (A): Valores de “breakpoint” nio padronizados; (1): Leitura dos halos de inibi¢do apos 18h e 24h de incubagdo;
(@), (b) e (m): isolados S. epidermidis que pertencem ao mesmo individuo.
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Tabela A2. (continuagéo).

Antibioticos
Isolados PEN AMP OXAY FOX® ERY CLI CIp NOR
Halo | Fendétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo
FMV-78 17 (A) 20 (A) 15 (A) 24 R 32 S 14 R 36 S 34 S
FMV-79 14 (A) 18 (A) 16 (A) 24 R 34 S 34 S 36 S 36 S
FMV-80 6 (A) 10 (A) 6 (A) 20 R 34 S 10 R 36 S 34 S
FMV-81 16 (A) 20 (A) 18 (A) 22 R 12 R 15 R 26 S 20 S
FMV-82 20 (A) 24 (A) 28 (A) 36 S 36 S 34 S 30 S 30 S
FMV-83 15 (A) 20 (A) 20 (A) 24 R 38 S 6 R 10 R 6 R
FMV-84 15 (A) 18 (A) 15 (A) 20 R 11 R 34 S 36 S 32 S
FMV-85 23 (A) 26 (A) 28 (A) 36 S 34 S 36 S 38 S 38 S
FMV-86 26 (A) 28 (A) 30 (A) 36 S 38 S 36 S 38 S 36 S
FMV-87 6 (A) 6 (A) 6 (A) 18 R 34 S 30 S 6 R 6 R
FMV-88 12 (A) 17 (A) 18 (A) 22 R 6 R 36 (D) RO 21 S 16 R
FMV-89©) 26 (A) 28 (A) 30 (A) 36 S 36 S 34 S 36 S 34 S
FMV-90© 19 (A) 22 (A) 22 (A) 30 S 38 S 34 S 40 S 40 S
FMV-91@ 15 (A) 19 (A) 18 (A) 24 R 6 R 36 (D) RO 38 S 36 S
FMV-92@ 22 (A) 26 (A) 28 (A) 34 S 36 S 36 S 30 S 28 S
FMV-93 15 (A) 18 (A) 16 (A) 22 R 6 R 30 (D) R® 6 R 6 R
FMV-94 18 (A) 24 (A) 28 (A) 30 S 11 R 40 (D) R® 36 S 36 S
FMV-96 17 (A) 19 (A) 16 (A) 24 R 12 R 32 S 6 R 6 R
FMV-97€ 6 (A) 14 (A) 10 (A) 18 R 6 R 25 (D) R® 15 R 12 R
FMV-98€) 24 (A) 28 (A) 28 (A) 36 S 38 S 36 S 38 S 40 S
FMV-99® 13 (A) 15 (A) 12 (A) 21 R 32 S 30 S 6 R 6 R
FMV-1007 | 42 (A) 42 (A) (A) 38 S 6 R 16 R 36 S 36 S
FMV-101 6 (A) 12 (A) 6 (A) 19 R 6 R 22 (D) RO 18 R 15 R
FMV-102 6 (A) 14 (A) 6 (A) 19 R 10 R 6 R 36 S 36 S
FMV-103 14 (A) 16 (A) 15 (A) 24 R 36 S 36 S 38 S 36 S
FMV-104 15 (A) 16 (A) 6 (A) 19 R 6 R 6 R 6 R 6 R
FMV-105 18 (A) 21 (A) 26 (A) 34 S 34 S 30 S 36 S 34 S

PEN: penicilina; AMP: ampicilina; OXA: oxacilina; FOX: cefoxitina; ERY eritomicina; CLI

: clindamicina; CIP: ciprofloxacina; NOR: norfloxacina. S: sensivel; R:

resistente; R : Resisténcia indutivel & clindamicina; (A): Valores de “breakpoint” nio padronizados; (1): Leitura dos halos de inibigio ap6s 18h e 24h de incubagéo;
(c) a (): isolados S. epidermidis que pertencem ao mesmo individuo.
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Tabela A2. (continuagéo).

Antibioticos
Isolados PEN AMP OXAY FOX® ERY CLI CIp NOR
Halo | Fendétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo
FMV-106 38 (A) 40 (A) 32 (A) 38 S 16 R 32 S 36 S 36 S
FMV-107 18 (A) 20 (A) 30 (A) 34 S 22 R 32 S 34 S 34 S
FMV-108 16 (A) 20 (A) 28 (A) 34 S 30 S 30 S 32 S 32 S
FMV-109 20 (A) 23 (A) 19 (A) 26 S 12 R 34 (D) RO 38 S 34 S
FMV-110 22 (A) 25 (A) 28 (A) 36 S 6 R 21 (D) RO 28 S 28 S
FMV-111 22 (A) 22 (A) 28 (A) 36 S 6 R 21 (D) RO 28 S 28 S
FMV-112 24 (A) 26 (A) 30 (A) 40 S 6 R 26(D) RO 36 S 32 S
FMV-113 42 (A) 40 (A) 30 (A) 36 S 6 R 34 S 34 S 34 S
FMV-114 13 (A) 16 (A) 11 (A) 24 R 32 S 30 S 34 S 34 S
FMV-1150 | 12 (A) 18 (A) 16 (A) 25 S 20 R 30 S 36 S 36 S
FMV-116" | 18 (A) 23 (A) 22 (A) 34 S 6 R 30 S 36 S 34 S
FMV-117 17 (A) 21 (A) 26 (A) 34 S 6 R 30 S 32 S 32 S
FMV-118 10 (A) 17 (A) 14 (A) 21 R 34 S 32 S 32 S 30 S
FMV-119 16 (A) 19 (A) 26 (A) 32 S 28 S 28 S 30 S 28 S
FMV-120 26 (A) 26 (A) 18 (A) 25 S 34 S 34 S 34 S 32 S
FMV-121 6 (A) 14 (A) 12 (A) 20 R 30 S 28 S 16 R 12 R
FMV-1239 | 21 (A) 22 (A) 15 (A) 20 R 30 S 30 S 34 S 34 S
FMV-1249 | 34 (A) 36 (A) 24 (A) 34 S 13 R 32 S 34 S 32 S
FMV-125 15 (A) 18 (A) 15 (A) 22 R 34 S 32 S 16 R 13 R
FMV-126 24 (A) 26 (A) 16 (A) 22 R 11 R 30 S 34 S 32 S
FMV-128 6 (A) 18 (A) 15 (A) 23 R 30 S 30 S 18 R 12 R
FMV-129 6 (A) 11 (A) 6 (A) 19 R 6 R 16 (D) RO 18 R 12 R
FMV-130 15 (A) 20 (A) 6 (A) 30 S 6 R 6 R 6 R 6 R
FMV-131 16 (A) 17 (A) 16 (A) 24 R 36 S 34 S 36 S 36 S
FMV-132 6 (A) 6 (A) 6 (A) 16 R 6 R 27 (D) RY 16 R 10 R

PEN: penicilina; AMP: ampicilina; OXA: oxacilina; FOX: cefoxitina; ERY:: eritomicina; CLI: clindamicina; CIP: ciprofloxacina; NOR: norfloxacina. S: sensivel; R:
resistente; R : Resisténcia indutivel & clindamicina; (A): Valores de “breakpoint” nio padronizados; (1): Leitura dos halos de inibigio ap6s 18h e 24h de incubagéo;
() e (g): isolados S. epidermidis que pertencem ao mesmo individuo.

96



Tabela A2. (continuagéo).

Antibioticos
Isolados PEN AMP OXAY FOX® ERY CLI CIp NOR
Halo | Fendétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo
FMV-133 6 (A) 6 (A) 6 (A) 18 R 30 S 12 R 32 S 32 S
FMV-134 12 (A) 18 (A) 19 (A) 24 R 9 R 10 R 32 S 30 S
FMV-135" 6 (A) 16 (A) 6 (A) 19 R 6 R 22 (D) RO 19 R 14 R
FMV-136®™ | 18 (A) 24 (A) 26 (A) 34 S 30 S 30 S 34 S 36 S
FMV-137 6 (A) 15 (A) 13 (A) 21 R 30 S 30 S 20 S 17 S

PEN: penicilina; AMP: ampicilina; OXA: oxacilina; FOX: cefoxitina; ERY: eritomicina; CLI: clindamicina; CIP: ciprofloxacina; NOR: norfloxacina. S: sensivel; R:
resistente; R () Resisténcia indutivel a clindamicina; (A): Valores de “breakpoint” nio padronizados; (1): Leitura dos halos de inibicdo ap6s 18h e 24h de incubagéo;
(h): isolados S. epidermidis que pertencem ao mesmo individuo.
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Tabela A2. (continuagéo).

Antibidticos
Isolados MXF GEN KAN TOB QDT TET TGC LZD
Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fenétipo
FMV - 22 38 S 14 R 6 (A) 17 R 28 S 30 S 23 S 32 S
FMV - 23 38 S 32 S 30 (A) 32 S 30 S 8 R 22 S 36 S
FMV - 24 _ 20 R 32 S 32 (A) 32 S 30 S 30 S 21 S 34 S
FMV-250 | a4 S 36 S 26 (A) 18 R 32 S 6 R 25 S 40 S
FMV -269 | 36 S 32 S 32 (A) 30 S 25 S 32 S 28 S 30 S
FMV -270 | 26 S 12 R 6 (A) 20 R 30 S 18 R 22 S 36 S
FMV -28K0 | 38 S 36 S 26 (A) 18 R 30 S 30 S 24 S 34 S
FMV =29 38 S 34 S 30 (A) 32 S 27 S 32 S 28 S 28 S
FMV -30 38 S 32 S 32 (A) 32 S 30 S 30 S 20 S 36 S
FMV -31 24 S 34 S 32 (A) 34 S 30 S 36 S 26 S 34 S
FMV -329 | 40 S 38 S 36 (A) 36 S 28 S 30 S 24 S 34 S
FMV - 34 34 S 34 S 20 (A) 15 R 26 S 6 R 20 S 24 S
FMV - 35 38 S 32 S 32 (A) 32 S 30 S 32 S 24 S 36 S
FMV - 36 40 S 34 S 32 (A) 34 S 30 S 36 S 26 S 32 S
FMV - 37 34 S 28 S 28 (A) 28 S 28 S 24 S 22 S 26 S
FMV - 38 36 S 30 S 30 (A) 32 S 27 S 28 S 22 S 34 S
FMV -39 40 S 36 S 34 (A) 34 S 30 S 32 S 26 S 38 S
FMV —-40 34 S 26 S 26 (A) 26 S 30 S 30 S 24 S 30 S
FMV - 41 32 S 28 S 26 (A) 26 S 28 S 26 S 29 S 28 S
FMV — 42 38 S 36 S 36 (A) 36 S 30 S 6 R 26 S 40 S
FMV - 46 40 S 38 S 38 (A) 38 S 34 S 38 S 26 S 34 S
FMV — 47 34 S 34 S 32 (A) 34 S 28 S 32 S 24 S 32 S
FMV - 48 36 S 32 S 32 (A) 32 S 31 S 36 S 24 S 32 S
FMV - 49 38 S 34 S 32 (A) 32 S 32 S 30 S 22 S 36 S

MXF: moxifloxacina; GEN: gentamicina; KAN: canamicina; TOB:

tobramicina; QDT: quinopristina/ dalfopristina; TET: tetraciclina; TGC; tigeciclina; LZD:
linezolida. S: sensivel; R: resistente; (A): Valores de “breakpoint” ndo padronizados; (j), (K) e (i): isolados S. epidermidis que pertencem ao mesmo individuo.
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Tabela A2. (continuagéo).

Antibidticos
Isolados MXF GEN KAN TOB QDT TET TGC LZD
Halo | Fendétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo
FMV -50™ | 36 S 34 S 32 (A) 32 S 30 S 36 S 24 S 34 S
FMV -51™ | 38 S 36 S 34 (A) 34 S 30 S 24 S 24 S 38 S
FMV - 52 36 S 38 S 34 (A) 36 S 36 S 40 S 30 S 36 S
FMV - 53 20 R 34 S 34 (A) 34 S 32 S 40 S 26 S 38 S
FMV — 54 38 S 34 S 34 (A) 34 S 30 S 10 R 22 S 34 S
FMV - 55 34 S 30 S 30 (A) 30 S 24 S 24 S 24 S 28 S
FMV — 57 36 S 30 S 30 (A) 30 S 28 S 6 R 20 S 30 S
FMV - 58 36 S 34 S 34 (A) 34 S 30 S 30 S 24 S 36 S
FMV — 59 36 S 34 S 32 (A) 32 S 30 S 18 R 24 S 36 S
FMV — 60 32 S 32 S 22 (A) 16 R 30 S 26 S 26 S 34 S
FMV - 61 38 S 30 S 30 (A) 30 S 30 S 30 S 22 S 32 S
FMV — 62 25 S 6 R 6 (A) 20 R 30 S 18 R 26 S 34 S
FMV - 63 25 S 6 R 6 (A) 16 R 30 S 18 R 27 S 32 S
FMV — 64 36 S 30 S 30 (A) 32 S 28 S 30 S 26 S 28 S
FMV — 65 38 S 34 S 32 (A) 32 S 30 S 30 S 26 S 34 S
FMV — 66 20 R 34 S 32 (A) 34 S 30 S 36 S 30 S 34 S
FMV - 67 24 S 28 S 30 (A) 30 S 30 S 30 S 26 S 34 S
FMV -69@ | 32 S 32 S 32 (A) 32 S 30 S 36 S 26 S 32 S
FMV — 70 34 S 32 S 24 (A) 16 R 30 S 32 S 24 S 34 S
FMV-71® | 26 S 32 S 32 (A) 34 S 30 S 32 S 25 S 34 S
FMV -72® | 36 S 32 S 34 (A) 34 S 30 S 34 S 28 S 32 S
FMV — 73 40 S 32 S 30 (A) 34 S 30 S 30 S 24 S 34 S
FMV — 74 38 S 34 S 34 (A) 34 S 34 S 6 R 24 S 32 S
FMV - 75 36 S 34 S 32 (A) 34 S 30 S 30 S 26 S 32 S
FMV — 76 32 S 26 S 26 (A) 28 S 28 S 26 S 22 S 26 S
FMV - 77 40 S 32 S 30 (A) 32 S 30 S 28 S 26 S 32 S

MXF: moxifloxacina; GEN: gentamicina; KAN: canamicina; TOB:

tobramicina; QDT: quinopristina/ dalfopristina; TET: tetraciclina; TGC; tigeciclina; LZD:
linezolida. S: sensivel; R: resistente; (A): Valores de “breakpoint” ndo padronizados; (a), (b) e (m): isolados S. epidermidis que pertencem ao mesmo individuo.
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Tabela A2. (continuagéo).

Antibioticos
Isolados MXF GEN KAN TOB QDT TET TGC LZD
Halo | Fendétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo
FMV-78 36 S 28 S 28 (A) 30 S 24 S 28 S 24 S 30 S
FMV-79 38 S 16 R 6 (A) 20 R 30 S 20 R 26 S 32 S
FMV-80 38 S 28 S 26 (A) 30 S 28 S 30 S 28 S 32 S
FMV-81 34 S 34 S 24 (A) 18 R 30 S 6 R 28 S 34 S
FMV-82 36 S 32 S 30 (A) 32 S 32 S 32 S 29 S 32 S
FMV-83 22 R 36 S 36 (A) 38 S 26 S 36 S 30 S 32 S
FMV-84 38 S 30 S 28 (A) 32 S 28 S 6 R 25 S 30 S
FMV-85 40 S 36 S 32 (A) 36 S 30 S 30 S 28 S 32 S
FMV-86 38 S 36 S 36 (A) 36 S 32 S 36 S 34 S 36 S
FMV-87 20 R 6 R 6 (A) 6 R 28 S 28 S 26 S 32 S
FMV-88 22 R 18 R 14 (A) 22 S 30 S 18 R 30 S 34 S
FMV-89©) 40 S 32 S 32 (A) 32 S 30 S 34 S 30 S 34 S
FMV-90© 40 S 32 S 28 (A) 32 S 30 S 30 S 28 S 32 S
FMV-91@ 40 S 34 S 32 (A) 36 S 30 S 36 S 30 S 36 S
FMV-92@ 34 S 32 S 32 (A) 32 S 30 S 34 S 30 S 34 S
FMV-93 22 R 30 S 28 (A) 30 S 28 S 28 S 24 S 28 S
FMV-94 36 S 34 S 26 (A) 12 R 32 S 6 R 30 S 34 S
FMV-96 19 R 30 S 30 (A) 32 S 28 S 27 S 27 S 33 S
FMV-97® 24 S 15 R 10 (A) 20 R 28 S 17 R 26 S 28 S
FMV-98€) 42 S 36 S 28 (A) 22 S 32 S 38 S 30 S 33 S
FMV-99® 19 R 30 S 30 (A) 30 S 30 S 30 S 28 S 30 S
FMV-1000 | 36 S 32 S 32 (A) 32 S 28 S 34 S 30 S 34 S
FMV-101 25 S 15 R 6 (A) 19 R 30 S 18 R 29 S 32 S
FMV-102 38 S 16 R 6 (A) 15 R 30 S 30 S 28 S 34 S
FMV-103 38 S 30 S 22 (A) 12 R 30 S 32 S 28 S 34 S
FMV-104 20 R 10 R 6 (A) 15 R 32 S 6 R 29 S 36 S
FMV-105 34 S 30 S 30 (A) 30 S 30 S 30 S 25 S 28 S

MXF: moxifloxacina; GEN: gentamicina; KAN: canamicina; TOB: tobramicina; QDT: quinopristina/ dalfopristina; TET: tetraciclina; TGC; tigeciclina; LZD:
linezolida. S: sensivel; R: resistente; (A): Valores de “breakpoint” ndo padronizados; (c) a (f): isolados S. epidermidis que pertencem ao mesmo individuo.
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Tabela A2. (continuagéo).

Antibioticos
Isolados MXF GEN KAN TOB QDT TET TGC LZD
Halo | Fendétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo
FMV-106 38 S 34 S 32 (A) 34 S 30 S 34 S 30 S 34 S
FMV-107 36 S 30 S 30 (A) 32 S 28 S 30 S 26 S 28 S
FMV-108 36 S 30 S 30 (A) 30 S 30 S 30 S 28 S 30 S
FMV-109 38 S 30 S 22 (A) 15 R 30 S 28 S 27 S 32 S
FMV-110 36 S 34 S 34 (A) 34 S 30 S 34 S 28 S 34 S
FMV-111 32 S 28 S 28 (A) 28 S 26 S 28 S 24 S 26 S
FMV-112 40 S 34 S 34 (A) 36 S 30 S 36 S 32 S 34 S
FMV-113 34 S 28 S 30 (A) 30 S 30 S 32 S 28 S 28 S
FMV-114 34 S 16 R 6 (A) 18 R 28 S 26 S 24 S 30 S
FMV-1150 | 36 S 30 S 22 (A) 14 R 32 S 26 S 26 S 32 S
FMV-1160 | 34 S 28 S 22 (A) 16 R 26 S 26 S 24 S 28 S
FMV-117 34 S 28 S 28 (A) 28 S 30 S 26 S 25 S 28 S
FMV-118 32 S 30 S 30 (A) 30 S 34 S 6 R 23 S 30 S
FMV-119 32 S 26 S 26 (A) 26 S 26 S 26 S 28 S 26 S
FMV-120 36 S 30 S 28 (A) 30 S 34 S 26 S 24 S 30 S
FMV-121 22 R 30 S 30 (A) 30 S 30 S 6 R 23 S 30 S
FMV-1239@ | 34 S 30 S 28 (A) 30 S 28 S 30 S 26 S 28 S
FMV-1249 | 34 S 28 S 26 (A) 26 S 30 S 32 S 25 S 30 S
FMV-125 24 S 30 S 30 (A) 30 S 24 S 28 S 26 S 28 S
FMV-126 34 S 28 S 28 (A) 28 S 26 S 28 S 26 S 28 S
FMV-128 24 S 30 S 28 (A) 30 S 30 S 18 R 23 S 30 S
FMV-129 24 S 12 R 6 (A) 17 R 30 S 16 R 28 S 30 S
FMV-130 20 R 34 S 32 (A) 34 S 29 S 30 S 30 S 30 S
FMV-131 36 S 30 S 20 (A) 14 R 32 S 30 S 26 S 32 S
FMV-132 22 R 10 R 6 (A) 18 R 28 S 13 R 24 S 28 S

MXF: moxifloxacina; GEN: gentamicina; KAN: canamicina; TOB: tobramicina; QDT: quinopristina/ dalfopristina; TET: tetraciclina; TGC; tigeciclina; LZD:
linezolida. S: sensivel; R: resistente; (A): Valores de “breakpoint” ndo padronizados; (1) e (g): isolados S. epidermidis que pertencem ao mesmo individuo.
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Tabela A2. (continuagéo).

Antibidticos
Isolados MXF GEN KAN TOB QDT TET TGC LzZD
Halo | Fendétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo
FMV-133 34 S 28 S 22 (A) 16 R 26 S 24 S 23 S 30 S
FMV-134 38 S 30 S 30 (A) 30 S 26 S 26 S 26 S 28 S
FMV-135" | 26 S 6 R 6 (A) 15 R 30 S 16 R 28 S 32 S
FMV-136®™ | 38 S 32 S 30 (A) 32 S 30 S 32 S 28 S 28 S
FMV-137 26 S 30 S 28 (A) 28 S 30 S 30 S 26 S 30 S

MXF: moxifloxacina; GEN: gentamicina; KAN: canamicina; TOB: tobramicina; QDT: quinopristina/ dalfopristina; TET: tetraciclina; TGC; tigeciclina; LZD:
linezolida. S: sensivel; R: resistente; (A): Valores de “breakpoint” ndo padronizados; (h): isolados S. epidermidis que pertencem ao mesmo individuo.
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Tabela A2. (continuagéo).

Antibioticos
Isolados CHL FFC FUS MUP NIT RIF TMP SXT
Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo
FMV — 22 34 S 28 (A) 14 R 46 S 32 (A) 44 S 28 S 31 S
FMV — 23 34 S 29 (A) 12 R 44 S 32 (A) 40 S 28 S 32 S
FMV-24 | 34 S 27 (A) 36 S 48 S 32 (A) 40 S 28 S 32 S
FMV-250 | 40 S 25 (A) 16 R 40 S 50 (A) 48 S 25 S 36 S
FMV -269 | 32 S 28 (A) 34 S 40 S 28 (A) 40 S 34 S 36 S
FMV -270 | 34 S 28 (A) 19 R 46 S 32 (A) 44 S 30 S 34 S
FMV -28% | 34 S 28 (A) 11 R 46 S 32 (A) 42 S 30 S 32 S
FMV — 29 30 S 30 (A) 34 S 38 S 30 (A) 40 S 32 S 40 S
FMV - 30 34 S 24 (A) 40 S 46 S 32 (A) 22 R 26 S 34 S
FMV-31 | 32 S 30 (A) 36 S 44 S 34 (A) 42 S 32 S 32 S
FMV -320 | 34 S 30 (A) 9 R 50 S 36 (A) 50 S 30 S 33 S
FMV — 34 22 S 26 (A) 6 R 32 S 28 (A) 42 S 28 S 28 S
FMV - 35 32 S 30 (A) 20 R 44 S 31 (A) 38 S 28 S 30 S
FMV — 36 34 S 28 (A) 36 S 46 S 32 (A) 42 S 28 S 34 S
FMV - 37 25 S 30 (A) 28 S 38 S 28 (A) 38 S 28 S 26 S
FMV — 38 34 S 28 (A) 10 R 44 S 29 (A) 40 S 30 S 32 S
FMV — 39 34 S 30 (A) 10 R 50 S 34 (A) 44 S 30 S 34 S
FMV - 40 28 S 26 (A) 13 R 42 S 30 (A) 38 S 28 S 30 S
FMV - 41 26 S 28 (A) 6 R 40 S 28 (A) 38 S 26 S 26 S
FMV — 42 36 S 30 (A) 10 R 50 S 38 (A) 46 S 30 S 34 S
FMV — 46 34 S 30 (A) 44 S 18 R 38 (A) 48 S 32 S 36 S
FMV — 47 30 S 28 (A) 12 R 46 S 32 (A) 38 S 26 S 42 S
FMV — 48 32 S 28 (A) 38 S 48 S 31 (A) 40 S 26 S 34 S
FMV — 49 36 S 30 (A) 12 R 48 S 34 (A) 44 S 30 S 32 S

CHL.: cloranfenicol; FFC: florfenicol; FUS: &cido fusidico; MUP: mupirocina; NIT: nitrofurantoina; RIF: rifampicina; TMP: trimetoprim; SXT: trimetoprim-
sulfametoxazole. S: sensivel; R: resistente; (A): Valores de “breakpoint” ndo padronizados; (j), (K) e (i): isolados S. epidermidis que pertencem ao mesmo individuo.
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Tabela A2. (continuagéo).

Antibioticos
Isolados CHL FFC FUS MUP NIT RIF TMP SXT
Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendétipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fenétipo
FMV -50™ | 34 S 24 (A) 38 S 42 S 34 (A) 44 S 32 S 40 S
FMV -51™ | 36 S 28 (A) 16 R 50 S 36 (A) 44 S 30 S 36 S
FMV - 52 38 S 30 (A) 44 S 50 S 38 (A) 36 S 34 S 38 S
FMV — 53 34 S 28 (A) 16 R 50 S 32 (A) 42 S 30 S 32 S
FMV - 54 36 S 28 (A) 36 S 48 S 34 (A) 44 S 27 S 30 S
FMV - 55 24 S 26 (A) 30 S 32 S 30 (A) 40 S 40 S 36 S
FMV - 57 22 S 26 (A) 28 S 36 S 40 (A) 30 S 28 S 26 S
FMV — 58 34 S 28 (A) 10 R 50 S 34 (A) 44 S 28 S 32 S
FMV — 59 32 S 26 (A) 36 S 46 S 32 (A) 40 S 32 S 34 S
FMV — 60 36 S 30 (A) 14 R 44 S 30 (A) 42 S 38 S 36 S
FMV - 61 32 S 30 (A) 36 S 44 S 30 (A) 40 S 6 R 6 R
FMV — 62 32 S 28 (A) 18 R 46 S 32 (A) 41 S 30 S 36 S
FMV — 63 34 S 29 (A) 18 R 46 S 30 (A) 38 S 31 S 32 S
FMV — 64 24 S 30 (A) 12 R 44 S 36 (A) 40 S 30 S 26 S
FMV — 65 32 S 28 (A) 34 S 44 S 32 (A) 40 S 32 S 40 S
FMV — 66 34 S 34 (A) 38 S 46 S 34 (A) 42 S 36 S 34 S
FMV - 67 28 S 25 (A) 34 S 44 S 32 (A) 42 S 32 S 30 S
FMV -69@ | 32 S 30 (A) 38 S 44 S 32 (A) 44 S 28 S 42 S
FMV - 70 32 S 28 (A) 36 S 40 S 40 (A) 30 S 32 S 38 S
FMV-71® | 34 S 30 (A) 40 S 48 S 30 (A) 40 S 31 S 34 S
FMV -72® | 34 S 30 (A) 34 S 48 S 34 (A) 46 S 30 S 42 S
FMV - 73 36 S 30 (A) 34 S 48 S 32 (A) 42 S 26 S 32 S
FMV — 74 34 S 32 (A) 11 R 48 S 34 (A) 18 R 30 S 30 S
FMV — 75 32 S 30 (A) 6 R 44 S 34 (A) 24 R 30 S 34 S
FMV — 76 24 S 28 (A) 28 S 40 S 24 (A) 38 S 28 S 28 S
FMV — 77 30 S 30 (A) 8 R 46 S 32 (A) 41 S 30 S 30 S

CHL: cloranfenicol; FFC: florfenicol; FUS: acido fusidico; MUP: mupirocina; NIT: nitrofurantoina; RIF: rifampicina; TMP: trimetoprim; SXT: trimetoprim-
sulfametoxazole. S: sensivel; R: resistente; (A): Valores de “breakpoint” ndo padronizados; (a), (b) e (m): isolados S. epidermidis que pertencem ao mesmo individuo.
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Tabela A2. (continuagéo).

Antibioticos
Isolados CHL FFC FUS MUP NIT RIF TMP SXT
Halo | Fendétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo
FMV-78 30 S 30 (A) 32 S 40 S 28 (A) 38 S 30 S 30 S
FMV-79 34 S 34 (A) 34 S 44 S 30 (A) 38 S 32 S 30 S
FMV-80 30 S 28 (A) 11 R 42 S 32 (A) 26 S 28 S 30 S
FMV-81 32 S 34 (A) 6 R 44 S 32 (A) 42 S 32 S 30 S
FMV-82 34 S 34 (A) 14 R 40 S 30 (A) 42 S 42 S 37 S
FMV-83 33 S 34 (A) 40 S 44 S 40 (A) 48 S 35 S 36 S
FMV-84 29 S 32 (A) 10 R 40 S 34 (A) 37 S 34 S 30 S
FMV-85 35 S 36 (A) 38 S 44 S 34 (A) 46 S 38 S 36 S
FMV-86 36 S 38 (A) 40 S 50 S 34 (A) 38 S 36 S 42 S
FMV-87 30 S 28 (A) 10 R 44 S 28 (A) 40 S 6 R 6 R
FMV-88 34 S 34 (A) 19 R 48 S 32 (A) 42 S 34 S 36 S
FMV-89©) 32 S 34 (A) 36 S 44 S 30 (A) 42 S 36 S 42 S
FMV-90© 30 S 30 (A) 36 S 46 S 24 (A) 42 S 30 S 30 S
FMV-91@ 34 S 36 (A) 40 S 48 S 34 (A) 42 S 34 S 34 S
FMV-92@ 32 S 34 (A) 38 S 44 S 40 (A) 42 S 42 S 36 S
FMV-93 28 S 30 (A) 34 S 44 S 24 (A) 36 S 26 S 26 S
FMV-94 34 S 34 (A) 16 R 50 S 40 (A) 44 S 32 S 34 S
FMV-96 30 S 31 (A) 16 R 42 S 30 (A) 37 S 31 S 30 S
FMV-97€ 30 S 30 (A) 13 R 40 S 30 (A) 40 S 30 S 30 S
FMV-98€) 33 S 34 (A) 38 S 44 S 32 (A) 44 S 38 S 42 S
FMV-99® 30 S 30 (A) 34 S 40 S 28 (A) 40 S 26 S 30 S
FMV-1000 | 32 S 32 (A) 10 R 44 S 32 (A) 42 S 42 S 42 S
FMV-101 30 S 34 (A) 15 R 44 S 32 (A) 40 S 32 S 32 S
FMV-102 32 S 34 (A) 10 R 46 S 34 (A) 40 S 44 S 40 S
FMV-103 30 S 36 (A) 6 R 48 S 36 (A) 18 R 46 S 40 S
FMV-104 32 S 32 (A) 6 R 48 S 34 (A) 42 S 6 R 6 R
FMV-105 28 S 30 (A) 30 S 44 S 32 (A) 42 S 30 S 38 S

CHL: cloranfenicol; FFC: florfenicol; FUS: acido fusidico; MUP: mupirocina; NIT: nitrofurantoina; RIF: rifampicina; TMP: trimetoprim; SXT: trimetoprim-
sulfametoxazole. S: sensivel; R: resistente; (A): Valores de “breakpoint” ndo padronizados; (c) a (f): isolados S. epidermidis que pertencem ao mesmo individuo.
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Tabela A2. (continuagéo).

Antibioticos
Isolados CHL FFC FUS MUP NIT RIF TMP SXT
Halo | Fendétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo
FMV-106 30 S 32 (A) 38 S 46 S 32 (A) 40 S 40 S 42 S
FMV-107 28 S 30 (A) 6 R 36 S 30 (A) 40 S 30 S 30 S
FMV-108 30 S 30 (A) 32 S 44 S 30 (A) 40 S 28 S 30 S
FMV-109 32 S 34 (A) 34 S 46 S 30 (A) 42 S 30 S 30 S
FMV-110 30 S 30 (A) 34 S 48 S 33 (A) 42 S 40 S 34 S
FMV-111 28 S 28 (A) 28 S 36 S 28 (A) 36 S 30 S 30 S
FMV-112 32 S 34 (A) 6 R 46 S 34 (A) 46 S 34 S 32 S
FMV-113 30 S 30 (A) 30 S 42 S 28 (A) 38 S 30 S 36 S
FMV-114 28 S 30 (A) 30 S 42 S 28 (A) 42 S 30 S 30 S
FMV-1159 | 30 S 34 (A) 12 R 44 S 36 (A) 44 S 34 S 30 S
FMv-1160 | 26 S 28 (A) 30 S 40 S 28 (A) 38 S 28 S 26 S
FMV-117 30 S 30 (A) 34 S 44 S 30 (A) 40 S 32 S 30 S
FMV-118 30 S 30 (A) 32 S 44 S 28 (A) 38 S 30 S 28 S
FMV-119 26 S 26 (A) 28 S 40 S 26 (A) 38 S 26 S 34 S
FMV-120 30 S 30 (A) 32 S 42 S 28 (A) 38 S 30 S 28 S
FMV-121 28 S 30 (A) 10 R 40 S 30 (A) 42 S 28 S 30 S
FMV-1239@ | 10 R 30 (A) 32 S 40 S 28 (A) 38 S 30 S 28 S
FMV-1249 | 30 S 32 (A) 32 S 44 S 30 (A) 40 S 32 S 36 S
FMV-125 28 S 30 (A) 32 S 34 S 25 (A) 35 S 32 S 30 S
FMV-126 30 S 32 (A) 6 R 38 S 26 (A) 36 S 28 S 28 S
FMV-128 9 R 30 (A) 10 R 40 S 28 (A) 36 S 28 S 28 S
FMV-129 32 S 30 (A) 18 R 40 S 30 (A) 40 S 32 S 30 S
FMV-130 30 S 30 (A) 36 S 40 S 34 (A) 44 S 32 S 32 S
FMV-131 30 S 32 (A) 34 S 40 S 32 (A) 40 S 6 R 22 S
FMV-132 28 S 26 (A) 13 R 34 S 26 (A) 36 S 28 S 28 S

CHL: cloranfenicol; FFC: florfenicol; FUS: acido fusidico;, MUP: mupirocina; NIT: nitrofurantoina; RIF: rifampicina; TMP: trimetoprim; SXT: trimetoprim-
sulfametoxazole. S: sensivel; R: resistente; (A): Valores de “breakpoint” ndo padronizados; (I) e (g): isolados S. epidermidis que pertencem ao mesmo individuo.
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Tabela A2. (continuagéo).

Antibidticos
Isolados CHL FFC FUS MUP NIT RIF TMP SXT
Halo = Fenotipo | Halo = Fendtipo | Halo = Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fenétipo | Halo  Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo
FMV-133 28 S 28 (A) 30 S 42 S 30 (A) 38 S 36 S 34 S
FMV-134 30 S 30 (A) 9 R 42 S 30 (A) 40 S 30 S 28 S
FMV-135( 30 S 32 (A) 16 R 42 S 30 (A) 40 S 30 S 34 S
FMV-136® 25 S 26 (A) 28 S 44 S 30 (A) 40 S 30 S 32 S
FMV-137 28 S 32 (A) 32 S 42 S 28 (A) 40 S 32 S 30 S

CHL.: cloranfenicol; FFC: florfenicol; FUS: &cido fusidico; MUP: mupirocina; NIT: nitrofurantoina; RIF: rifampicina; TMP: trimetoprim; SXT: trimetoprim-sulfametoxazole.
S: sensivel; R: resistente; (A): Valores de “breakpoint” ndo padronizados; (h): isolados S. epidermidis que pertencem ao mesmo individuo.
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Tabela A3. Halos de inibicdo (mm) determinados em meio TSA.

Isolados
Antibisti
ntibioticos FMV20 | FMV-330 | FMV-45 | FMV-68® | FMV-122 | FMV-127
PEN Halo 14 6 18 6 6 20
Fendtipo (A) (A) (A) (A) (A) (A)
AMP Halo 18 6 20 6 12 20
Fendtipo (A) (A) (A) (A) (A) (A)
OXA® Hglg 24 6 28 6 6 26
Fendtipo (A) (A) (A) (A) (A) (A)
W Halo 30 13 36 20 23 32
FOX Fenotipo S R S R R S
Halo 9 6 6 26 6 36
ERY Fenotipo R R R S R S
LI Halo 30 30 (D) 30 (D) 28 6 30
Fen6tipo S R' R' S R S
cIp Halo 30 15 32 38 16 34
Fendtipo S R S S R S
Halo 30 10 28 34 11 30
NOR Fendtipo S R S S R S
Halo 34 24 36 40 24 34
MXF Fendtipo S S S S S S
Halo 24 6 26 6 24 24
GEN Fendtipo S R S R S S
KAN Halo 24 6 28 6 20 24
Fendtipo (A) (A) (A) (A) (A) (A)
Halo 22 6 24 6 24 24
TOB Fendtipo S R S R S S
Halo 28 30 28 30 30 30
QDT Fenétipo S S S S S S
Halo 6 14 30 28 30 32
TET Fendtipo R R S S S S
Halo 22 26 24 25 24 28
TGC Fenotipo S S S S S S
Halo 30 28 28 30 30 30
LzD Fenotipo S S S S S S
Halo 30 24 28 30 28 28
CHL Fenotipo S S S S S S
FEC Halo 30 26 28 30 28 32
Fen6tipo A) A) (A) (A) (A) (A)
FUS Halo 10 15 32 35 36 11
Fendtipo R R S S S R
Halo 40 40 40 45 44 42
MUP Fenotipo S S S S S S
NIT Halo 28 30 30 30 30 32
Fenodtipo (A) (A) (A) (A) (A) (A)
RIE Halo 40 40 40 25 40 40
Fenotipo S S S R S S
Halo 24 20 20 29 30 38
TMP Fendtipo S S S S S S
Halo 20 20 19 24 26 30
SXT Fendtipo S S S S S S

S: Susceptivel; R: resistente. R : Resisténcia indutivel & clindamicina. (A) Valores de “breakpoint” nio
padronizados; (1): Leitura dos halos de inibigdo ap6s 18h e 24h de incubacéo. (a) e (i): isolados S. epidermidis
que pertencem ao mesmo individuo; PEN: penicilina; AMP: ampicilina; OXA: oxacilina; FOX: cefoxitina;
ERY: eritromicina; CLI: clindamicina; CIP: ciprofloxacina; NOR norfloxacina; MXF: moxifloxacina; GEN:
gentamicina; KAN: canamicina; TOB: tobramicina; QDT: quinopristina/ dalfopristina; TET: tetraciclina;
TGC; tigeciclina; LZD: linezolida; CHL: cloranfenicol; FUS: &cido fusidico; MUP: mupirocina; NIT:
nitrofurantoina; RIF: rifampicina; TMP: trimetoprim; SXT: trimetoprim-sulfametoxazole.

108



