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Estudo da susceptibilidade aos antimicrobianos de estirpes de

Brucella suis

RESUMO

A brucelose é uma zoonose de distribuicdo mundial e representa um importante
problema de saude publica em muitos paises em desenvolvimento. Preocupante é, também,
a emergéncia da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, a nivel mundial. Do nosso
conhecimento, em Portugal, ndo existem estudos publicados sobre a susceptibilidade in vitro
de Brucella spp a antimicrobianos.

O presente estudo teve como objectivo a avaliagdo da susceptibilidade aos
antimicrobianos de Brucella suis e sua comparagcdo com estirpes de Brucella melitensis e
Brucella abortus. Para tal, foi determinada em 89 estirpes bacterianas (75 de B. suis, 11 de
B. melitensis e 3 de B. abortus) a Concentracdo Minima Inibitéria para a tetraciclina,
doxiciclina, estreptomicina, gentamicina, trimetoprim, sulfametoxazol, rifampicina e
polimixina-B. A maioria das estirpes em estudo mostrou ser suscetivel a tetraciclina,
doxiciclina, gentamicina, estreptomicina e rifampicina. Detectaram-se diferencas
significativas na susceptibilidade entre as varias espécies e biovares a polimixina-B. Uma
estirpe de campo de B. suis biovar 2 revelou um comportamento atipico em relagdo a
estreptomicina, gentamicina e rifampicina. Sugere-se, como trabalho futuro, o estudo mais
aprofundado desta estirpe, a nivel molecular, para deteccao de genes responsaveis pelo
seu comportamento face aos antimicrobianos em questéo.

Os resultados obtidos poderdo servir como base de dados e de comparagdo por

parte de outros autores, em estudos futuros.

Palavras-chave: Brucelose, Brucella suis, Antimicrobianos, Susceptibilidade bacteriana,

Concentracao Minima Inibitéria.



A study of antimicrobial susceptibility of Brucella suis isolates

ABSTRACT

Brucellosis is a zoonosis with a worldwide distribution and represents an important
issue of public health in some developing countries. The emergence of bacterial resistance
to antimicrobials is also of great concern. To our knowledge, in Portugal, there are no
published studies about the in vitro susceptibility of Brucella spp to antimicrobials.

The aim of the present study was the evaluation of antimicrobial susceptibility of
Brucella suis strains and its comparison to strains of Brucella melitensis and Brucella
abortus. The Minimal Inhibitory Concentration was determined for a total of 89 Brucella
strains (75 B. suis, 11 B. melitensis and 3 B. abortus strains) to tetracycline, doxycycline,
streptomycin, gentamicin, trimetoprim, sulfametoxazol, rifampicin and polimixin-B. In this
study, most strains were susceptible to tetracycline, doxycycline, streptomycin, gentamicin
and rifampicin. Significant differences were found in susceptibility between species and
biovars to polimixin-B. One isolate of B. suis biovar 2 showed an atypical behavior to
streptomycin, gentamicin and rifampicin. Further studies are suggested, towards the
investigation of this isolate, at a molecular level, in order to detect the encoding genes
responsible for this antimicrobial phenotype.

The results obtained will be available for consultation and comparison by other

authors, in future studies.

Key-words: Brucelosis, Brucella suis, Antimicrobial, Bacterial susceptibility, Minimal

Inhibitory Concentration.



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

30S — subunidade ribossomica 30S
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CMI — Concentragdo Minima Inibitéria
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1. INTRODUCAO

A brucelose é uma das doencas zoonéticas mais disseminada a nivel mundial,
(Pappas et al., 2006; Solera, 2010), sendo responsavel por consideraveis perdas
econdmicas, bem como por uma elevada morbilidade humana em areas endémicas (Pappas
et al., 2006; Nicoletti, 2010). A brucelose humana caracteriza-se por uma infecdo severa e
debilitante, frequentemente cronica, cujo tratamento consiste na administracdo de
antimicrobianos, que evitem complicacdes e recidivas (Godfroid et al., 2011). Nos animais
de producao, é responséavel por abortos, infertilidade e perdas significativas de producao
(Nicoletti, 2010).

Trés das 10 espécies de Brucella atualmente conhecidas sdo as mais
disseminadas a nivel mundial e responsaveis pelo maior nUmero de casos humanos:
Brucella melitensis, dos ovinos e caprinos, Brucella abortus dos bovinos e Brucella suis, dos
suinos (Solera, 2010; Godfroid et al., 2011).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda, para o tratamento da
brucelose humana, a combinagé@o de dois ou mais agentes antimicrobianos por um periodo
minimo de seis semanas, dependendo da localizacdo da infecdo e da sintomatologia clinica
associada. Na pratica clinica, a resisténcia antimicrobiana é pouco frequente, mas é comum

a ocorréncia de recidivas (Organizagdo Mundial de Saude [OMS], 2011).

Nos anos 40, a introdugcdo de agentes antimicrobianos no tratamento de doencas
infecciosas revolucionou a medicina. Infelizmente, a sua utilizacdo resultou no
desenvolvimento e disseminacéo de resisténcias, levando a falhas terapéuticas, ao aumento
da morbilidade e da mortalidade, com 0s consequentes custos adicionais para a sociedade
(OMS, 2011).

A disseminacdo de bactérias patogénicas, resistentes a varios antimicrobianos, foi
reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saude, pela Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE, do inglés “World Organisation for Animal Health”) e pela Organizacdo Mundial
de Agricultura e Alimentacao (FAO, do inglés “Food and Agriculture Organization”) como um
problema grave para a saide humana e animal.

A Organizagdo Mundial de Saude reconhece, também, que a utilizacdo massiva
destes agentes, em animais de producéo, tenha contribuido ativamente para este problema
de saude publica, pois promove o desenvolvimento de resisténcias, com provavel

transmisséo de genes de resisténcia ao Homem (OMS, 2011).

10



De facto, o desenvolvimento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, é,
atualmente, uma situacdo problematica e em crescimento exponencial, devido ao
aparecimento de fenétipos de resisténcia que ocorrem em muitas bactérias patogénicas e
comensais. Esta situacao leva os clinicos a depender da informacao fornecida pelos testes
de susceptibilidade antimicrobiana, realizados in vitro, sublinhando a importancia dos
laboratérios de diagndstico na prética clinica (“World Organisation for Animal Health” [OIE],
2012c).

Existem varios métodos para determinacdo da susceptibilidade bacteriana a
antimicrobianos. A sua sele¢cdo baseia-se em véarios fatores, nomeadamente a
praticabilidade, a flexibilidade, a automatizacdo, o custo, a reprodutibilidade, a eficacia e a
preferéncia individual. Contudo, a padronizacdo e a harmonizagcdo do método sdo fatores
imprescindiveis para a comparagdo dos dados obtidos nos programas de

vigilancia/monitorizacéo entre os varios paises (OIE, 2012c).
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1.1 O Género Brucella

1.1.1 Taxonomia

As bactérias do género Brucella sdo parasitas intracelulares facultativos que
infetam uma larga variedade de mamiferos domésticos, selvagens e o Homem (OIE, 2012a).
O género Brucella pertence a familia Brucellaceae, ordem Rhizobiales, classe alpha-
proteobacteria (Audic et al., 2009; Ficht, 2010; Godfroid et al., 2011). Com base na
sequéncia da subunidade 16S do &cido ribonucleico ribossomico (rRNA, do inglés
Ribosomal ribonucleic acid), estas bactérias incluem-se na subclasse a-2 das
Proteobacteria, juntamente com organismos do solo (género Ochrobactrum), simbiontes de
plantas (género Rhizobium), agentes patogénicos de plantas (género Agrobacterium) e
parasitas intracelulares de animais (géneros Bartonella e Rickettsia) (Banai & Corbel, 2010;
Ficht, 2010). O género Ochrobactrum pode ocasionalmente infetar o Homem e foi

identificado como filogeneticamente mais préximo do género Brucella (Godfroid et al., 2011).

Atualmente estdo reconhecidas 10 espécies no género Brucella (Tabela 1)
(Nicoletti, 2010). Seis sdo designadas classicas, com base nas caracteristicas fenotipicas,
na patogenicidade e no hospedeiro preferencial: Brucella melitensis, o agente da brucelose
ovina e caprina; Brucella abortus, o agente da brucelose bovina; Brucella suis, o agente da
brucelose suina mas também de lebres, renas e caribus; Brucella neotomae isolada de
roedores selvagens e Brucella ovis e Brucella canis, responsaveis, respetivamente, pela
epididimite do carneiro e pela brucelose canina. Em trés destas espécies sdo reconhecidos
diferentes biovars: Brucella abortus (1-6, 9), Brucella melitensis (1-3) and Brucella suis (1—
5) (Pappas et al., 2005; Scholz et al., 2008a; Godfroid et al., 2011).

Nos ultimos anos novas espécies tém vindo a ser reconhecidas. Em 1994, foram
isoladas bactérias de cetaceos e focas que, em 2007, foram classificadas como Brucella ceti
e Brucella pinnipedialis, respetivamente (Foster et al., 2007). Em 2001, isolou-se uma
bactéria do rato-silvestre (Microtus arvalis) designada, em 2007, como Brucella microti,
tendo também sido posteriormente isolada do solo e de linfonodos mandibulares da raposa
vermelha (Vulpes vulpes) na Austria (Scholz et al., 2008a; Scholz et al., 2008b; Scholz et al.,
2009).

Mais recentemente foi identificada uma nova espécie, Brucella inopinata, associada

a duas infecdes atipicas de humanos (De BK et al. 2008; Scholz et al., 2010; Tiller et al.
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2010a). O reservatério natural desta Ultima espécie é desconhecido. No futuro, novas
espécies poderdo vir a ser propostas, a partir de isolamentos recentes em babuinos e em
roedores selvagens na Australia (Schlabritz-Loutsevitch et al., 2009; Tiller et al.; 2010b).

Na tabela 1 sdo mencionadas as varias espécies, biovares, hospedeiro, a primeira

descricao e viruléncia para o Homem.

Tabela 1: Nomenclatura e caracteristicas do género Brucella. (Adaptado de Pappas et al., 2005;
Foster et al., 2007; Scholz et al., 2010; Godfroid et al., 2011)

Espécie Biovar Hospedeiro Pr|m_e|r~a IUEIEE [EE 0
descricédo 0 Homem
B. melitensis 1-3 Ovinos, gapnnos, Bruce, 1887 Elevada
camelideos
Bovinos,
B. abortus 1-6,9 camelideos, Bang, 1897 Moderada a
elevada
buffalos

Suinos (1-3), lebres

(2), caribou e renas Elevada (1, 3, 4)

B. suis 1-5 (4), roedores Traum, 1914 N&o patogénica (2,
5)
selvagens (5)
. . Carmichael and
B. canis - Canideos Bruner, 1968 Moderada
B. ovis - Ovinos Van Drimmelen, N&o patogénica
1953
B. neotomae - Roedores Stoenner and Baixa

Lackman, 1957

B. pinnipedialis and Ewalt and Ross,

B. cei - Cetéaceos, focas 1994 Elevada
B. microti - Rato-silvestre Scholz, 2001 Desconhecida
B. inopinata - Desconhecido Scholz, 2010 Elevada

1.1.2 A Bactéria

Os organismos do género Brucella sdo cocobacilos Gram-negativos. O seu
tamanho varia entre 0.6 a 1.5 ym de comprimento e 0.5 a 0.7 um de largura. A morfologia
destas bactérias € normalmente constante, sendo, no entanto, possivel encontrar formas
pleomérficas em culturas antigas. Ndo apresentam flagelos, cépsula ou formacédo de
esporos e sdo imoéveis. Embora ndo sejam verdadeiramente acido-alcool resistentes, sédo
resistentes a descoloracdo por acidos fracos e coram de vermelho pelo método modificado
de Ziehl-Neelsen (Alton et al., 1988).

Estas bactérias possuem um invélucro celular, composto por membrana externa e
membrana interna, que envolve o periplasma constituido por peptidoglicano e componentes
soliveis. Os componentes mais importantes do invélucro celular de Brucella sdo o

lipopolissacarido (LPS) e o hapteno nativo (um polissacarido secundario) (Moriyon & Lopez-

13



Gofi, 1998). Para além destes compostos, existem também proteinas caracteristicas
(Cloeckaert et al., 2002), fosfatidilcolina (um fosfolipido tipicamente eucariético) e lipidos de
ornitina (Moreno & Moriyon, 2002). Tal como noutras bactérias gram-negativas lisas, o LPS
de Brucella é constituido por uma parte glucolipidica (Lipido A), inserida ha membrana
externa, e outra polissacaridica, dirigida para o exterior e que se divide em duas partes, 0
ndcleo oligossacaridico, mais interno, e a cadeia-O polissacaridica, mais externa (figura 1)
(Sa, 2009).

O LPS de Brucella, ndo endotdxico, possui uma estrutura pouco frequente em
microrganismos patogénicos (Lapaque et al., 2005) constituindo uma molécula chave na
viruléncia desta bactéria (S&, 2009). Esta molécula, atipica, confere resisténcia a acéo
bactericida do complemento e dos péptidos catiénicos do hospedeiro, induz uma resposta
anomala e/ou reduzida por parte dos leucdcitos e dos macrofagos, é extremamente
resistente a degradacao e modula a resposta imune do hospedeiro. Estas propriedades
tornam o LPS um importante fator de viruléncia na sobrevivéncia e replicacdo destas

bactérias no hospedeiro (Lapaque et al., 2005; S&, 2009).

- LPS
- (Lipopolissacarido)

P > ' Nucleo

§ Lipido A

Membranas de fosfatidilcolina

Figura 1: Representagao esquematica do invélucro celular de Brucella spp.
Omps - “outer-membrane proteins” (proteinas da membrana externa).

(Adaptado de Raquel Conde, 2008)
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Estas bactérias possuem, assim, a capacidade de invasdo e sobrevivéncia em
células fagocitarias e ndo fagocitarias, sendo os macréfagos, as células dendriticas e os
trofoblastos os principais alvos. Embora mais de 90% das bactérias fagocitadas sejam
destruidas apds a fagocitose (Bargen et al., 2012), um pequeno nimero escapa a destruicdo
e atinge o reticulo endoplasmatico, onde estabelece um nicho de replicacdo, sem afetar a
sobrevivéncia das células (Moreno & Gorvel, 2004; Xavier et al., 2010; Bargen et al., 2012).

1.2 Epidemiologia

A brucelose humana é uma das zoonoses bacterianas com distribuicdo mundial
mais comum, mas ainda € um problema subestimado em algumas regides. Esta doenca é
reconhecidamente endémica na bacia do Mediterraneo, Médio Oriente, Asia Ocidental,
Africa e América do Sul (Pappas et al., 2006b). Em 2008, foram confirmados 619 casos de
brucelose humana na Unido Europeia (UE). Considerando os paises membros da UE, esta
doenca teve uma incidéncia mais elevada na Grécia, Italia, Portugal e Espanha, n&o
oficialmente livres de brucelose bovina, ovina e caprina (“European Food Safety Authority”
[EFSA], 2010). Em Portugal, desde 1999 tem vindo a verificar-se um decréscimo
significativo na incidéncia anual de brucelose humana, sendo a prevaléncia atual de 8.5
casos por milhdo de habitantes (Direccdo Geral de Saude, comunicacdo pessoal, 2012).
Este decréscimo deve-se, sobretudo, a aplicagcdo dos planos oficiais de controlo e

erradicagdo da Brucelose ovina e bovina (S&, comunicacdo pessoal, 2012).

Atualmente, apenas trés espécies do género Brucella produzem um impacto
significativo em saude publica: B. melitensis, B. abortus e B. suis (Godfroid et al., 2011). Os
bovinos, ovinos, caprinos e suinos infectados sao as principais fontes de infecdo para o
Homem (Godfroid et al., 2011; OMS, 2006). A forma mais frequente de transmissdo da
brucelose ao Homem ocorre sobretudo através do consumo de produtos lacteos nao
pasteurizados, como o leite ou queijo, embora possa, também, ocorrer por contacto direto
com tecidos de animais infetados (Pappas et al., 2006a; Godfroid et al., 2011). Em paises
indemnes, os casos de brucelose humana ocorrem esporadicamente em individuos que
adquirem a infegdo noutros paises ou por importacdo ilegal de produtos de origem animal
(Al Dahouk et al., 2005; Al Dahouk et al., 2007). No laboratorio, é a infec¢gdo mais adquirida,

a nivel mundial, devido a més praticas laboratoriais (Pappas et al., 2006a).
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A espécie B. melitensis, normalmente associada aos pequenos ruminantes, é a
mais virulenta e a mais frequentemente reportada e isolada nos casos de brucelose humana
sobretudo nos paises da bacia do Mediterraneo, onde esta infecdo é endémica (OMS, 2006;
Godfroid et al.,, 2011). A infecdo por B. abortus € a mais disseminada, surgindo,
frequentemente, sob forma sub-clinica e menos severa do que a causada por B. melitensis
ou B. suis. A principal fonte desta infecdo € o gado bovino, embora outros animais, como
bisontes, camelideos, canideos e iagues sejam, também, importantes em certas regides
(OMS, 2006). Ocorre sobretudo em Africa e no Médio Oriente (Godfroid et al., 2011).

A prevaléncia da infegdo por B. suis em suinos é elevada na América do Sul e
Sudoeste Asiatico, tendo sido descrita na Europa em varios paises, incluindo Portugal, onde
a prevaléncia é mais elevada no interior Norte e Sul do pais (EFSA, 2009; OIE, 2012b). Os
biovares 1, 3 e 4 de B. suis sdo patogénicos para o Homem. A infecdo pelo biovar 1 no
Homem pode estar relacionada com a caca ou abate de suinos selvagens (Robson et al.,
1993; Starnes et al., 2004), mas o gado bovino também é considerado uma importante fonte
de infecdo, devido a sua capacidade de colonizagéo do ubere bovino (Corbel, 1997). B. suis
biovar 4 é uma grave zoonose na regido do Artico (Forbes, 1991; OIE, 2012b). Na Europa,
prevalece a infec¢do por B. suis biovar 2, ndo patogénica para o Homem. Esta espécie,
possui uma estreita relagdo epidemiolégica com a fauna silvestre, nomeadamente o javali
(Sus scrofa) e a lebre europeia (Lepus europaeus), considerados reservatorios desta infecdo
e uma possivel fonte de transmissdo aos suinos domésticos explorados em regime
extensivo (Garin-Bastuji et al., 2000; Godfroid & Kashohrer, 2002; S4 et al., 2010).

1.3 Patogénese, Sintomatologia clinica e Diagnéstico

Como referido anteriormente, as bactérias sdo alvo de fagocitose e alcangam os
linfonodos regionais, dando-se a sua disseminagdo por via sistémica até ao figado, baco,
glandulas mamérias e 6rgaos reprodutivos. A progressdo da infecdo para uma doenca
cronica, complicagdes ou recidivas, em animais ou humanos, esta relacionada ndo s6 com a
sua capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo por longos periodos de tempo no interior
das células hospedeiras, como também com a sua capacidade de resisténcia a resposta

imune do hospedeiro (Godfroid et al., 2011; Martirosyan et al., 2011).
Os animais, hospedeiros primarios, infetam-se por ingestao, inalagdo ou inoculacéo

conjuntival de particulas infecciosas e por contacto sexual. A transmissdo da infecao é

facilitada pela presenca de uma elevada carga bacteriana presente nos fetos abortados, nos
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corrimentos provenientes do trato reprodutivo e no leite. A inseminacao artificial com sémen
contaminado é também uma importante via de disseminacédo (OMS, 2006; OIE, 2012a).

Os sinais mais caracteristicos, mas nao especificos, sdo o0 aborto, nascimentos
prematuros e retencdo placentaria. Existe, também, um decréscimo da producdo leiteira, e a
fertilidade é afetada. A maioria dos animais infetados aborta apenas uma vez. O Ubere
permanece infetado permanentemente, especialmente no caso de bovinos e caprinos, e a
excrecdo da bactéria no leite é frequente. Nos ovinos machos, séo frequentes as infecdes
localizadas, como orquite e/ou epididimite, no caso de infecdo por B. melitensis e B. ovis
(OMS, 2006). Outras complicacdes, como artrite, higromas, espondilite ou claudicacdo séo

frequentes na infec&o por B. suis em suinos (Alton, 1990; OIE, 2012b).

No Homem, o periodo de incubacdo da brucelose varia entre algumas semanas a
varios meses. A forma aguda da doenca € caracterizada por sinais clinicos inespecificos,
consistentes com uma infecdo sistémica: febre, fadiga, perda de peso, dores de cabeca,
mialgia e sudorese. Outras manifestacdes clinicas incluem complicacGes osteoarticulares,
gastrointestinais, respiratorias, cardiovasculares, desordens neurologicas, e, mais

raramente, endocardite e neurobrucelose (Godfroid et al., 2011).

O diagnéstico desta doenca, em animais, € baseado ndo s6 nos sinais clinicos e
epidemiol6gicos mas, sobretudo, nos resultados das provas laboratoriais (OMS, 2012a). As
provas serolégicas sdo as mais utilizadas, devido ndo s6 a sua exequibilidade, mas,
também, porque permitem um diagndstico rapido de um grande ndmero de amostras. As
provas mais utilizadas sdo a Aglutinagdo Réapida com o antigénio Rosa de Bengala, a
Fixacdo do Complemento e os ensaios imunoenzimaticos (ELISA, do inglés “Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay”). A interpretacdo dos resultados obtidos nestas provas deve ser
efetuada em conjunto com os dados clinicos e epidemiol6gicos existentes e, sobretudo, com
o diagnostico bacteriolégico, que se baseia no isolamento e identificacdo da bactéria (in vivo
ou post-mortem) que, no caso de ser positivo, confirma de modo inequivoco a doenca
(EFSA, 2009; Sa et al., 2010). Os métodos de diagndstico molecular também séao utilizados,
sobretudo para caracterizacao da espécie e estudos epidemioldgicos (Bricker, 2002; OMS,
2006; OIE, 2012a).
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1.4 Profilaxias Médica e Sanitaria

A prevencao da brucelose baseia-se, principalmente, na aplicacdo de medidas de
biosseguranca, por vezes de dificil aplicacdo (Sa et al., 2010). Em muitas situacfes, nao
existe alternativa sendo tentar minimizar o impacto desta doenca e reduzir o risco de infecdo
por medidas de higiene pessoal, adocdo de praticas seguras de trabalho, protecdo do
ambiente e higiene alimentar (OMS, 2006; Sa et al., 2010).

Embora ndo existam vacinas aprovadas para uso humano (OMS, 2006), existem
varias vacinas desenvolvidas para o controlo da brucelose animal: S19 e RB51, estirpes
vacinais de B. abortus, usadas na imunizacdo do gado bovino, e Revl de B. melitensis,
administrada em ovinos e caprinos (Schurig et al., 2002; Godfroid et al., 2011) S&o vacinas
vivas atenuadas, com um certo grau de viruléncia para 0s animais e para o Homem
(Godfroid et al., 2011; Sa, comunicacao pessoal, 2011). Embora com limita¢cdes, a sua
utilizacdo tem tido sucesso no controlo da brucelose em alguns paises desenvolvidos
(Godfroid et al., 2011).

A estirpes vacinais Revl e RB51 sdo resistentes a estreptomicina e a rifampicina,
respetivamente, agentes antimicrobianos usados no tratamento da brucelose em humanos
(Schurig et al., 2002; Godfroid et al., 2011). Adicionalmente, as estirpes S19 e Revl séo
lisas, pelo que a sua utlizagdo pode causar dificuldades na distingdo entre animais
vacinados e infetados na interpretacdo dos testes serologicos (Godfroid et al.,, 2011). Ao
contrario das anteriores, a estirpe vacinal RB51, sendo rugosa, causa pouca interferéncia

com as provas serolégicas (Schurig et al., 2002).

Atualmente néo existem vacinas para a brucelose suina. A profilaxia sanitaria
assume, assim, grande importancia, sendo que as medidas séo aplicadas em funcdo do
sistema de maneio. Em suinos explorados em regime extensivo deve-se evitar o contacto
com javalis, através da construcao de cercas. Em exploracdes fechadas, deve ser evitada a
introducé@o de fémeas e varrascos sem conhecimento prévio do estatuto sanitario do efetivo
de origem (Sa et al., 2010). Acresce-se que a aplicacdo de uma estratégia de teste e abate
€ inviavel, uma vez que as atuais provas de diagnéstico serologico, devido a falta de
especificidade e sensibilidade, ndo podem ter uma interpretacdo individual (S4,
comunicacgéo pessoal, 2012).

Em casos excecionais, com grande prevaléncia da infe¢do, aplica-se o vazio

sanitério, com o abate da totalidade do efetivo, seguido de desinfecdo, identificacdo e
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eliminacdo da fonte de infecdo e a reposicdo dos efectivos com novos animais livres de
doenca (EFSA, 2009).

1.5 Tratamento

1.5.1 Brucelose Humana

O tratamento da brucelose humana deve consistir na administracdo de
antimicrobianos eficazes durante um periodo de tempo adequado. Nos pacientes com
complicacdes, pode ser necessario efetuar um tratamento adicional ou intervencdes
cirurgicas. Uma forma aguda e ndo complicada da doenca € responsiva a um tratamento
com antimicrobianos adequados, podendo-se alcangar uma recuperagdo clinica e
bacteriolégica completas. Uma grande variedade de agentes antimicrobianos possui
actividade in-vitro contra este agente; no entanto, os resultados obtidos em testes de
susceptibilidade nem sempre estdo de acordo com a eficicia clinica (OMS, 2006). A
monoterapia, para o tratamento da brucelose, tem sido considerada inadequada devido a
inaceitavel taxa de recidivas (Ariza et al., 2007).

A Organizacdo Mundial de Agricultura e Alimentacdo, em conjunto com a
Organizacdo Mundial de Saude, elaboram, desde 1986, recomendacdes para o tratamento
da brucelose (OMS, 1986). Atualmente, a OMS recomenda, no caso de brucelose ndo
complicada, em adultos e criangcas com mais de oito anos de idade, 0 uso de tetraciclina, via
oral (500 mg, em intervalos de 6 horas, durante pelo menos 6 semanas) ou doxiciclina,
igualmente por via oral (100 mg, em intervalos de doze horas, durante um periodo de 6
semanas) em associacdo com um aminoglicosideo: estreptomicina (1 mg por dia, intra-
muscular, durante 2 a 3 semanas) ou gentamicina (5 mg/kg/dia, vias intravenosa ou
intramuscular, durante 6 semanas). O tratamento com a associacdo da doxiciclina com a
estreptomicina, nas doses acima indicadas, é considerado o “tratamento gold standard” no
tratamento da brucelose n&o complicada (Ariza et al., 2007).

Em formas complicadas, sdo necessarias condi¢cdes especiais no tratamento, como
o prolongamento da duracdo da terapéutica no caso de complicacdes osteoarticulares, a
administracdo adicional de substancias antimicrobianas capazes de ultrapassar a barreira
hemato-encefélica (rifampicina ou trimetoprim-sulfametoxazol), em complicacdes do sistema
nervoso central ou, no caso de endocardite, a substituicdo cirdrgica de valvulas danificadas.

Também em casos de gestagdo ou aleitamento e em criangas com menos de 8 anos,
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existem alternativas de tratamento, devido a contra-indicacdo na administracdo de
tetraciclinas (OMS, 2006).

1.5.2 Brucelose Animal

O uso de agentes antimicrobianos no tratamento da brucelose animal é proibido.
Contudo, existem alguns estudos de campo tendo como obijetivos, entre outros, a viabilidade
da sua utilizagdo na diminuicdo da excrecao e na minimizacao do impacto clinico.

No tratamento da brucelose em bovinos, foram utilizados, sem sucesso, Vvarios
agentes antimicrobianos, elementos quimicos, minerais e vitaminas. No entanto, agentes
como a estreptomicina ou tetraciclinas, administrados em bovinos infectados com B.
abortus, reduziram a ocorréncia de abortos (Radwan et al., 1992). Em bovinos naturalmente
infetados com B. melitensis ou B. abortus, a combinacéo de oxitetraciclina de longa duragéo
por via intramuscular (25 mg/kg, em intervalos de trés dias, durante 42 dias) com
estreptomicina, pela mesma via (25 mg/kg por dia, durante oito dias) e administracdo
intramamaria de oxitetraciclina (20 ml por teto, por dia, durante quatro dias) ou uma variacao
do mesmo tratamento, em que a estreptomicina seria administrada em intervalos de dois
dias durante 16 dias, e a infusao intramamaria também em intervalos de dois dias, durante
oito dias, provaram ser igualmente eficazes na eliminacdo de Brucella spp. de todos os
sujeitos (auséncia da bactéria nas secre¢bes do Ubere e em tecidos selecionados a
necropsia) sem recidivas registadas (Radwan et al., 1993).

Em ovinos, a administracdo de oxitetraciclina de longa duracdo, por via
intramuscular (25 mg/kg, em intervalos de dois dias, durante quatro semanas) em
combinagcdo com estreptomicina, pela mesma via (20 mg/kg, em intervalos de dois dias,
durante duas semanas) pode ser a terapéutica mais eficaz e menos dispendiosa na
eliminacdo de B. melitensis, com auséncia da bactéria nas secre¢fes do Ubere e em tecidos
selecionados a necrépsia (Radwan et al., 1992). Em carneiros infetados com B. ovis, com
excrecao da bactéria no sémen e epididimite, uma terapéutica de oxitetraciclina de longa
duracdo (durante 15 dias) combinada com estreptomicina (durante sete dias) reduziu a
excrecao no sémen em 78% dos animais. O tratamento com oxitetraciclina convencional em
associacdo com estreptomicina durante sete dias, reduziu a excrecdo do agente em 89%
dos animais (Dargatz et al., 1990).

Em suinos, estudos recentes sugerem que uma monoterapia prolongada com
oxitetraciclina administrada oralmente na alimentacdo (20 mg/kg durante pelo menos 90

dias), embora ndo seja totalmente eficaz para curar a totalidade dos animais infetados,
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reduz consideravelmente a infe¢cdo, minimiza o impacto clinico produzido pela infec¢ao por
B. suis biovar 2, reduzindo a excrecdo (e novos contdgios), a ocorréncia de abortos e

permite manter a produtividade e rentabilidade da exploracéo afetada (Blasco et al, 2010).
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1.6 Agentes Antimicrobianos

A emergéncia de microrganismos patogénicos resistentes a tratamentos de
primeira linha é uma realidade preocupante, associada a niveis elevados de mortalidade e
de morbilidade no Homem. Muitas das infeccdes ndo séo trataveis, devido a resisténcia dos
microrganismos a todos o0s agentes antimicrobianos utilizados no tratamento (OMS, 2012).
Os mecanismos pelos quais 0s organismos adquirem resisténcia sdo, por vezes, bem
conhecidos, como a pressao seletiva resultante da exposicdo a agentes antimicrobianos
(OMS, 2002).

A propagacdo de bactérias resistentes numa populacdo pode ocorrer através da
adgua, do alimento e do contacto entre individuos contaminados e s&os. As evidéncias
sugerem que uma utilizacdo mais cuidadosa dos agentes antimicrobianos nas medicinas
humana e veterinaria, no maneio animal e na agricultura podem ter um impacto significativo
no controlo da emergéncia das resisténcias (OMS, 2002). De facto, os antimicrobianos sédo
largamente utilizados na agricultura e na pecuaria e no tratamento e prevencao de infecdes

nos animais de producéo e de companhia (OMS, 2012).

As bactérias intracelulares, como as do género Brucella, definem-se pela sua
capacidade de sobrevivéncia dentro das células eucariotas hospedeiras, tendo, para tal,
desenvolvido varias estratégias para sobreviver no seu interior. Os antimicrobianos
utilizados no tratamento de infec¢cdes causadas por estes agentes intracelulares devem,
assim, ter a capacidade de atingir os compartimentos celulares onde estes se situam,
através da circulacdo sistémica e permanecer ativos no compartimento celular alvo, sem
sofrer inativacdo por parte do metabolismo celular e/ou efeitos deletérios de pH (alguns
antimicrobianos sdo mais ativos num pH neutro ou basico, mas outros, como a rifampicina,

sao mais ativos em pH acido) (Biswas et al., 2008).

O tratamento das infecbes bacterianas complica-se com a capacidade que as
bactérias possuem em desenvolver resisténcia aos diversos agentes antimicrobianos. Esta
resisténcia pode ser causada por uma grande variedade de mecanismos: (i) a presenca de
uma enzima que inativa o agente antimicrobiano; (i) uma mutacdo do alvo do agente
antimicrobiano que reduz a sua capacidade de ligacdo e (iii) influxo reduzido e/ou o efluxo
ativo do agente antimicrobiano (Fluit et al., 2001). A resisténcia pode desenvolver-se por

dois processos genéticos: (i) mutacao e selecao (transferéncia vertical) e (ii) troca de genes
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entre estirpes e espécies (transferéncia horizontal). Nas bactérias intracelulares, a
resisténcia aos antimicrobianos ocorre principalmente por mutacdo espontanea ou mutacdes
mdultiplas no genoma bacteriano (transferéncia vertical) (Dugan et al., 2004). No entanto, a
presenca de um gene de resisténcia ndo confere necessariamente um insucesso na

terapéutica, pois o nivel de expressdo do gene pode ser variavel (Fluit et al., 2001).

1.6.1 Tetraciclinas

As tetraciclinas séo classificadas pela OMS como “highly important”, devido ao seu
papel principal no tratamento da brucelose. Em muitos paises, esta doenca foi erradicada
dos animais de producédo, no entanto, em zonas do mundo onde a populacdo pode contrair
a doenca através destes animais, este grupo de antimicrobianos deve ser considerado
“critically important” (OMS, 2012).

Sao agentes antimicrobianos de largo-espectro, ativos em bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, aerObias-anaerdbias facultativas e anaerdbias estritas. Sdo agentes
antimicrobianos de primeira ou segunda escolha para muitas infec¢bes. Atuam inibindo
primariamente a sintese proteica bacteriana ao nivel da subunidade ribossémica 30S,
impedindo a ligagdo codao-anticoddo. Atravessam a membrana externa bacteriana por via
hidréfila, através dos canais de porina e a membrana citoplasmatica por transporte ativo
(Sousa, 2006e).

As propriedades antimicrobianas destes agentes e a auséncia de grandes efeitos
adversos, levou a sua utilizacdo extensiva no tratamento de infegcbes humanas e animais.
Em alguns paises foram adicionadas em niveis sub-terapéuticos na alimentacdo animal
como promotores de crescimento, o que podera ter contribuido para a a emergéncia de
resisténcias em agentes patogénicos humanos (Chopra & Roberts, 2001; Michalova et al.,
2004).

Atualmente, a incidéncia da resisténcia as tetraciclinas é muito elevada e atinge
numerosas espécies bacterianas que podem ser isoladas de humanos, animais, alimentos e
ambiente (Fluit et al., 2001; Sousa, 2006e€).

A utilizacdo alargada desta classe de antimicrobianos na prética clinica tem sido
responsavel pela selecdo de organismos resistentes. O aumento desta incidéncia tem
resultado num esfor¢o para a compreensdo dos mecanismos pelos quais os determinantes

genéticos da resisténcia sdo transferidos entre bactérias e a base molecular dos proprios
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mecanismos (Chopra & Roberts, 2001). Os principais mecanismos de resisténcia as
tetraciclinas sdo devidos: (i) & impermeabilizacdo da membrana externa das bactérias
Gram-negativas; (ii) a alteracdo do local alvo do farmaco no ribossoma e (iii) a fraca

incorporacéo intracelular e elevado efluxo de antimicrobiano (Sousa, 2006e).

1.6.2 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos séo considerados os principais agentes terapéuticos utilizados
em monoterapia ou em associacdo, no tratamento de infecbes graves causadas por bacilos
Gram-negativos e por cocos Gram-positivos (Sousa, 2006b).

Estes farmacos atuam por ligagdo a alvos na subunidade ribossémica 30S,
causando alteracfes na sintese proteica. Deste modo, ocorre uma leitura errada do codigo
genético, dando origem a proteinas que se incorporam na membrana citoplasmatica
bacteriana, 0 que leva a alteragfes na sua permeabilidade. Isto resulta na criagdo de canais
que facilitam o influxo do agente antimicrobiano e causam perturbacdes na composicéo
ibnica bacteriana. O aumento da concentracao intracelular destes agentes bloqueia todos os

ribossomas bacterianos, impedindo a sintese proteica (Sousa, 2006b).

A pressao seletiva, principalmente no meio hospitalar, resultante do uso empirico
generalizado dos aminoglicosideos tem conduzido ao surgimento de numerosas estirpes
bacterianas resistentes a estes agentes (Mingeot-Leclercq et al., 1999; Sousa, 2006b).
Estas resisténcias podem ser mediadas por plasmideos, transposfes e integrées, que se
disseminam facilmente entre estirpes bacterianas da mesma espécie ou espécies diferentes,
ou podem ser de origem cromossémica. De um modo geral, quando as estirpes bacterianas

exibem impermeabilidade a gentamicina, manifestam também resisténcia em relacdo a

outros aminoglicosideos (Sousa, 2006b).

Os principais mecanismos de resisténcia aos aminoglicosideos sdo a: (i) baixa
incorporacdo ou acumulacéo intracelular (como por exemplo, uma alteracdo ou quantidade
reduzida dos canais de porina); (ii) expressdo de enzimas bacterianas que modificam e
inativam o antimicrobiano; (iii) alteracdes no alvo ribossomico (Mingeot-Leclercq et al., 1999;
Sousa, 2006b).
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1.6.3 Sulfonamidas e Trimetoprim

As sulfonamidas e o trimetoprim sdo antimicrobianos de largo-espectro de acéo,
ativos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, alargando o seu espectro de acéo
gquando usados em conjunto. Os dois compostos, quando utilizados em simultaneo, inibem
dois passos sucessivos da mesma cadeia metabdlica que conduz a formacéo de cofatores
folato, tendo, cada um deles, uma accdo bacteriostatica. A combinacdo trimetoprim-
sulfametoxazol € usada em medicina humana no tratamento de infe¢cBes do trato urinario,
intestinal e respiratorio inferior (Sousa, 2006d). Em medicina veterinaria, as sulfonamidas
sdo largamente usadas, por vezes em combinacdo com outros agentes antimicrobianos,
para prevenir e tratar diarreia e outras infecdes nos sistemas de producdo animal intensiva
(Perreten & Boerlin, 2003).

Diversos mecanismos podem justificar as resisténcias bacterianas a estes agentes.
A sua associacdo tem como vantagem reduzir, sobretudo, o desenvolvimento de resisténcia

bacteriana, em comparagdo com a monoterapia (Huovinen, 2001; Sousa, 2006d).

A resisténcia bacteriana a estes compostos é mediada pelos seguintes
mecanismos: (i) baixa incorporacdo celular do farmaco (devido a uma barreira na
permeabilidade ou bombas de efluxo); (ii) alteracdes, mutagbes ou recombinacdes nas

enzimas alvo; (iii) resisténcia adquirida pelas enzimas alvo (Huovinen, 2001; Sousa, 2006d).

1.6.4 Rifampicina

A rifampicina é um derivado semisintético da rifampicina B, sendo esta produzida
por Amycolatopsis mediterranei. Inibe a transcricdo nas células bacterianas susceptiveis,
por inibicdo da polimerase do acido ribonucleico (RNA, do inglés “Ribonucleic acid”),
ligando-se a sua subunidade B, impedindo a sintese de acido ribonucleico mensageiro
(mRNA, do inglés “Messenger Ribonucleic acid”). Possui um efeito bactericida (Sousa,
2006c¢).

E um agente de 12 linha no grupo dos antimicrobianos antituberculosos. E utilizada
em associacdo com outros farmacos no tratamento da infec¢do tuberculosa pulmonar e
extra-pulmonar e endocardites e, embora ndo possua grande actividade contra bactérias

Gram-negativas, a rifampicina é activa na infec¢édo por Brucella spp. (Sousa, 2006c).
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A resisténcia a rifampicina, na maioria das bactérias, incluindo em Brucella spp.,
esta associada a mutacdes no gene rpoB, o gene que codifica o alvo deste agente
antimicrobiano: a subunidade B da RNA polimerase (Cavusoglu et al., 2002; Marianelli et al.,
2004; Sousa, 2006c; Sandalakis et al., 2012). As RNA polimerases com alteracbes na

subunidade (3 ficam impedidas de se ligarem ao antimicrobiano (Sandalakis et al., 2012).

1.6.5 Polimixinas

A polimixina B e a colistina ndo penetram nas células eucariéticas e ndo séo
usadas no tratamento da Brucelose, no entanto, sdo normalmente incluidas em meios
selectivos para isolamento de Brucella spp. de amostras veterinarias (Alton et al., 1988).

Sao compostos catiénicos com atividade na superficie bacteriana, em pH fisioldgico.
Ligam-se electroestaticamente as membranas externas, interferindo com a estrutura dos
fosfolipidos e componentes do LPS bacteriano. Destroem as batérias de um modo
semelhante ao dos péptidos catidnicos naturais do sistema imune do hospedeiro (Jensen &
Halling, 2010). Interagem com o lipido A do LPS bacteriano e com os fosfolipidos da
membrana citoplasmética, permitindo a penetragdo do farmaco e dando origem a perda de
aminoacidos e nucleétidos, causando a morte celular (Sousa, 2006a).

As poliximinas sao ativas contra bactérias Gram negativo e ndo possuem atividade
contra bactérias Gram positivo. Como atuam alterando a permeabilidade da membrana
citoplasmaética, facilitam o acesso de outros farmacos ao seu alvo, pelo que sdo usadas,
geralmente, em associacdo com outros farmacos, em preparacdes topicas para uso
oftalmico e dermatoldgico. Sob a forma de sulfato, usam-se por via parenteral ou topica
(Sousa, 2006a).

A impermeabilizacdo da membrana externa e a alteracdo fosfolipidica da
membrana citoplasmatica estdo na base da resisténcia das bactérias Gram-negativas as
polimixinas. As bactérias Gram-positivas possuem uma resisténcia natural a este farmaco,
devido a espessura da sua parede celular, que impede a sua penetracao (Sousa, 2006a).

O género Brucella é resistente a polimixina-B; no entanto, existem diferencas na
susceptibilidade das varias espécies. Estas bactérias sao relativamente resistentes aos
agentes antimicrobianos cationicos devido a sua superficie hidrofébica e estrutura de LPS.
B. suis e B. melitensis sdo as menos susceptiveis a accao das polimixinas, ao contrario das

estirpes rugosas, que apresentam maior susceptibilidade do que as estirpes lisas. Algumas
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estirpes sdo menos susceptiveis a polimixina-B quando incubadas em CO, em vez de
atmosfera normal; outras tornam-se mais susceptiveis em meio acidificado (Jensen &
Halling, 2010).
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1.7 Determinacgdo da susceptibilidade aos antimicrobianos

A determinacdo da susceptibilidade a antimicrobianos de um isolado clinico é
crucial para o sucesso da terapia antimicrobiana. Esta necessidade € ainda maior devido ao
crescente aparecimento de resisténcias e emergéncia de organismos multiresistentes (Fluit
et al., 2001). Os testes de susceptibilidade estdo indicados para serem efectuados em
qualquer organismo que provoque um processo infeccioso que justifique a utilizacdo de
terapéutica antimicrobiana, sempre que a sua susceptibilidade seja desconhecida ou no
caso deste pertencer a uma espécie capaz de apresentar resisténcia aos agentes
antimicrobianos geralmente usados no tratamento (Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), 2006).

Existem diversos métodos laboratoriais que podem ser usados para testar a
susceptibilidade in vitro das bactérias aos agentes antimicrobianos (CLSI, 2006), como a
diluicdo em agar, diluicAo em caldo (macro e microdiluicdo), a difusdo por disco e o E-test.
Os métodos de difusdo por disco, diluicdo em caldo e diluicdo em agar tém demonstrado de
forma consistente, resultados reprodutiveis (OIE, 2012c).

1.7.1 Concentrag&o Minima Inibitoria

A Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) é a menor concentracdo de um agente
antimicrobiano que impede o crescimento visivel de um microorganismo em testes de
susceptibilidade in vitro (CLSI, 2006).

Para tal, é utilizada uma série de diluicdes de progressdo geométrica de razéo 2 (1,
2, 4, 8, 16 mg/l, etc), podendo, no entanto, ser usadas outras concentra¢gfes, quando séo
conhecidos os “breakpoints” para o agente bacteriano (ex. 4, 6, 8, 12 mg/l). Quando existe
inibicdo do crescimento na menor concentragdo testada, o verdadeiro valor da CMI n&o
pode ser determinado com exatiddo. E considerado como igual ou menor que o valor mais
baixo da concentracédo utilizada (CLSI, 2006).

Os resultados da determinacdo da CMI devem ser acompanhados de uma

categoria de interpretacao: susceptivel, intermédia, ou resistente (CLSI, 2006).
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1.7.2 Categorias de Interpretacao

Existem varias categorias de interpretacdo dos testes de susceptibilidade a
antimicrobianos. Esta classificacdo € baseada na resposta in vitro de um organismo a niveis
de um agente antimicrobiano que correspondem aos niveis sanguineos ou tecidulares que

se atingem com as doses do agente normalmente prescritas (CLSI, 2006).

Um organismo é considerado “susceptivel” quando hé inibicdo do crescimento pela
concentracdo do agente antimicrobiano testado e que é atingida quando é prescrita a dose
recomendada para o local de infecg&o (CLSI, 2006).

A categoria “intermédia” inclui os isolados que apresentam CMIs de agentes
antimicrobianos que, normalmente, atingem concentracdes sanguineas e tecidulares
aceitaveis e para 0s quais a taxa de resposta pode ser mais baixa que nos isolados
susceptiveis. Isto significa que existe eficicia clinica nos locais onde 0s agentes estao
fisiologicamente concentrados (ex. quinolonas e B-lactamicos na urina) ou quando é usada

uma dose mais elevada que a normalmente prescrita (ex. B-lactamicos) (CLSI, 2006).

Na categoria ‘“resistente” incluem-se os isolados que ndo sdo inibidos pela
concentracdo sistémica do agente normalmente atingida com a terapéutica normal e/ou
apresentam CMIs que estdo no intervalo onde é mais comum a ocorréncia de mecanismos
especificos de resisténcia microbiana (ex. B-lactamases) e cuja eficacia clinica do agente

contra o isolado nédo foi demonstrada (CLSI, 2006).

1.7.3 Métodos de Dilui¢céo

Os meétodos de diluicdo s&o utilizados para a determinacdo da CMI. Nestes testes,
é avaliada a capacidade de crescimento visivel dos microorganismos em placa com meio de
cultura (diluicho em agar) ou em em caldo: em tubos de ensaio (macrodiluicdo) ou em
microplaca (microdiluicdo) (European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST), 2000; CLSI, 2006). O resultado final destes testes é influenciado pela
metodologia, a qual deve ser cuidadosamente controlada para se obterem resultados

reproduziveis, inter e intra laboratorialmente (CLSI, 2006).
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1.7.3.1 Diluicdo em agar

Neste método, as concentracfes seriadas de varios agente antimicrobianos séo
incorporadas em meio Mueller-Hinton Agar, em placa de Petri. Cada placa contém uma
diferente concentragdo do agente antimicrobiano. Os in6culos bacterianos séo aplicados na
superficie do agar. Apés um periodo de incubacao, variavel consoante 0 agente bacteriano,
observa-se o crescimento visivel, e é lido o valor da CMI a partir da observagéo visual das
placas (figura 2) (CLSI, 2006; EUCAST, 2000).

Figura 2: Teste de susceptibilidade de estirpes de B. suis a Polimixina-B pela técnica de
diluicdo em agar Mueller-Hinton.
Cada placa numerada (6,7,8,9,10) possui uma concentracao diferente do agente antimicrobiano
(Original do autor, 2012).

1.7.3.2 Diluicdo em caldo (Macrodiluicdo e Microdilui¢&o)

Nesta técnica, uma suspensdo bacteriana de uma concentracdo determinada é
testada contra variadas concentracdes de um agente antimicrobiano (normalmente em
progressdo geométrica de razéo 2) em meio de cultura liquido. Pode ser realizada em tubos
com um volume minimo de 2 ml (macrodiluicdo) ou em microplaca (microdiluicdo) (OIE,
2012c). Na microdiluicdo, o agente antimicrobiano é dispensado nos varios pogos da
microplaca, contendo o meio de cultura liquido. O in6culo da suspensdo bacteriana é
acrescentado posteriormente no poc¢o. Apés incubacdo, sdo lidos os resultados e é
determinada a CMI. Na macrodiluicdo, o agente microbiano é dispensado em tubos,

contendo meio de cultura liquido. Em seguida, os tubos sao inoculados com a suspensao
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bacteriana do microorganismo a ser testado. Apds incubacgéo, séo registados os resultados
e € determinada a CMI (CLSI, 2006).

1.7.4 E-test®

O E-test® é um teste comercial. Consiste na aplicacdo de uma tira que contém um
gradiente continuo do agente antimicrobiano que corresponde a 15 diluicdes de progresséo
geométrica de razdo 2 em meio de cultura soélido (Kelly et al. 1999; Biomerieux, 2012). O E-
test, embora dispendioso, pode ser utilizado no teste da susceptibilidade de Brucella spp,
sendo menos laborioso, menos fastidioso e mais pratico que o método de microdiluicdo
(Clark et al. 1998; Gur et al., 1999; Bayram et al., 2011). A tira é aplicada na superficie
previamente inoculada do meio de cultura. Apés incubagéo, ira formar-se uma elipse, que
demarca o valor da CMI na escala (ug/ml) onde a concentragéo de antimicrobiano testado

inibe o crescimento bacteriano (Biomerieux, 2012).

Figura 4: E-test® (Adaptado de Biomerieux, 2012).

1.7.5 Métodos moleculares
A utilizacdo de uma abordagem molecular para a detec¢éo de genes de resisténcia

antimicrobiana tem sido promovida como uma forma de aumentar a rapidez e especificidade

dos testes de susceptibilidade e tem tido um papel importante na explicacdo dos
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mecanismos de resisténcia (Fluit et al., 2001; Cai et al., 2003). Estdo a ser desenvolvidos
inUmeros ensaios genéticos, para detetar a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos.
Entre eles, destacam-se a amplificacdo e sequenciacdo de genes e a comparacao entre
genomas. Estes métodos, em conjunto com a analise fenotipica, aumentam a sensibilidade,
especificidade e rapidez na detecdo de genes de resisténcia especificos (Cai et al., 2003;
Chen et al., 2005; Perreten et al. 2005; OIE, 2012c).

Os testes genotipicos tém sido usados com sucesso, como suplemento dos testes
tradicionais da susceptibilidade aos antimicrobianos com base no fenétipo. E o caso de
organismos do género Staphylococcus resistentes a meticilina, enterococos resistentes a
vancomicina e a deteccdo de mutacdes que conferem resisténcia a fluoroquinolonas (Cai et
al., 2003; Chen et al., 2005; Perreten et al. 2005). Foram, também, descritos outros métodos
moleculares para a deteccdo de genes codificantes de beta-lactamases, de enzimas
inactivadoras de aminoglicosideos e de genes de efluxo de tetraciclinas (Chen et al., 2005;
Perreten et al. 2005).

Os novos avangos na tecnologia podem facilitar a capacidade de testar uma grande
quantidade de espécies bacterianas para um grande namero de genes que conferem
resisténcia aos antimicrobianos de forma rapida e econémica, fornecendo dados relevantes
para programas de vigilancia e monotorizacdo. No entanto, apesar do influxo de testes
moleculares, no futuro préximo, os testes de susceptibilidade a antimicrobianos (CMI) ainda
Sa0 necessarios, para detetar a emergéncia de novos mecanismos de resisténcia entre

agentes patogénicos (Fluit et al., 2001; OIE, 2012c).

No periodo de 17 de Outubro de 2011 a 17 de Abril de 2012, foram acompanhadas
e realizadas todas as atividades necesséarias para o desenvolvimento de um trabalho

laboratorial, tendo como objetivo:

Avaliacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos de estirpes de
Brucella suis e sua comparacdo com estirpes de B. melitensis e de B.
abortus através da determinacdo da Concentragcdo Minima Inibitoria,
pela técnica de diluicdo em agar Mueller-Hinton, descrita na norma M7-
A7 (Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria
That Grow Aerobically) do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI).

32



As atividades desenvolvidas incluiram varios ensaios, tendo-se determinado a
Concentracdo Minima Inibitéria (CMI), de um total de 89 estirpes bacterianas: 75 estirpes de
B. suis (70 de campo e 5 de referéncia), 11 estirpes de B. melitensis (8 de campo e 3 de
referéncia) e 3 estirpes de referéncia de B. abortus para os agentes antimicrobianos em
estudo (tetraciclina, doxiciclina, estreptomicina, gentamicina, rifampicina, trimetoprim,
sulfametoxazol e polimixina-B).

O trabalho foi desenvolvido no ambito do Estagio Curricular de concluséo do Curso
de Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Lusé6fona de Humanidades e Tecnologias de Lisboa, tendo decorrido na
Unidade Estratégica de Producdo e Saude Animal do Instituto Nacional de Investigacdo
Agréria e Veterinaria, I.P. (INIAV, I.P.), sob a supervisédo da Investigadora Principal, Doutora
Maria Inacia Aleixo Vacas de Carvalho Corréa de Sa.
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2. Material e Métodos

2.1 Estirpes bacterianas

Para a realizacdo do trabalho experimental foram seleccionadas 89 estirpes de
Brucella pertencentes a colecdo de culturas do Laboratério de Brucelose da Unidade
Estratégica de Producdo e Saude Animal do Instituto Nacional de Investigacdo Agréria e
Veterinaria, I.P. (INIAV, 1.P.): 9 estirpes de campo de B. suis biovar 1; 59 estirpes de campo
de B. suis biovar 2; 2 estirpes de campo de B. suis biovar 4; 8 estirpes clinicas de B.
melitensis isoladas de humanos; 5 estirpes de referéncia de B. suis (1-5); 3 estirpes de
referéncia de B. melitensis (1-3) e 3 estirpes de referéncia de B. abortus (1-3). As estirpes
em estudo estavam conservadas a -80 °C, em leite desnatado. Antes da sua utilizacéo,
foram incubadas em atmosfera normal, a temperatura de 37°C, durante 48 horas, em placas
de meio agar tripticase de soja (DIFCO). Para controlo de qualidade dos ensaios foi incluida
no estudo a estirpe de referéncia E. coli ATCC 25922, como recomendado pela norma
M100-S17 (Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing) do CLSI.

Todas as estirpes de Brucella em estudo estdo sumarizadas na tabela 2 com

informacéo referente a origem/referéncia e hospedeiro.
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Tabela 2: Estirpes de Brucella em estudo no ensaio

antimicrobianos.

da determinacdo da susceptibilidade

Biovar n° de estirpes Origem Hospedeiro
Estirpes de campo de Brucella suis
5) Franca Suino (3), Lebre (1), Homem (1)
1 Croécia Suino
1 9 1 E.U.A. Suino
1 Holanda Homem
1 México Homem
26 Portugal Suino (12), Javali (11), Ovino (2), Bovino (1)
15 Espanha Suino (10), Javali (5)
9 Franca Lebre (4), Suino (4), Ovino (1)
2 59 4 Alemanha Javali
1 Croécia Suino
1 Dinamarca Desconhecido
1 Italia Javali
4 5 1 Alasca Caribou
1 Pol6nia Rena
Estirpes de campo de Brucella melitensis
1 1
3 ; Hospitais Portugueses Homem
Estirpe Biovar Referéncia Hospedeiro
Estirpes de referéncia de Brucella
B. suis 1330 1 ATCC 23444 Suino
B. suis Thomsen 2 ATCC 23445 Suino
B. suis 686 3 ATCC 23446 Suino
B. suis 40 4 ATCC 23447 Rena
B. suis 513 5 NCTC 11996 Roedor selvagem
B. melitensis 16 M 1 ATCC 23456 Caprino
B. melitensis 63/9 2 ATCC 23457 Caprino
B. melitensis Ether 3 ATCC 23458 Caprino
B. abortus 2308 1 Dr. J.M. Blasco; CITA Bovino
B. abortus 86/8/59 2 ATCC 23449 Bovino
B. abortus Tulya 3 ATCC 23450 Humano

ATCC, American Type Culture Collection; CITA, Centro de Investigacion y Tecnologia Agro Alimentaria del
Gobierno de Aragon; NCTC, The National Collection of Type Cultures.
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2.2 Determinacé&o da Susceptibilidade aos antimicrobianos

A susceptibilidade aos antimicrobianos foi determinada a partir do valor da
Concentracdo Minima Inibitéria (CMI), que é a concentracdo minima de antimicrobiano
capaz de inibir o crescimento bacteriano, expressa em mg/L (OIE, 2012c), através da
técnica de diluicdo em agar Mueller-Hinton, como descrita na norma M7-A7 (Methods for

Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically) do CLSI.

2.2.1 Técnica de diluicdo em agar Mueller-Hinton

Nesta técnica, o agente antimicrobiano € incorporado no agar Mueller-Hinton
(DIFCO), contendo cada placa uma concentracao diferente do agente, de modo a obter uma
série de dilui¢cdes finais em progressao geométrica de razéo 2.

Os seguintes antimicrobianos foram utilizados: doxiciclina (Fluka, 44577),
estreptomicina (Sigma, S9137), gentamicina (Sigma, G3632), polimixina-B (Sigma, P1004),
rifampicina (Sigma, R3501), sulfametoxazol (Fluka, S7507), tetraciclina (Sigma, T3258) e
trimetoprim (Sigma, T7883). O intervalo das concentragfes finais dos antimicrobianos nas

placas de agar Mueller-Hinton foram de 1 pg/ml a 512 pg/ml.

A técnica compreendeu quatro passos:

i. Preparagcdo das placas de agar Mueller-Hinton com incorporacdo do

antimicrobiano

Apos a preparagdo do meio de cultura e sua estabilizacdo a +48-50°C, procedeu-se
a incorporacdo de 1ml de cada diluicdo de antimicrobiano em 19ml de meio de cultura,
distribuidos em cada placa, seguida de homogeneizacdo e secagem em camara de fluxo-

laminar, durante 30 minutos.
. Preparacéo do in6culo bacteriano
O inéculo bacteriano foi preparado a partir de uma suspensao bacteriana com cerca

de 10® ufc/mL (0.5 na escala de McFarland) das estirpes em estudo, procedendo-se a sua

diluicdo 1:10 em soluto fisiol6gico estéril.
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iii. Inoculacéo das placas

A inoculacéo das placas foi realizada a temperatura ambiente, em camara de fluxo
laminar e utilizando micropipeta multicanal calibrada (8 canais — 0-2.5ul). Foi dispensado um
indculo contendo 2 pl de suspensdo bacteriana, com aproximadamente 10* ufc/mL, na
superficie do meio de cultura.

Para controlo da viabilidade das estirpes em estudo durante o processo da
inoculacéo, foram inoculadas trés placas, em meio sem antimicrobiano, no inicio, meio e
final do ensaio.

Apds secagem do inéculo a temperatura ambiente, procedeu-se a incubacdo das
placas a 37°C, durante 48 horas, em atmosfera normal.

iv. Leitura dos resultados

A leitura das placas foi realizada por observagéo visual, considerando-se a CMI
como a concentragdo mais baixa de antimicrobiano em que néo se verificou crescimento
bacteriano visivel, com a excep¢do dos antimicrobianos bacteriostéticos (sulfametoxazol e
trimetoprim), em que a CMI foi considerada como a concentragdo mais baixa do agente
capaz de inibir em cerca de 80% de crescimento bacteriano visivel.

Para as estirpes de Brucella, esta leitura foi realizada as 48 horas, enquanto que a

leitura da estirpe de referéncia E. coli ATCC 25922 foi realizada as 24 horas.

Os critérios de susceptibilidade utilizados para a interpretacéo dos valores da CMI
obtida para as estirpes de Brucella spp em estudo, no caso das tetraciclinas e
aminoglicosideos, foram os constantes na norma M100-S17 (“Performance Standards for

Antimicrobial Susceptibility Testing”) do CLSI (2007), apresentados na tabela 3.

37



Tabela 3: Critérios de interpretacdo da CMI de Brucella spp, para as tetraciclinas e para os
aminoglicosideos. (Adaptado da norma M100-S17 do CLSI, 2007)

Critérios de Interpretacao da

Agente Antimicrobiano CMI (pg/mL)
S | R
Gentamicina <4 - -
Aminoglicosideos
Estreptomicina <8 = =
Tetraciclina <1.0 - -
Tetraciclinas
Doxiciclina <1.0 - -
S — Susceptivel; | — Intermédio; R — Resistente.

A validagdo dos ensaios foi efectuada de acordo com o0s seguintes parametros:

i) os valores referéncia da CMI para os varios antimicrobianos da estirpe
E.coli ATCC 25922 estarem dentro dos parametros estabelecidos pela
norma M100-S17 do CLSI;

ii) uma boa viabilidade das estirpes ao longo do ensaio.

38



3. Resultados

Com base no numero de ocorréncias (nimero de estirpes em estudo) que
apresentaram uma determinada CMI, expressa em mg/L, foram calculadas, em alguns
casos, a CMlsg e a CMIgg, OU seja, a concentracdo minima inibitéria capaz de inibir o
crescimento de 50% e 90% das estirpes, respetivamente. Os valores da CMI, CMls, € CMilgy,

expressos em mg/L, estdo apresentados nas tabelas 4 a 7.

De um modo geral, a maioria das estirpes em estudo, de B. suis, B. melitensis e B.
abortus demonstram ser igualmente susceptiveis as tetraciclinas (tetraciclina e doxiciclina),
aos aminoglicosideos (estreptomicina e gentamicina) e a rifampicina, apresentando uma
CMI =1 mg/L (tabelas 4-7). No entanto, uma estirpe de B. suis biovar 2 apresenta um
fendétipo diferente, com diferencas significativas na susceptibilidade a varios agentes
antimicrobianos, entre os quais a estreptomicina (8 mg/L), a gentamicina (64 mg/L) e a
rifampicina (4 mg/L) (tabela 7).

De acordo com os critérios de interpretagcdo da norma M100-S17 (2007) do CLSI,
todas as estirpes de B. suis, B. melitensis e B. abortus incluidas neste estudo s&o
susceptiveis a tetraciclina e a doxiciclina, por apresentarem uma CMI de valor <1 mg/L;
também para a estreptomicina e gentamicina, a totalidade das estirpes de B. suis, B.
melitensis e B. abortus incluidas neste estudo sdo suscetiveis. Embora a estirpe de fenétipo
diferente de B. suis biovar 2 apresente uma CMI de 8 mg/L para a estreptomicina, valor
bastante superior ao das restantes estirpes em estudo, é ainda considerada suscetivel a
este antimicrobiano (tabela 7). No que respeita a gentamicina, a mesma estirpe apresenta

uma CMI de 64 mg/L (tabela 7), muito acima do limite de susceptibilidade (4 mg/L).

Para o trimetoprim, as concentracdes inibitérias minimas das estirpes de campo de
Brucella suis em estudo variam entre 8 e 32 mg/L (tabela 4), as de B. melitensis entre 8 e
16 mg/L (tabela 5) e B. abortus entre 2 e 8 mg/L (tabela 6). As estirpes de B. suis sdo as que
mostram a maior CMI para este agente e as estirpes de B. abortus a menor. Relativamente
aos biovares de B. suis, o biovar 2 revela uma CMlg mais elevada (32 mg/L), do que as
estirpes do biovar 1 (CMlg = 16 mg/L) e do biovar 4 (CMlg, = 2-8 mg/L) (tabela 4). No caso
das estirpes de referéncia de B. suis, os biovares 1, 3 e 5 demonstram uma CMI elevada (32
mg/L), enquanto que os biovares 2 e 4 sdo os que apresentam a menor CMI, de 16 e 8

mg/L, respectivamente (Tabela 4).
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Quanto ao sulfametoxazol, as estirpes de B. suis sdo as que apresentam a maior
CMI (=1 a 8 mg/L) (tabela 4), sendo as de B. melitensis e de B. abortus as que apresentam
o0 menor valor (€1 mg/L) (tabelas 5 e 6). Os biovares 1 e 2 das estirpes de campo de B. suis
apresentam uma CMIlgy mais elevada (4 mg/L) do que o biovar 4 (<1 mg/L). No caso das
estirpes de referéncia de B. suis, 0s biovares 5 e 2 apresentam uma CMI mais alta (8 e 4
mg/L, respetivamente) do que os biovares 1, 3 e 4 (tabela 4). A estirpe de comportamento

atipico de B. suis biovar 2 apresenta uma CMI de 512 mg/L (tabela 7).

Relativamente a polimixina-B, também as estirpes de B. suis sdo as que revelam a
CMI mais alta (16 a 128 mg/L) (tabela 4). A CMI das estirpes de B. melitensis é de 64 mg/L,
sendo a CMI de B. abortus a mais baixa (1 a 16 mg/L) (tabelas 5 e 6). Neste caso, as
estirpes de campo e referéncia de B. suis biovar 2 e as de referéncia de B. abortus sédo as
que apresentam menor valor de CMI (16 mg/L) (Tabela 4 e 6). No entanto, a estirpe de B.
suis biovar 2, de fendtipo diferente, revela uma CMI mais elevada (128 mg/L) (tabela 7),
comparavel as estirpes de campo de B. suis biovar 4. Estas apresentam o valor mais
elevado de CMI (64 a 128 mg/L), seguidas pelas estirpes de campo de B. suis biovar 1 e de
B. melitensis (64 mg/L) (tabelas 4 e 5). Também a estirpe de referéncia de B. suis biovar 4 é
a gue apresenta o maior valor de CMI (128 mg/L), seguida pelas estirpes de referéncia de B.

melitensis dos biovares 1 e 3 (64 mg/L).
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Tabela 4: Valores de CMIsq € CMlgy, para as estirpes de campo de B. suis biovar 1, biovar 2 e biovar 4 e CMI das estirpes de referéncia de B. suis
(biovares 1 a 5).

Estirpes de campo Estirpes de Referéncia Intervalo de
CMmI CMI CMI CMI Concentragdo
Agente 50 90 50 90 CMI (mg/L) CMI (mg/L) (mg/L)
antimicrobiano  (M9/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Bv 4 Bv 4
Bv 1 (n=9) Bv 2 (n=59) _ _ Bvl Bv2 Bv3 Bv4 Bv5
estirpe 1l  estirpe 2
Tetraciclina <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Doxiciclina <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Estreptomicina <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
1-512
Gentamicina <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Trimetoprim 16 16 16 32 8 2 32 16 32 8 32
Sulfametoxazol <1 4 <1 4 <1 <1 <1 4 2 <1 8
Rifampicina <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Polimixina-B 32 64 16 16 128 64 64 16 32 128 32
Bv - biovar
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Tabela 5: Valores da CMI para as estirpes de campo de B. melitensis biovar 1, biovar 3 e das estirpes de referéncia de B. melitensis (biovares 1 a

CMI (mg/L)
Agente Estirpes de campo Estirpes de referéncia Intervalo de Concentrag&o
antimicrobiano (mgi/L)
Bv 1l Bv 3 (n=7) Bv 1 Bv 2 Bv 3
Tetraciclina <1 <1 <1 <1 <1
Doxiciclina <1 <1 <1 <1 <1
Estreptomicina <1 <1 <1 <1 <1
Gentamicina <1 <1 <1 <1 <1 1-512
Trimetoprim 8 16 16 64 8
Sulfametoxazol <1 <1 <1 <1 <1
Rifampicina <1 <1 <1 <1 <1
Polimixina-B 64 64 64 <1 64
Bv - biovar
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Tabela 6: Valor da CMI das estirpes de referéncia de B. abortus (biovares 1 a 3).

CMI (mg/L) Intervalo de
Agente
antimicrobiano Concentracéo
Bv1l Bv 2 Bv 3 (mg/L)
Tetraciclina <1 <1 <1
Doxiciclina <1 <1 <1
Estreptomicina <1 <1 <1
Gentamicina <1 <1 <1
1-512
Trimetoprim 8 2 8
Sulfametoxazol <1 <1 <1
Rifampicina <1 <1 <1
Polimixina-B 16 <1 8

Bv - biovar

Tabela 7: Niumero de ocorréncias para determinada CMI das estirpes de campo de B. suis

biovar 2.
Agente N° de ocorréncias para a CMI (mg/L) Total

antimicrobiano <1 2 4 8 16 32 64 128 216 512 (n)
Tetraciclina 59 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Doxiciclina 59 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Estreptomicina 58 0 0 1 0 o 0 0 0 o0
Gentamicina s8 0o o0 o0 ©0 ©0 1 0 0 0
Trimetoprim 0 0 0 14 27 18 0 0 0 0 >

Sulfametoxazol 45 0 11 2 0 o o o o 1
Rifampicina 58 0 1 0 0 o 0o 0 0 o0
Polimixina-B o o 1 24 29 3 1 1 0 o0

*

- estirpe de comportamento atipico.
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4. Discussao

Os microorganismos do género Brucella possuem a capacidade de sobreviver
dentro dos macrofagos, evitando a accao bactericida de alguns agentes antimicrobianos. A
combinacdo de agentes antimicrobianos que atuam em sinergia e com atividade intracelular
revela melhores resultados; no entanto, as razdes pelas quais alguns pacientes apresentam
recidivas sdo ainda desconhecidas (Cekovska et al., 2010). Estas s&o causadas,
frequentemente, por falhas na terapéutica e, raramente, por estirpes de Brucella resistentes
aos antimicrobianos. E, ainda, desconhecida a contribuicio do desenvolvimento da
resisténcia, durante o tratamento, para o sucesso clinico (Ayaslioglu et al., 2008; Cekovska
et al., 2010).

O presente trabalho teve como objectivo o estudo da susceptibilidade in vitro de
estirpes de campo de Brucella suis aos antimicrobianos, alguns dos quais utilizados
frequentemente no tratamento da brucelose humana, e a comparacdo com a
susceptibilidade de estirpes de B. melitensis isoladas de humanos e estirpes de referéncia

de B. abortus, B. suis e B. melitensis, aos mesmos agentes.

O estudo da susceptibilidade in vitro de Brucella spp. aos antimicrobianos néo é,
regra geral, recomendado, pois a sua realizacdo implica um grande risco de contagio
laboratorial e condic6es de bioseguranca de nivel Ill (Ayaslioglu et al., 2008 ; Maves et al.,
2011); consequentemente, existem poucos estudos (Cekosvka et al., 2010) e a maioria dos
testes néo estdo padronizados (Ariza et al., 1986; Baykam et al., 2004; Bayram et al., 2011).

Os métodos mais utilizados incluem a diluicdo em agar, a diluicdo em caldo e o E-
test (Cekovska et al., 2010; Bayram et al., 2011). Este ultimo, € menos laborioso que as
técnicas de diluicdo em agar e de microdiluicdo, e € considerado um método bastante
especifico e reprodutivel, sendo utilizado na maioria dos estudos existentes (Clark et al.,
1998; Kelly et al., 1999; Bayram et al., 2011).

Neste trabalho foi utilizado o método de diluicio em agar Mueller-Hinton, que,
apesar de laborioso, é recomendado pelo CLSI para a maioria dos microrganismos de
crescimento aerobio, pela sua especificidade, sensibilidade e clara leitura dos resultados
através da observacéo visual do crescimento bacteriano na presenca do antimicrobiano.

Os Padrdes de Interpretacdo da CMI (pug/mL) para potenciais agentes de
bioterrorismo, constantes na norma M100-S17 (“Performance Standards for Antimicrobial

Susceptibility Testing”) do CLSI (2007), determinam o critério de susceptibilidade de Brucella

44



spp. em relacdo aos aminoglicosideos (gentamicina e estreptomicina), as tetraciclinas
(tetraciclina e doxiciclina) e ao trimetoprim-sulfametoxazol, ou seja, determinam o valor da

CMI em que os microrganismos sao considerados susceptiveis a estes agentes.

A tetraciclina e os seus derivados sdo 0s agentes mais eficientes no tratamento da
brucelose (Ayaslioglu et al., 2008; Bayram et al., 2011). Embora sejam amplamente
utilizados na erradicacdo de infec¢cdes por Brucella spp., hdo existe associacdo a
resisténcias a este agente (Ayaslioglu et al., 2008). A doxiciclina é a tetraciclina mais
prescrita no tratamento da infeccdo, devido as suas propriedades farmacocinéticas
(Ayaslioglu et al., 2008; Bayram et al.,, 2011). No presente estudo, todas as espécies
demonstraram para a tetraciclina e para a doxiciclina o menor valor de CMI: <1 mg/L. Estes
valores sdo idénticos aos obtidos por outros autores, no teste da susceptibilidade a
doxiciclina e a tetraciclina, em estirpes de B. suis (Farrel et al.,1976; Tiller et al., 2010a), de
B. melitensis (Turkmani et al., 2006; Ayaslioglu et al., 2008; Bayram et al. 2011; Maves et
al., 2011) e de B. abortus (Baykam et al., 2004; Tiller et al., 2010a).

Embora a estreptomicina seja também outro dos agentes mais utilizados no
tratamento da brucelose, os seus efeitos adversos, como a otoxicidade, nefrotoxicidade e a
necessidade de administragdo parenteral restringem a sua utilizacdo (Sousa, 2006b;
Ayaslioglu et al., 2008; Bayram et al., 2011). A maioria das estirpes em estudo, de B. suis,
B. melitensis e B. abortus demonstraram ser igualmente susceptiveis a estreptomicina e
gentamicina (CMI <1 mg/L), resultados semelhantes aos obtidos por outros autores, em B.
suis (Tiller et al., 2010a), B. melitensis (Ayaslioglu et al., 2008; Bayram et al., 2011; Maves et
al., 2011) e B. abortus (Tiller et al., 2010a).

Como referido anteriormente, embora a estirpe de fendtipo diferente de B. suis
biovar 2 seja suscetivel a estreptomicina (com um valor de CMI bastante superior ao das
restantes estirpes), apresenta uma CMI para a gentamicina, muito acima do limite de
susceptibilidade (tabela 7).

Uma vez que a resisténcia aos aminoglicosideos é frequentemente causada por
alteracdes no local de ligacdo destes antimicrobianos, através de mutacdes no alvo
ribossdmico, é possivel que estas alteracbes impecam néo s6 a ligacdo da estreptomicina,
mas, também, da gentamicina, neste caso em maior escala, impedindo a sua atividade
antimicrobiana.

De um modo geral, as estirpes bacterianas que exibem resisténcia a gentamicina,
manifestam, também, resisténcia aos restantes aminoglicosideos (Sousa, 2006b). Uma

possivel explicagdo para a menor susceptibilidade desta estirpe bacteriana aos
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aminoglicosideos em estudo seria a presenca dessas mutacdes no alvo ribossémico,
impedindo a ligacdo de ambos os agentes. Outro mecanismo conhecido que confere
resisténcia a gentamicina é a alteracdo, a reducdo ou auséncia da porina OmpF, uma vez
que os aminoglicosideos se difundem através dos canais de porina. Assim, a alteracdo ou
auséncia desta proteina, a par ou ndo das mutacdes ribossdmicas, podera explicar o

comportamento desta estirpe perante a atividade da gentamicina e da estreptomicina.

O tratamento por trimetoprim-sulfametoxazol é considerado um possivel regime
terapéutico oral para o tratamento desta infecdo, de baixo custo, sendo o mais utilizado em
mulheres gestantes e criancas (Bayram et al., 2011). No presente estudo, foram utilizados
trimetoprim e sulfametoxazol, a fim de detetar diferencas entre ambos, na susceptibilidade in
vitro, j& que os dois compostos em simultaneo inibem passos sucessivos da mesma cadeia
metabdlica que conduz a formagédo do acido félico, indispensavel para a sintese de acidos
nucleicos e proteinas na célula bacteriana. Em termos gerais, as estirpes de B. suis, B.
melitensis e B. abortus apresentam uma CMI mais baixa para o sulfametoxazol (<1 — 8
mg/L) e mais elevada, no caso trimetoprim (2 - 64 mg/L) (tabelas 4 a 6). As estirpes de B.
suis sdo as que apresentam maior CMI para o sulfametoxazol (<1 a 4 mg/L) (tabela 4), em
relacdo as estirpes de B. melitensis e B. abortus (1 mg/L) (tabelas 5 e 6). No caso do
trimetoprim, as estirpes de B. suis sdo as apresentam, também, a CMI mais elevada ( 8 - 32
mg/L), em relagdo as estirpes de B. melitensis e B. abortus (2 — 16 mg/L). Os estudos
existentes da susceptibilidade in vitro de Brucella spp. testam apenas a combinacdo
trimetoprim-sulfametoxazol, pelo que é dificil comparar os resultados obtidos. A maioria dos
autores obteve valores de CMI <1 mg/L (Marianelli et al., 2007; Ozhak-Baysan et al., 2009;
Bayram et al., 2011; Maves et al., 2011), considerando-se essas estirpes suscetiveis ao

agente, segundo os critérios de interpretagdo da norma M100-S17 do CLSI.

Outro agente bastante utilizado no tratamento da brucelose é a rifampicina que,
embora apresente alguma toxicidade, possui a vantagem da possibilidade de administracédo
por via oral e exibe um aumento da sua atividade em ambientes acidicos (Ayaslioglu et al.,
2008; Bayram et al.,, 2011). Alguns estudos sugerem a emergéncia de resisténcia de
Brucella spp. a este agente, um conceito preocupante para a saude publica, pois este
agente é utilizado no tratamento da infeccdo por M. tuberculosis, e estas duas infecdes
existem em simultdneo em algumas regifes. Outros estudos sugerem, também, que a
resisténcia a rifampicina pode levar a resisténcia a outros agentes antimicrobianos (Bayram

et al., 2011). No presente estudo, a maioria das estirpes demonstrou ser igualmente
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susceptivel a rifampicina (CMI <1 mg/L) (tabelas 4 a 6), com excepcédo da estirpe de campo
de B. suis biovar 2, referida anteriormente (CMI = 4 mg/L) (tabela 7). Este valor, obtido para
a maioria das estirpes, é idéntico ao obtido por outros autores, no estudo da susceptibilidade
a rifampicina de B. melitensis (Turkmani et al., 2006; Ayaslioglu et al., 2008; Maves et al.,
2011) e de B. abortus (Baykam et al., 2004).

N&o existem critérios de interpretacdo definidos para a rifampicina na norma M100-
S17 (2007) do CLSI; no entanto, dado que os resultados obtidos foram idénticos para todas
as estirpes de Brucella, ndo s6 neste estudo, como no de outros autores, poder-se-a
considerar que a totalidade das estirpes estudadas € suscetivel a este antimicrobiano, com
excec¢do possivel da estirpe de B. suis biovar 2, que apresenta um fenoétipo diferente. Esta
apresenta uma CMI de 4 mg/L, no entanto, as doses de rifampicina utilizadas na terapéutica
sdo bastante superiores a este valor (600-900 mg/dia, via oral, durante 6 semanas), sendo
sempre utilizado em combinagdo com outro antimicrobiano, como a doxiciclina e/ou a

estreptomicina.

Como ja referido, a poliximina-B ndo penetra nas células eucariéticas, ndo sendo
utilizada no tratamento da brucelose. E incorporada, frequentemente, nos meios de cultura
seletivos utilizados no isolamento de Brucella spp (Jensen & Halling, 2010). O seu modo de
acao é semelhante ao dos péptidos catidnicos naturais do sistema imune do hospedeiro, e a
resisténcia natural destas bactérias a estes agentes é reconhecida, devido a sua superficie
hidréfoba e a estrutura do LPS (Jensen & Halling, 2010). Embora ndao seja um agente
utilizado no tratamento desta doenca, foi incluido no presente estudo a fim de encontrar
diferencas na susceptibilidade das varias espécies e biovares.

Jensen & Halling (2010), encontraram diferengas significativas na susceptibilidade
nas varias espécies de Brucella relativamente a este agente antimicrobiano. Os autores
sugerem que, embora a sequéncia genomica entre as espécies de Brucella seja muito
semelhante, estas diferencas afetam o LPS e a composicdo da membrana.

As estirpes de B. suis em estudo s&o as que apresentam a CMI mais elevada para
a polimixina-B, quando comparadas com as restantes espécies (tabelas 4 a 6). O biovar 4
de B. suis é o que apresenta a CMI mais alta, e o biovar 2 é o que apresenta 0 menor valor
(tabela 4), resultados semelhantes aos descritos por Jensen & Halling (2010), apesar de os
valores de CMI obtidos por estes autores serem consideravelmente diferentes. A estirpe de
B. suis biovar 2, referida anteriormente, revelou uma CMI idéntica ao biovar 4 (128 mg/L).

No seu trabalho, Jensen & Halling (2010) reportam que, além de B. suis biovar 4,
as estirpes de B. melitensis biovar 3 apresentaram também a maior CMI para este agente.

Contudo, tal ndo foi verificado no presente estudo: apesar de as estirpes de campo de B.
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suis biovar 4 apresentarem a CMI mais elevada (128 mg/L), as estirpes de B. melitensis, dos
biovares 1 e 3, apresentam um valor de CMI idéntico ao de B. suis biovar 1 (64 mg/L). As
estirpes de B. abortus demonstraram a menor CMI, dados confirmados, também, por estes
autores.

Como ja referido, as diferencas da composicdo da membrana e da estrutura do
LPS de Brucella spp. podem explicar a resisténcia destas bactérias a polimixina-B: Jensen &
Halling (2010), no seu estudo, referem que tanto B. suis biovar 4 e B. melitensis biovar 3,
que apresentaram a CMI mais elevada para a polimixina-B, possuem os antigénios A e M.
No entanto, B. ovis e B. canis, estirpes rugosas, demonstraram ser tdo resistentes a
polimixina-B como algumas estirpes lisas, o que sugere a existéncia de outros fatores, além
da estrutura do LPS, tais como os mecanismos de efluxo, que confiram resisténcia a este

agente antimicrobiano.
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5. Conclusao

A brucelose é uma das zoonoses mais disseminadas a nivel mundial, responsavel
por grande morbilidade animal e perdas econdmicas. A mortalidade em humanos atinge
também valores consideraveis, em zonas endémicas, onde o tratamento é insustentavel ou
inacessivel para a maioria da populagdo. Até a data, os agentes antimicrobianos
recomendados pela OMS séo eficazes para o tratamento e controlo dos sinais clinicos desta
doenca em humanos. As falhas terapéuticas e recidivas estéo, ainda, por explicar, e, muitas
vezes, nao estdo relacionadas com a susceptibilidade in vitro desta bactéria. A
disseminacdo da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é um problema preocupante
para a saude publica, sobretudo devido a globalizacdo e ao conceito de “aldeia global” que
se aplica na actualidade: a mobilidade de produtos alimentares, animais, pessoas ou
mercadorias, pode ter um papel ativo na disseminacdo dos microorganismos onde,
anteriormente, ndo eram reportados, inclusivamente portadores de genes de resisténcia.

Do nosso conhecimento, em Portugal, ndo existem ainda estudos publicados
acerca da susceptibilidade in vitro de Brucella spp aos antimicrobianos. A importancia deste
estudo assenta, sobretudo, na caracterizacdo da susceptibilidade de estirpes de B. suis,
algumas provenientes de isolamentos realizados em territorio nacional. Os objectivos
propostos foram cumpridos, tendo sido determinado o valor de CMI de B. suis para os Varios
agentes antimicrobianos em estudo e feita a sua comparacdo com as CMI de B. melitensis e
B. abortus. Devido a escassez de estudos publicados sobre a susceptibilidade in vitro de B.
suis aos antimicrobianos, os resultados obtidos poderéo, ndo sé servir como base de dados,
como de comparacao para outros autores, em estudos futuros.

No estudo realizado, conclui-se que a maioria das estirpes de Brucella spp. séo
susceptiveis aos agentes utilizados no seu tratamento: tetraciclina, doxiciclina, gentamicina,
estreptomicina e rifampicina. Estes resultados séo similares aos encontrados pela maioria
dos autores, em varios paises. Assim sendo, permanece por explicar a questao das falhas e
recidivas do tratamento, sendo interessante, no futuro, realizar mais estudos da
susceptibilidade desta bactéria aos antimicrobianos. No caso da polimixina-B, conclui-se, a
semelhanca de outros autores, que existem diferengas significativas na susceptibilidade
entre as diferentes espécies e biovares. Os fatores que determinam essas diferencas estéo
ainda por esclarecer.

Sugere-se, como trabalho futuro, o estudo mais aprofundado da estirpe de B. suis
biovar 2 de fenétipo diferente, nomeadamente a nivel molecular, para detec¢do de genes

responsaveis pelo seu comportamento face aos antimicrobianos em questao.
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