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FIGURA 11. Padréo de digestdo de cinco isolados de Klebsiella pneumoniae
de diferentes origens da propriedade 10 pela enzima Xba | e submetidos a
eletroforese em campo pulsatil (PFGE). As diferentes cores indicam a origem
da cepa dentro da mesma propriedade. O campo “free stall” informa se a
propriedade utilizava ou ndo este sistema de criacdo, e o campo ESBL informa
Se a cepa era ou nao produtora de enzimas do tipo B-lactamases de espectro
ampliado. A escala horizontal no canto esquerdo da figura indica o nivel de
similaridade entre as cepas. O dendograma foi construido com base no
resultado da PFGE considerando-se 1% de tolerancia e otimizacdo. Botucatu,
] 7 0 1 80

FIGURA 12. Padrdo de digestdo de 28 isolados de Klebsiella pneumoniae
oriundos de quadros de infecdo intramamaria (IMI) pela enzima Xba | e
submetidos a eletroforese em campo pulsatil (PFGE). As diferentes cores
indicam a origem da cepa (propriedade). O campo “free stall” informa se a
propriedade utilizava ou ndo este sistema de criacdo, e o campo ESBL informa
Se a cepa era ou nao produtora de enzimas do tipo B-lactamases de espectro
ampliado. A escala horizontal no canto esquerdo da figura indica o nivel de
similaridade entre as cepas. O dendograma foi construido com base no
resultado da PFGE considerando-se 1% de tolerancia e otimizagdo. Botucatu,
] 7 0 1 81

FIGURA 13. Padréo de digestdo de quatro isolados de Klebsiella pneumoniae
oriundos do leite do tanque de expansao pela enzima Xba | e submetidos a
eletroforese em campo pulsatil (PFGE). As diferentes cores indicam a origem
da cepa (propriedade). O campo “free stall” informa se a propriedade utilizava
ou nao este sistema de criacao, e o campo ESBL informa se a cepa era ou ndo
produtora de enzimas do tipo B-lactamases de espectro ampliado. A escala
horizontal no canto esquerdo da figura indica o nivel de similaridade entre as
cepas. O dendograma foi construido com base no resultado da PFGE
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% porcentagem M molar

CMT California Mastitis Test mi mililitros

IMI infeccdo intramamaria mm  milimetros

ESBL B-lactamases de espectro ampliado microlitros

PFGE eletroforese em campo pulsado mM  milimolar

CCS contagem de células somaticas mg miligramas

DNA acido desoxirribonucleico | litros

CIM concentra¢do minima inibitoria g gramas

NMC National Mastitis Council Vo] microgramas

PBS solucédo salina tamponada EPM Escola Paulista de Medicina
pH potencial hidrogeniénico BHI  infusdo de cérebro coracao
U unidades internacionais TE Tris EDTA

ATCC American Type Culture Collection TBE Tris Borato EDTA

STS solucéo tampéo de suspenséao PA puro para analise
°C graus centigrados CPD cefpodoxima

® marca registrada ATM aztreonam
EDTA acido etilenodiamino tetra-acético CTX cefotaxime

SDS sodium dodecyl sulfato CRO ceftriaxona
CLS-1 solucéo de lise 1 CAZ ceftazidima
CLS-2 solucéo de lise 2 FOX cefoxitina

Nm nandmetros HCl  acido cloridrico

unweighted pair group method using

UPGMA : :
arithmetic average
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RESUMO

O presente trabalho objetivou o isolamento de Klebsiella pneumoniae do
ambiente de sala de ordenha e do ambiente dos animais, incluindo a sala de
pré-ordenha, piquetes e, em algumas propriedades os galpdes de "free stall”,
do reto e membros posteriores dos animais, do leite do tanque de refrigeracao
e do leite dos tetos positivos ao teste do California Mastitis Test (CMT),
pesquisar cepas produtoras de B-lactamases de espectro ampliado (ESBL) e, a
partir da identificagdo clonal, verificar a semelhanga entre as cepas. Em 28
(2,14%) amostras de leite coletadas dos animais foi detectada a presenca de
Klebsiella pneumoniae como patégeno responsavel pela infeccédo intramamaria
(IMI). A partir de swabs ambientais, da pele dos animais e do leite oriundo do
tanque de expansao das dez propriedades, foram isoladas 79 cepas de K.
pneumoniae. Os resultados da prova de deteccao fenotipica da producéo de
enzimas do tipo ESBL foram positivos em oito (7,47%) das cepas bacterianas
isoladas. No Brasil ainda ndo ha relatos de coliformes produtores destas
enzimas oriundos de animais de producdo, e no presente estudo uma das
cepas foi isolada do tanque de expansao, representando um potencial perigo a
saude publica. Pelo resultado da PFGE, observou-se grande diversidade
genética da bactéria dentro da propriedade e entre as propriedades.
Demonstrou-se que patdégenos ambientais multirresistentes estao presentes
em rebanhos bovinos leiteiros, ndo apenas isolados de quadros de infeccao
intramamaria como também de galpfes de free stall, membros posteriores dos
animais, sala de ordenha e tanque de expansdo. Confirmou-se também, a alta
variabilidade genética da K. pneumoniae em rebanhos bovinos leiteiros mesmo
dentro de um mesmo rebanho, e a importancia da PFGE como recurso na
epidemiologia molecular.

Palavras-chave: ambiente, Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE), Klebsiella

pneumoniae, leite, mastite, B-lactamases de espectro ampliado (ESBL)
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ABSTRACT

The present study aimed the isolation of Klebsiella pneumoniae from the milk
parlor and the animal’s environment, including the pre milking room, paddocks
and, in some properties the free stall, animal’s rectum and hind limbs, bulk tank
milk and from all teats positive to the California Mastitis Test (CMT), search for
strains producers of extended spectrum B-lactamases (ESBL) and, by the clonal
identification, verify if similarities between the strains ocurred. In 2.14% (28) of
the milk samples collected from the animals it was detected the presence of
Klebsiella pneumoniae as the pathogen responsible for the intramammary
infection (IMI). From environmental swabs and bulk milk tank of the ten
properties, it was isolated 79 strains of K. pneumoniae. The results of
phenotypic detection of the ESBL enzymes production were positive in eight
(7.47%) bacterial strains isolated. It is important to know that, in Brazil there are
no reports of coliforms producers of these enzymes isolated from livestock
animals, and in the present study one of the strains was isolated from the bulk
tank milk, representing a potential hazard to public health. The results of PFGE
showed high genetic diversity of the bacteria within and between the dairy
farms. It was demonstrated that environmental multidrug resistant pathogens
are present in dairy herds, isolated from intramammary infections cases, free
stall parlors, animal’s hindlimbs, milking parlor and bulk tank milk. This study
also confirmed the high genetic diversity of K. pneumoniae in dairy herds within
the same herd, and the importance of PFGE as a molecular epidemiology tool.

Keywords: environment, extended-spectrum [-lactamases (ESBL), Klebsiella

pneumoniae, mastitis, milk, pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
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1 INTRODUCAO

A mastite € uma das enfermidades mais comuns em rebanhos bovinos
leiteiros, sendo responsavel por grande utilizacdo de antimicrobianos em uma
propriedade rural. Diversos patdégenos ja foram associados com a mastite
bovina, incluindo bactérias Gram-negativas. Infec¢des intramamarias causadas
por bactérias Gram-negativas como Klebsiella pneumoniae geralmente
evoluem para quadros de mastites clinicas (HOGAN & SMITH, 2003). Diversos
locais de uma propriedade leiteira sdo considerados como fontes de Klebsiella
spp., incluindo camas organicas e fezes dos animais (MUNOZ et al., 2007). A
eliminacéo desse patégeno pelas fezes dos animais contribui para a presenca
de uma grande variedade de gendtipos desta bactéria presentes no ambiente.

Antimicrobianos B-lactamicos sao utilizados exaustivamente no
tratamento de enfermidades tanto no homem como nos animais. Estudos tém
sido conduzidos em diversos paises para verificar a resisténcia das
enterobactérias aos B-lactamicos em cepas isoladas de infeccbes humanas e
animais (WATSON et al.,, 2011). A produgcédo de enzimas B-lactamases € o
principal mecanismo de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos em bactérias
Gram-negativas. O desenvolvimento de cefalosporinas de terceira geracao
auxiliou no combate a bactérias produtoras de p-lactamases. Porém, uma nova
classe de enzimas foi relatada, sendo capazes de hidrolisar até mesmo estes
novos antimicrobianos. Estas enzimas ficaram conhecidas como [-lactamases
de espectro ampliado (ESBLS), sendo derivadas de B-lactamases comuns.

Mastites causadas por patdogenos multirresistentes sdo relatadas
frequentemente nos ultimos anos (NAM et al.,, 2009a). A diversidade de
gendtipos presentes no ambiente associada a facilidade de aquisicao de genes
de resisténcia por se tratar de um patdégeno ambiental, fazem de Klebsiella
pneumoniae um dos patdgenos mais preocupantes em producdo animal. O
presente estudo objetivou verificar o perfil molecular da Klebsiella pneumoniae
em propriedades de bovinos leiteiros por meio de seu isolamento em diversos
pontos das propriedades, e a verificacdo da producdo de enzimas de
resisténcia por estes patdgenos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O leite é um alimento fundamental na dieta do homem, em todas as
faixas etarias. Produtos lacteos séo utilizados na alimentacdo de criancas e
idosos, 0 que exige atencdo maior quanto a qualidade do produto. A qualidade
do leite e dos produtos lacteos que chegam aos consumidores é determinada
em grande parte, pela qualidade do leite que é produzido nas propriedades
rurais (PHILPOT, 1998).

Apesar de proibido no Brasil desde 1952 estima-se que cerca de metade
da producédo nacional de leite é comercializada informalmente, sem inspecao
sanitaria. Ainda que o mercado ofereca varias opcbes, sabe-se que uma
grande parcela da populacdo ainda consome leite cru evidenciando a
importancia da opinido do consumidor nessa questéo. O leite pode representar
uma importante via de transmissao de enfermidades oriundas de alimentos, ja
gue, sem tratamento adequado, pode veicular uma série de micro-organismos
patogénicos (NERO et al., 2003).

A mastite € uma resposta inflamatéria da glandula maméaria, sendo a
infeccdo mais frequente nos bovinos leiteiros. As perdas econdmicas sdo
causadas pela diminuicdo na producdo de leite, custo com méao de obra,
honorarios profissionais, medicamentos, morte ou descarte precoce de
animais, pela queda na qualidade do produto final e diminuicdo no rendimento
industrial para fabricacdo dos seus derivados, devido as alteragcbes na
composicao do leite mastitico (LANGONI, 1995).

Geralmente é detectada pelos seus sinais clinicos, na maioria das vezes
anormalidades no leite. Ocorrem também alteracdes patolégicas no tecido
glandular mamario. A enfermidade é geralmente local, porém pode se tornar
sistémica principalmente logo apdés o parto, onde ocorrem casos graves de
mastites, que muitas vezes podem ser fatais (HILLERTON & BERRY, 2005).

Nas infecgbes crbnicas, ndo ha sinais clinicos, e esta forma é
denominada como mastite subclinica. O diagnéstico é baseado em testes
indiretos como a contagem de células somaticas (CCS) do leite. Acomete de 10
a 15% das vacas, aumentando a CCS/mL de leite, reduzindo a producéo de
leite, e aumentando a contagem de bactérias. Esses fatores contribuem para
reduzir o valor do leite, em termos monetérios (HILLERTON & BERRY, 2005).
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Os prejuizos econdbmicos sao grandes, os quais incluem diminuicdo na
capacidade de producédo, descarte do leite de animais sob tratamento
antimicrobiano, reposi¢cao de animais abatidos ou mortos, custos com mao de
obra envolvendo tratamento e monitoramento dos animais, Servicos
veterinarios, abortos no primeiro trimestre de gestacdo de animais com mastite
clinica e gastos com medidas de controle. O custo anual da mastite em um
rebanho leiteiro é estimado em 10% do total do valor obtido com a venda do
leite, e cerca de 2/3 destas perdas sao devidas a queda de producéo de leite
de animais acometidos (RADOSTITS et al., 2007).

GROHN et al. (2004) verificaram que a queda na producéo de leite de
animais com mastite depende do patdgeno causador. Entre 0s principais
responsaveis pela queda de producéo, enteropatégenos como Escherichia coli
e Klebsiella spp. foram responsaveis pelas maiores quedas na producdo de
leite, juntamente ao Staphylococcus aureus.

A CCS do leite pode variar segundo diversos fatores, como idade do
animal, estagio de lactacdo, estresse, época do ano e nutricdo, mas o fator
mais preocupante que aumenta a quantidade de células somaticas € a
presenca de mastite no rebanho (MAGALHAES et al. 2006), sendo a CCS um
recurso importante para monitorar a saude da glandula maméaria e
consequentemente a qualidade do leite oferecida para consumo.

O California Mastitis Test (CMT) é um método confiavel para deteccéo
de animais com mastites subclinicas. Foi desenvolvido em 1957 e baseia-se
em um detergente que reage com o DNA no nlcleo das células e com um
indicador de pH que muda de coloracdo quando o pH do leite chega a um valor
maior do que o seu normal de 6,6. O leite de animais mastiticos normalmente
possui um pH igual ou maior a 6,8 (RADOSTITS et al., 2007).

A diversidade de micro-organismos € ampla na etiologia das mastites
(COSTA et al. 1998). Os mais encontrados sado Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter spp e Corynebacterium spp. Outros como Mycoplasma bovis,
Mycobacterium bovis, Brucella abortus e Listeria monocytogenes também

podem ser encontrados, embora com menor frequéncia. Alguns desses
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patogenos podem também causar infec¢gdes no homem, e dai a importancia do
controle de qualidade na producao lactea (RYSER, 1998).

Sao conhecidos cerca de 140 patdgenos ja isolados da glandula
mamaria de bovinos, e que podem ser causadores de mastite. Baseado na sua
epidemiologia e fisiopatologia da infecgcdo, podem ser classificados em
contagiosos, oportunistas e ambientais (RADOSTITS et al.,, 2007). E. coli e
outros coliformes como Klebsiella spp. sdo exemplos de patégenos ambientais.
Causam as mastites ambientais pois estdo presentes no ambiente onde sdo
criados os animais, sendo a erradicacdo destes patdogenos impossivel
(ZADOKS, 2002). As mastites por coliformes continuam a crescer, e vem se
tornando importantes em rebanhos bovinos leiteiros (SUOJALA et al., 2008).
Mastites causadas por patdgenos ambientais como os coliformes séo hoje a
forma predominante da enfermidade em rebanhos bem manejados (NAM et al.,
2009a)

Além das alteracdes visiveis no leite e custos com tratamentos, existe
ainda a queda de produtividade e risco de morte dos animais devido aos
guadros de mastites clinicas causadas por patogenos ambientais (WILSON et
al., 2008).

O grande reservatorio de patdégenos ambientais é o local no qual o
rebanho leiteiro € explorado, e a exposicdo de quartos mamarios saudaveis
aos patdgenos ocorrerem em qualquer momento da vida do animal. Em
contrapartida, o reservatério de patdégenos causadores de mastite contagiosa é
o préprio animal, e a infeccdo de quartos mamarios sadios € restrita ao
processo de ordenha (ZADOKS et al., 2001).

Os aspectos das instalacbes podem influenciar na ocorréncia de
mastites, principalmente as ambientais. A falta de manejo sanitario adequado
no sistema de estabulacdo e confinamento do rebanho, como pisos e camas
contaminadas com excesso de umidade e matéria organica, sao os grandes
responsaveis pelo aumento de casos de mastites ambientais (LANGONI,
2007).

HOGAN et al. (2007) verificaram que o galpao de “free stall” com camas
de material orgéanico sdo uma fonte comum de contaminagéo dos tetos dos
animais aos patdgenos mastiticos ambientais. As fontes de coliformes no

ambiente incluem também bezerreiros e quaisquer outras areas nas quais 0s
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animais agregam-se entre ordenhas, incluindo as proprias salas de preé-
ordenha (McCLURE et al., 1994).

A mastite ambiental esta associada a trés grandes grupos de patégenos:
os coliformes (particularmente Escherichia coli e Klebsiella spp.), Streptococcus
uberis e Arcanobacterium pyogenes. A principal forma de transmisséo destes
patdgenos para os bovinos é o manejo inadequado do meio ambiente. O
controle destes patdgenos se da pela sanitizacdo adequada do meio ambiente,
boa preparacédo do teto pré-ordenha e técnicas de controle de moscas. Existem
evidéncias de que, quando o rebanho apresenta a mastite contagiosa sob
controle, a mastite clinica causada por patdgenos ambientais tende a se tornar
mais frequente (RADOSTITS et al., 2007).

Algumas praticas de controle de mastite permitiram aos produtores o
controle satisfatorio sobre Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae,
gue sdo microrganismos contagiosos. Contudo, patdbgenos ambientais como
Streptococcus uberis, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae tornaram-se os
maiores desafios, exigindo cada vez mais novos métodos de combate a mastite
(BRITTEN et al., 1998; JAYARAO et al., 1999; PETERSSON-WOLFE et al.,
2008; KRISTULA et al., 2008). As perdas pelas mastites por K. pneumoniae
sdo maiores quando comparadas as perdas causadas por E. coli, em termos
de produgéo de leite e sobrevivéncia dos animais (MUNOZ et al., 2006).

K. pneumoniae é um patdégeno comum de mastite clinica em rebanhos
leiteiros. Objetos de madeira sdo considerados como as principais fontes do
patdgeno nas propriedades. Higiene do ambiente e a utilizacdo de material
inorganico como a areia para cama dos animais sdo 0s procedimentos
recomendados para o controle da mastite por K. pneumoniae. Mesmo assim, a
mastite por Klebsiella ocorre comumente em propriedades bem manejadas que
utilizam areia como cama para os animais (MUNOZ et al., 2006),

MUNOZ et al. (2006) verificaram que animais adultos saudaveis séo
responsaveis pela contaminacdo do meio ambiente por Klebsiella spp. a partir
das fezes e que a utilizagdo de camas de material inorganico auxiliou na
reducdo da incidéncia de mastites por este patdégeno; porém, mesmo assim, o
patégeno persiste no ambiente. Observaram também que o patégeno podia ser
isolado de camas de materiais organicos e inorganicos e destacaram a

importancia da higiene do ambiente para controle deste patdgeno.
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MUNOZ & ZADOKS (2007) destacaram que Klebsiella spp. pode ser
isolada de diversos locais no ambiente dos animais. Afirmaram que sua
eliminacdo pelos animais para o meio ambiente é aleatoria, possivelmente
relacionada ao estado imune dos animais, confirmando assim, a importancia do
manejo nutricional e sanitario adequado do rebanho para o controle da mastite.

As mastites por K. pneumoniae podem ser particularmente severas, pela
fraca resposta dos animais aos antibiéticos tradicionais e o quadro apresentar
rapida evolucéo para o choque téxico e obito (PAULIN-CURLEE et al., 2007).

Os coliformes e outros enteropatégenos tém apresentado grande
destaque nos casos de mastites, por apresentarem grande resisténcia aos
antimicrobianos tradicionais, e serem considerados responsaveis por surtos de
intoxicagcbes alimentares em seres humanos (NAM et al., 2009b). Bactérias
isoladas em quadros de mastites por coliformes refletem muitas vezes o perfil
de resisténcia microbioldgica do rebanho (NAM et al., 2009a)

A presenca de genes de resisténcia na cepa bacteriana aumenta seu
espectro de resisténcia e sua probabilidade de disseminagéo, o que justifica a
importancia do estudo da prevaléncia destas cepas para a epidemiologia do
patdgeno (DROPA, 2006).

A resisténcia bacteriana € uma preocupacdo mundial e ndo envolve
apenas os coliformes e enterobactérias (WELDHAGEN et al, 2003; BAL et al,
2010). A colonizacdo do Ubere por patdgenos de carater zoondtico
multirresistentes durante a lactacdo ou periodo seco, envolve ndo apenas a
industria leiteira, mas também a saude publica (HAMMAD et al, 2008).

A administracdo de drogas durante a secagem ou o tratamento ineficaz
de casos de mastites pode exercer pressdo para selecdo e manutencdo de
genes de resisténcia antimicrobiana. Além disto, ndo necessariamente o0
patdbgeno multirresistente € resultado de um tratamento intramamario mal
sucedido. Coliformes sdo considerados patégenos ambientais e este tipo de
patdbgeno possui maior contato com populacdes bacterianas dentro de um
ambiente, o que facilita a troca de material genético como os plasmideos.
Tratamentos sistémicos resultam em excrecdo de residuos de antimicrobianos
pelas fezes, urina e leite dos animais. Residuos dos antimicrobianos colaboram
com a selecdo de patdbgenos no ambiente e, pela transferéncia de material
genético, novas bactérias adquirem genes de resisténcia. Estes patdgenos
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multirresistentes podem, em condigcbes adequadas, infectar a glandula
mamaria. Além disso, microrganismos produtores de enzimas de resisténcia,
podem ser encontrados naturalmente no solo, 0 que propicia que os coliformes
adquiram estes de genes de resisténcia (HAMMAD et al, 2008).

A terapia da vaca seca é adotada mundialmente, principalmente com
principios B-lactamicos como as penicilinas (RAJALA-SCHULTZ et al, 2004). A
penicilina segue como uma das drogas mais utilizadas em medicina veterinéria
(PITKALA et al, 2007).

A producdo de enzimas B-lactamases € o principal mecanismo de
resisténcia aos antibidticos B-lactamicos em bactérias Gram-negativas. Estas
enzimas podem estar presentes também em outros patégenos como 0s
estafilococos (BAL et al, 2010), poréem ganham destaque cada vez maior em
enterobactérias, catalisando a hidrdlise do anel B-lactamico e inativando a acéo
de varios antimicrobianos desta classe. Os tratamentos excessivos e mal
conduzidos com B-lactamicos sao apontados como responsaveis pelo aumento
da incidéncia de bactérias produtoras de (3-lactamases (BRADFORD 2001).

O desenvolvimento de cefalosporinas de terceira geragdo auxiliou no
combate a bactérias produtoras de B-lactamases. Porém, uma nova classe de
enzimas foi relatada, sendo capazes de hidrolisar até mesmo estes novos
antimicrobianos. Estas enzimas sao conhecidas como [-lactamases de
espectro ampliado (ESBLs), sendo derivadas de [-lactamases comuns.
Pertencem ao Grupo 2 de Bush (mais precisamente subgrupo 2be pois séo
derivadas de B-lactamases do grupo 2b) e também a grande maioria a classe A
de Ambler.

As ESBLs se evidenciaram a partir da década de 80, quando
cefalosporinas de amplo espectro, como ceftazidima, cefotaxima e ceftriaxona
foram utilizadas com frequéncia nas infeccbes causadas por bactérias gram-
negativas. Pela utilizagdo mundial destes medicamentos, as ESBLs s&o
relatadas em diversos paises (PATERSON et al, 2003). A incidéncia vem
crescendo mundialmente (RYOO et al, 2005). Patbgenos como Proteus spp.,
K. pneumoniae e E. coli tém revelado a producéo destas enzimas (PAGANI et
al, 2002).

As ESBLs sdo alvo de estudos em patdégenos isolados de pacientes
humanos (RYOO et al, 2005). Nos ultimos anos, a atencdo dada a estas
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enzimas aumentou em medicina veterinaria, principalmente pelo maior nimero
de relatos da presenca destas em amostras oriundas de animais domésticos.
Em cinco de 22 enterobactérias isoladas de amostras de leite mastitico foram
encontrados genes ligados a producédo de ESBLs (LOCATELLI et al, 2009),
destacando a importdncia do monitoramento molecular em amostras
bacterianas oriundas de propriedades rurais. Estes autores apontaram a
higiene do Ubere e a terapia antimicrobiana adequada, como ferramentas
importantes para a prevencao da aquisicdo de genes de resisténcia por estas
bactérias. Até mesmo drogas como o ceftiofur acabam sendo ineficientes
nestas situacdes (DESHPANDE et al., 2000). NAM et al. (2009a) verificaram
gque a grande maioria dos antimicrobianos [(-lactamicos testados,
particularmente cefalotina e ampicilina apresentaram menor atividade contra
bacilos gram-negativos isolados de mastites clinicas.

A deteccao da producao de B-lactamases pode ser realizada de diversas
maneiras. Métodos baseados em coloracdo podem apresentar reduzida
sensibilidade e especificidade devido a reacdes enzimaticas incompletas
(PITKALA et al, 2007), recomendando-se sempre outros métodos
complementares de acordo com o tipo de enzima em questdo. Para deteccéo
fenotipica da produgdo de ESBL utiliza-se geralmente o método de disco-
difusdo em agar Mueller Hilton ou a concentragdo minima inibitéria (CIM) a
principios B-lactamicos associados ou ndo ao &cido clavulanico (disco-difusao
sinérgica). Neste tipo de prova, verifica-se a resisténcia do patdégeno a
principios B-lactamicos. Se ha producdo de alguma ESBL, o patdgeno é
resistente a algum principio avaliado e apresenta sensibilidade reduzida frente
a sinergia entre o acido clavulanico e o B-lactamico, mostrando zonas
irregulares quando ha associacao (ghost zones).

No contexto da epidemiologia molecular, as técnicas moleculares podem
ser aplicadas tanto para o hospedeiro quanto para os patégenos causadores
de enfermidades. Quando utilizada para fins de epidemiologia de doencas
infecciosas, os objetivos das técnicas moleculares incluem a identificagdo dos
micro-organismos e de suas fontes, as suas relacdes bioldgicas, suas vias de
transmissao e o estudo de genes responsaveis pela suas caracteristicas, como
viruléncia. Em casos de mastites, as técnicas moleculares tém sido utilizadas

para diferenciar infec¢cdes persistentes de casos de novas infecgdes, estudar
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genes de viruléncia, identificar possiveis alvos para desenvolvimento de
vacinas e para monitorar fontes de patdgenos causadores de intoxicacdes
alimentares em humanos, bem como a resisténcia aos antimicrobianos
tradicionais (ZADOKS, 2002).

A eletroforese em campo pulsado (PFGE) tem grande poder de
diferenciacdo genética. As grandes desvantagens deste método € que é
laboroso, de alto custo, além de ser um método de dificil interpretacéo,
principalmente quando é realizado um grande numero de isolamentos
(ZADOKS et al., 2002).

PAULIN-CURLEE et al. (2008) demonstraram que diferentes genétipos
de K. pneumoniae podem causar mastite no mesmo rebanho. A origem do
patdogeno pode ser de diversas fontes, o que justifica a realizagcédo de estudos
para caracterizacao genética na identificacdo da origem do patdégeno. A técnica
de PFGE permitiu a verificacdo do mesmo gendétipo de K. pneumoniae no leite
de animais com mastite clinica, na cama dos animais e no tanque de
refrigeracao. Nao foi possivel estabelecer a origem da infec¢édo, sugerindo que
novos pontos fossem analisados quanto a presenca do patogeno.

Ha falta de estudos sobre os aspectos epidemiolégicos que possam
auxiliar o produtor rural no controle adequado sobre um dos principais
patégenos das mastites ambientais, Klebsiella pneumoniae. O presente estudo
visou o isolamento microbiano a partir do leite e do tanque de refrigeracao, bem
como a partir de “swabs” de pontos da sala de ordenha, do ambiente e dos
animais e realizar a identificacao clonal dos isolados a fim de se determinar a
distribuicdo de gendtipos de Klebsiella pneumoniae isoladas das amostras de
leite dos tetos e do tanque, bem como dos diferentes pontos pesquisados, além
de pesquisar a prevaléncia de K. pneumoniae produtoras de ESBL em todas as
propriedades avaliadas, para auxiliar no entendimento da epidemiologia deste

micro-organismo.
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3 OBJETIVOS

Avaliar a ocorréncia de patégenos contagiosos e ambientais causadores de
mastite subclinica e clinica em rebanhos bovinos de dez propriedades leiteiras
com sistema de ordenha mecanica, localizadas em diferentes municipios do
Estado de S&o Paulo

Isolar e identificar bioquimicamente as amostras de Klebsiella pneumoniae,
procedentes do leite dos tetos dos animais, do tanque de resfriamento e a partir
de “swabs” da sala de ordenha, sala de pré-ordenha, piquetes e em algumas
propriedades, galpdes de "free stall", e do reto e membros posteriores dos
animais;

Verificar a produgdo de B-lactamases em cepas de Klebsiella pneumoniae
isoladas nas diferentes propriedades;

Realizar a Contagem de Células Somaticas (CCS) das amostras de leite
compostas;

Realizar a identificacdo clonal das cepas de Klebsiella pneumoniae isoladas
dos tetos, do reto e membros posteriores dos animais, do tanque de
refrigeracdo, bem como da sala de ordenha e dos ambientes dos animais, pela
técnica de Eletroforese em Campo Elétrico Pulsado (Pulsed Field Gel
Electrophoresis - PFGE), a fim de se determinar a distribuicdo de gendtipos

deste patdgeno, e avaliar a sua relacédo nas diferentes propriedades.
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4 MATERIAL E METODOS

As analises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério do Nucleo
de Pesquisas em Mastites (NUPEMAS), do Departamento de Higiene
Veterinaria e Saude Publica, UNESP- Campus de Botucatu (SP) e a pesquisa
molecular foi realizada no Laboratério de Bacteriologia do Departamento de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias — IB - UNESP — Campus
de Botucatu (SP).

4.1 Propriedades rurais

Foram visitadas dez (10) propriedades leiteiras localizadas em diferentes
municipios do Estado de S&o Paulo, obtendo-se amostras de leite de todas as
vacas em lactacdo quando possivel. Em casos de numero elevado de animais,
apenas alguns foram amostrados (amostra intencional selecionada com base
em estudo prévio da CCS do leite dos animais). Todas as propriedades
apresentavam tanque de expansao e utilizavam sistema de ordenha mecanica.

As propriedades visitadas séo apresentadas no Quadro 1.
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QUADRO 1. Presenca ou auséncia de galpdes de free stall, equipamento de
ordenha, numero de animais em lactacdo, producdo leiteira média diaria,
realizacdo de pré-dipping (Pre), pos-dipping (Pos), higienizacdo prévia a
ordenha (Hig_Pre) e pratica de fornecimento de alimentacdo na pos-ordenha
(Aliment) e contagem de células somaticas do tanque de expanséo (CCS x 10°
células/mL) das 10 propriedades (P). Botucatu, SP, 2011.

P Freestall Ordenha Animais  Producédo Pre Pos Hig Pre Aliment CCS
1 Nao Duplo 4 74 700 Ndo Sim Néao Sim 528
2 Sim Carroselde 18 320 5800 Sim Sim  N&o Sim 253
3 Sim Duplo 20 970 34000 Sim Sim  Sim Sim 380
4 Nao Linha de 5 113 2900 Sim Sim  Nao Sim 634
5 Sim Duplo 5 96 2300 Sim Sim  N&o Sim 763
6 Sim Duplo 17 580 19800 Sim Sim  Sim Sim 113
7 Nao Duplo 4 96 2300 Sim Sim  N&o Sim 826
8 Nao Linha de 4 46 1050 Sim Sim  N&o Sim 590
9 Nao Linha de 6 92 900 Sim Sim  N&o Nado 392
10 Sim Linha de 4 26 530 Sim Sim  N&o Nado 150

4.2 Questionario Epidemiol6gico

Em cada uma das propriedades visitadas foi aplicado questionario
epidemiologico de acordo com o modelo proposto no anexo 1. De todos o0s
animais estudados foram obtidas planilhas contendo informac¢des como nimero
de lactacao, producdo média de leite do dia anterior e dias em lactacao.

A Tabela 1 traz informagdes sobre o numero de lactacdes dos animais

envolvidos no experimento.
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TABELA 1. Frequéncia absoluta (n), frequéncia relativa (%), frequéncia
absoluta acumulada (NA) e frequéncia relativa acumulada (%A) referente ao

numero de lactacdo dos animais. Botucatu, SP, 2011.

Lactacao N % NA %A
Uma lactacao 452 39,51 452 39,51
Duas lactacdes 322 28,15 774 67,66
Trés lactacdes 176 15,38 950 83,04
Quatro ou mais lactacdes 194 16,96 1144 100

A Tabela 2 traz informacdes sobre a producdo de leite dos animais

envolvidos no experimento.

TABELA 2. Frequéncia absoluta (n), frequéncia relativa (%), frequéncia
absoluta acumulada (NA) e frequéncia relativa acumulada (%A) referente a

producéo de leite dos animais. Botucatu, SP, 2011.

Producao N % NA %A
Até 15 litros 219 19,14 219 19,14
15 a 25 litros 400 34,97 619 54,11
25 a 35 litros 342 29,9 961 84
Acima de 35 litros 183 16 1144 100

A Tabela 3 traz informagdes sobre os dias em lactacdo dos animais

envolvidos no experimento.

TABELA 3. Frequéncia absoluta (n), frequéncia relativa (%), frequéncia
absoluta acumulada (NA) e frequéncia relativa acumulada (%A) referente aos

dias em lactacdo (DEL) dos animais. Botucatu, SP, 2011.

DEL N % NA %A

Até 120 dias 216 18,88 216 18,88
120 a 240 dias 399 34,88 615 53,76
240 a 360 dias 308 26,92 923 80,68

Acima de 360 dias 221 19,32 1144 100
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4.3 Coleta do leite dos animais

Foram avaliados 4596 tetos de 1144 animais em lactacdo. Os tetos dos
animais em lactacdo foram lavados previamente com agua e secos com toalha
de papel descartavel. Previamente a coleta do leite, foi realizado o CMT
segundo SCHALM & NOORLANDER (1957) em todos os tetos utilizando-se de
kit disponivel comercialmente. Daqueles que apresentaram reacdo a partir de
uma cruz, foram coletadas as amostras de leite em tubos de vidro esterilizados
para realizacdo do exame microbiologico, apds a antissepsia do Ostio do teto
com algoddo embebido em alcool iodado. Estas foram encaminhadas ao

laboratério, sob refrigeracéo, em caixa isotérmica contendo gelo reciclavel.

4.4 Contagem de células somaticas

De todos os animais em lactacéo, foram colhidos cerca de 30 mL de leite
para realizacdo da contagem de células somaticas (CCS) em aparelho
Somacount 300 (Bentley), previamente calibrado.

4.5 Coleta do leite dos tanques de expansao

Foram colhidas amostras de 30 mL de leite de tanques (leite total) de
cada uma das propriedades visitadas, apés homogeneizacdo adequada. As
mesmas foram acondicionadas em frascos esterilizados e encaminhadas ao

laboratério sob temperatura de refrigeragéo.

4.6 Cultivo microbiolégico

O cultivo microbiolégico foi realizado de acordo com o National Mastitis
Council (NMC 1999). Inicialmente 0,01 mL de leite foram semeados em placas
de Petri contendo 20 mL de meio de Agar Sangue ovino 5% e Agar
MacConkey. As placas foram incubadas em condicdes de aerobiose a
temperatura de 37°C por até 72 horas, com observacdo do desenvolvimento
microbiano as 24, 48 e 72 horas. Este exame foi realizado em amostras de leite
de animais que apresentaram positividade a prova do CMT e do leite
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proveniente dos tanques de expansdo. Col6nias isoladas foram estudadas
morfologicamente e submetidas a coloracdo de Gram. Staphylococcus foram
submetidos a prova da coagulase e classificados como Staphylococcus
coagulase positivos ou Staphylococcus coagulase negativos. Cocos gram
positivos catalase negativos foram classificados como da familia
Streptococcaceae e submetidos a prova de CAMP e hidrélise de esculina para
classificacdo. Em alguns casos, ndo foi realizada a diferenciacdo entre
Streptococcus ambientais, sendo estes agrupados em Streptococcus spp.
Cocobacilos gram positivos dispostos em formas de clavas foram considerados
como do género Corynebacterium spp., e classificados como C. bovis. Placas
de Agar sangue contendo mais do que duas colbnias foram consideradas como
contaminadas. As col6nias suspeitas de serem Klebsiella spp. foram
submetidas as provas bioquimicas para confirmacdo de acordo com QUINN et
al. (2005) e, posteriormente congeladas em glicerol 20%, conforme descrito no
item 4.9, para estudo posterior.

4.7 Coleta de material da sala de ordenha, ambiente e dos animais

4.7.1 Propriedades com sistema "free stall"

Das dez propriedades visitadas, cinco apresentavam o sistema "free
stall". Coletaram-se amostras em dois pontos da sala de ordenha, em oito
pontos estratégicos do “free stall” e em dois pontos das salas de pré-ordenha.
Os pontos estratégicos no “free stall” incluiram oito amostragens de camas dos
animais (swabs de cama — areia ou maravalha). No caso de mais de um galpao
na propriedade, os oito swabs eram divididos de maneira a amostrar todos 0s
galpdes por igual. Foram utilizados swabs estéreis, que foram colocados em
contato com o ponto escolhido para a coleta e friccionados por cerca de um
minuto. ApGs este procedimento, foram colocados em tubos de vidro estéreis
contendo 3 mL de solugdo salina tamponada (PBS) pH 7,2 estéril e
armazenados sob refrigeracdo, até a chegada ao laboratério.

4.7.2 Propriedades sem sistema "free stall"
Das cinco propriedades que ndo apresentaram o sistema "free stall”,

foram realizadas coletas de amostras de dois pontos da sala de ordenha, dois
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pontos das salas de pré-ordenha e em oitos pontos estratégicos dos piquetes
dos animais. Os pontos estratégicos nos piquetes foram escolhidos como
pontos nos quais 0S animais permaneciam em repouso, geralmente pontos
cobertos nos quais 0s animais deitavam-se expondo os orificios dos tetos. Em
cada coleta, foram utilizados swabs estéreis, que foram colocados em contato
com o ponto escolhido para a coleta e friccionados por cerca de 1 minuto. Apos
este procedimento, foram imediatamente depositados em tubos de vidro
estéreis contendo 3 mL de solugéo salina tamponada (PBS) pH 7,2 estéril e
armazenados sob refrigeracéo, até a chegada ao laboratério.

4.7.3 Coleta de swabs de animais

Para a coleta de amostras de fezes, foi utilizado swab estéril introduzido
via retal em seis animais escolhidos aleatoriamente, friccionando-se
cuidadosamente por 30 segundos na parede retal. A seguir foram
imediatamente colocados em tubo de ensaio contendo 3,0 mL de solucéo
salina estéril. Também de outros seis animais aleatorios, foram coletadas
amostras da regiéo glutea. Foi utilizado apenas um swab estéril para ambos os
membros de cada animal, friccionando-se em direcdo proximal-distal por
aproximadamente 30 segundos. ApOs a coleta, procedeu-se como descrito

anteriormente.

4.8 Exames microbiolégicos dos swabs

Inicialmente, foi transferido 1 mL da soluc&o obtida para um microtubo.
Foram realizadas diluicdes 107, 102 e 10° utilizando-se solucdo salina
tamponada (PBS) pH 7,2, as quais foram pré-incubadas a 37° C por 4 horas. A
seguir foram cultivados 0,1 mL de cada diluicdo em placas de agar MacConkey
contendo 10 mg/L de ampicilina, distribuindo-se o in6culo com auxilio de alca
de Drigalsky. As placas foram incubadas em condigcbes de aerobiose a
temperatura de 37°C por até 72 horas, com observacao do desenvolvimento
microbiano as 24, 48 e 72 horas. Caso houvesse crescimento exagerado de
bactérias (cerca de 800 bactérias por placa) impossibilitando a caracterizacéo
de colbnias com caracteristicas de Klebsiella spp., foram procedidas diluicdes
para verificacdo da presenca do patégeno, por meio do acondicionamento do
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swab em solugdo salina tamponada. Crescimento de colbnias roseo-
amareladas, de 1 a 7 mm de diametro, mucdides, lactose positivas no agar
MacConkey, foram consideradas suspeitas de Klebsiella spp (MUNOZ et al.,
2007). Estas colbnias foram utilizadas para as provas bioquimicas utilizando-se
meios de cultura soélidos e semi-soélidos, distribuidos em tubos de ensaio.
Foram utilizados os tubos de identificacdo EPM, MILI e Citrato de Simmons.
Linhagens de Klebsiella sdo motilidade negativas e citrato positivas. Para
diferenciacao entre K. pneumoniae e K. oxytoca, foi realizada a prova do indol.
Indol positivo foi considerado K. oxytoca e indol negativo K. pneumoniae
(QUINN et al., 2005).

4.9 Protocolo de congelamento

A bactéria isolada no meio agar MacConkey acrescido de ampicilina foi
repicada para o meio de Infusdo de Cérebro Coracédo (BHI) e incubada a 37°C
durante 24 horas. Tendo-se 0 crescimento bacteriano, procedeu-se o
congelamento da bactéria, acrescentando-se 800 pL de glicerol P.A. em 3200
ML de agua Mili-Q estéril em tubos de ensaio previamente esterilizados. Foram
adicionados 200 pL dessa solucdo de glicerol a 20% em tubos criogénicos
estéreis, acrescido de 800 pL de caldo BHI contendo a bactéria a ser
congelada. Os tubos foram acondicionados em freezer a -80°C (NMC, 1999).

4.10 Identificacdo fenotipica das cepas produtoras de ESBL

Os isolados de K. pneumoniae foram submetidos a identificacdo
fenotipica para verificar se o patdgeno isolado era produtor de B-lactamases de
espectro ampliado (ESBL).

O método de triagem para deteccdo de cepas produtoras de ESBL foi
baseado no perfil de sensibilidade. As amostras produtoras de ESBL foram
identificadas utilizando-se o teste da disco-difusdo dupla associada (SANTOS,
2007).

Para cada cepa de K. pneumoniae, uma suspenséo bacteriana foi feita
utilizando-se solugéo salina a 0,9% e a turbidez foi ajustada a escala 0,5 de
McFarland. Apés a homogeneizacdo da suspensao, esta foi semeada em placa



Material e Métodos 51

de Petri contendo agar Mueller-Hinton (Oxoid®), utilizando-se swab estéril, 0
qual foi previamente umedecido com a suspensdo bacteriana, retirando-se o
excesso por compressao contra as paredes do tubo. A inoculacdo no agar foi
feita em toda a extenséo da placa e repetida por trés vezes, girando-se a placa.
Apoés 15 minutos, os discos de difusdo foram colocados sobre o agar com o
auxilio de uma pinca. Para o método de disco de aproximacéo foram utilizados:
amoxicilina/acido clavulanico (20ug /10ug) (Sensifar, Brasil), aztreonam (30ug),
ceftriaxona (30ug), ceftazidima (30ug), cefotaxima (30ug) e cefpodoxima
(30pg) (Oxoid®). Para esta metodologia o disco de amoxicilina/acido
clavulanico (20ug /10ug) foi colocado a 20 mm centro a centro de cada [3-
lactamico testado.

O diametro dos halos de inibicdo foi medido apds a incubacdo a
temperatura de 35°C, por 18 a 24 horas (halos de inibicdo > 22 mm para
cefpodoxima, >27 mm para aztreonam, > 27 mm para cefotaxima, > 25 mm
para ceftriaxona e > 22 mm para ceftazidima). O teste foi considerado positivo
guando houve ampliacdo do halo de inibicdo em algum pB-lactamico ou a
formacédo de uma terceira zona irregular de inibicdo, a zona fantasma (“ghost
zone”), entre o disco composto e o disco de R-lactdmico. O controle de
qgualidade foi realizado utilizando-se as amostras da American Type Culture
Collection (ATCC) de K. pneumoniae ESBL ATCC 700603 e Escherichia coli
25922.

4.11 Eletroforese em Campo Elétrico Pulsado

Para a prova da eletroforese em campo pulsétil (PFGE) adotou-se o
protocolo de DURMAZ et al, 2009 com pequenas modificagoes.

Preparacdo da suspensdo bacteriana: Repicou-se a bactéria congelada em
meio de Agar sangue ovino. ApGs 24 horas, as coldnias foram diluidas em
solugéo tampéao de suspenséo (STS; 100 mM Tris-HCI [pH 8,0], 10 mM EDTA).
A concentracdo de células foi ajustada para 1,0 de absorbéancia a 590 nm
utilizando-se o equipamento NanoVue Plus™ (GE, Healthcare). A suspenséao
foi mantida a temperatura ambiente antes de ser misturada a agarose low-

melting (o0 tempo de espera nao foi superior a 10 minutos).
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Preparacdo dos plugs: Na STS, 2% de agarose low-melting (Gibco BRL,
Paisley, UK) foi preparada. Apés completa dissolucdo da agarose em micro-
ondas, esta foi mantida em banho-maria a 45° C até sua utilizacdo. Apds
esfriamento da solucdo de agarose, foi adicionado sodium dodecyl sulfato
(SDS) com concentracao final de 1%. Aliquotas (200 uL) de agarose + SDS
foram preparadas em microtubos de 1,5 mL e mantidas a 45° C. Um volume
equivalente de suspensao bacteriana (200 pL) foi adicionado ao microtubo e
homogeneizado por pipetagem no minimo 3 vezes. Cerca de 200 pyL desta
solucéo foi adicionada aos moldes de plugs (10 mm x 5 mm x 11,5 mm, Bio-
Rad Laboratories, Hercules, Calif., USA). Os moldes foram mantidos a -10° C
por 10 minutos.

Lise das células dos plugs: 650 pL de solucéo de lise 1 (CLS-1; 50 mM Tris-
HCI, 50 mM EDTA, lisozima [2,5 mg/mL], proteinase K [1,5 mg/mL], pH 8,0)
foram adicionados em tubos de polipropileno de 5 mL estéreis. Os plugs foram
removidos dos moldes com o auxilio de uma lamina de bisturi e foram
dispensados nos tubos (um plug por solucéo). A lise celular se deu a 37°C em
banho maria por uma hora. Apos este periodo, os plugs foram transferidos para
tubos novos de polipropileno contendo 650 uL de solucéo de lise 2 (CLS-2; 0,5
M EDTA [pH 8,0], 1% de sarcosyl e proteinase K [400 pg/mL]) e incubados a
55° C por duas horas em banho maria.

Lavagem dos plugs: A CLS-2 foi removida dos tubos e estes foram lavados
trés vezes com agua ultra pura estéril e trés vezes com tampao TE (10 mM
Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 7,6) utilizando-se 4 mL por etapa. As lavagens
foram realizadas a 50° C em banho maria. Apds a Ultima lavagem, 5 mL de
tampao TE fresco foi adicionado aos plugs e estes foram mantidos a 4° C até a
etapa de digestao.

Digestdo do DNA: Cerca de um quarto de cada plug foi obtido com a utilizacao
de bisturi e colocado em tubo de microcentrifuga contendo 100 uyL de tampéo
de restricdo (1X) com albumina sérica bovina (100 yL/mL) e incubado por 10
minutos a 37° C. Apds este periodo, o tampao foi removido e adicionado novo
tampao contendo 40 U da enzima Xba | (New England Labs, USA). As
amostras foram incubadas por 2 horas a 37°C.

Preparo do gel de corrida: 1% de pulsed-field certified agarose (Bio-Rad
Laboratories) foi preparado em TBE 0,5 X (44,5 mM Tris base, 44,5 mM é&cido
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borico e 1 mM EDTA pH 8,0). Apés completa dissolucao, a agarose foi esfriada
a 45-50° C. Os plugs digeridos foram cuidadosamente adicionados nos pocos
evitando-se a formacgao de bolhas.

Eletroforese: O gel foi disposto na camara de eletroforese coberto por 1.900
mL de tampao TBE 0,5X. A eletroforese foi conduzida em equipamento CHEF-
DR Il (Bio-Rad Laboratories) a 14° C, com 6 V/cm? por 20 horas. Os “switch
times” iniciais e finais foram 5 s e 30 s respectivamente.

Analise do gel: O gel foi analisado utilizando-se o software BioNumerics 6.1
(Applied Maths) por meio do coeficiente de Dice. Foi adotado 1.0% de
tolerancia e otimizacdo. A analise de cluster foi conduzida utilizando-se o
“unweighted pair group method using arithmetic average” (UPGMA). As cepas
foram classificadas como indistinguiveis, relacionadas fortemente, pouco
relacionadas ou diferentes (TENOVER et al, 1997).

4,12 Anéalise Estatistica

Foram calculadas frequéncias absolutas e relativas do isolamento da K.
pneumoniae nas diferentes propriedades, tanto oriundo do leite dos animais, do
tanque de expansédo e dos swabs realizados. Foi definida como presenca de
infeccdo intramamaria (IMI) o isolamento de um patdégeno microbiano a partir
de amostras de leite oriunda dos animais. A analise foi conduzida de acordo

com a unidade experimental em questao:

4.12.1 Tetos

Foram avaliados os tetos e os escores de CMT mais frequentes nos
casos de IMI por K. pneumoniae. Em casos de infec¢bes mistas, considerou-se
apenas o patégeno maior como responsavel pelo quadro. Em caso de
infeccdes por dois patégenos maiores, considerou-se o patégeno presente em
maior quantidade como responsavel. Calculou-se a frequéncia de isolamento
de patégenos ambientais e da K. pneumoniae a partir do leite dos tetos dos

animais por propriedade.
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4.12.2 Animais

Os animais foram categorizados de acordo com numero de lactacao (1 =
primeira lactacdo; 2 = segunda lactacdo; 3 = terceira lactagdo; e 4 = quarta
lactacdo ou superior), producéo de leite (1= 0 a <15 litros; 2= de 15 a <25; 3=
de 25 a <365 litros e 4= igual ou maior que 35 litros) e dias em lactacao (1=0 a
<120 dias; 2= de 120 dias a <240 dias; 3= de 240 a <360 dias; e 4= igual ou
maior que 360 dias).

Foi calculada a frequéncia dos patogenos isolados considerando-se o
animal como unidade experimental. Em casos de infec¢bes mistas, considerou-
se apenas 0 patdogeno maior como responsavel pelo quadro. Em caso de
infeccdes por dois patégenos maiores, considerou-se o patégeno presente em
maior quantidade como responsavel pelo quadro de IMI.

Foi aplicado modelo linear misto generalizado considerando a
presenca/auséncia de IMI por Klebsiella pneumoniae em qualquer um dos
quatro tetos do animal como variavel dependente e os escores de numero de
lactacéo, producao de leite e dias em lactacdo como variaveis independentes.
Adotou-se a propriedade como fator aleatorio visando eliminar a influéncia das
diferentes propriedades na varidvel dependente. Adotou-se também a
distribuicédo binaria referente a variavel dependente.

Foram obtidos valores médios de contagem de células somaticas para
os diferentes patdgenos isolados, inclusive para K. pneumoniae. Os valores
foram apresentados de duas maneiras: valores obtidos sem transformacgéo e

valores convertidos para a escala logaritmica (base 10).

4.12.3 Propriedades
Optou-se por nao realizar andlises envolvendo estes dados devido ao
baixo numero de propriedades no presente estudo. Foram calculadas

frequéncias absolutas e relativas das variaveis do questionario.
4.12.4 Swabs
Foram calculadas as frequéncias de isolamento de K. pneumoniae dos

diferentes pontos de coleta dos swabs e por propriedade.

4.12.5 Resisténcia antimicrobiana e ESBL
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Foram calculadas frequéncias absolutas e relativas da presenca de
cepas produtoras de ESBLs nas bactérias isoladas. Calculou-se o perfil de
resisténcia as diferentes drogas por meio de frequéncias absolutas e relativas.

Optou-se por néo aplicar técnicas de modelagem e outros tipos de
analises nos resultados referentes aos swabs e ESBLs principalmente pelo fato
do numero de swabs nao terem sido 0 mesmo para todos os pontos de coleta.
Além disto, o fato de néo ter sido isolado o patégeno de algum ponto nao
significa que este ndo estava presente em todo o local a ser avaliado. Para
todas as andlises, foi utilizado o software SAS (SAS 2008). O valor de P foi

analisado a 5% de significancia.
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5 RESULTADOS

5.1 Tetos

Foram avaliados 4596 tetos. Os resultados obtidos a prova do CMT bem
como o0 numero de tetos perdidos e mastites clinicas estdo apresentados na
Tabela 4.

TABELA 4. Frequéncia absoluta (N), frequéncia relativa (%), e frequéncia
relativa valida acumulada (%A) dos resultados da prova do California Mastitis
Test (CMT) bem como numero de tetos perdidos e mastites clinicas. Botucatu,
SP, 2011.

Resultado N % %A
Negativo 3033 65,99 65,99
Uma cruz 181 3,94 69,93
Duas cruzes 286 6,22 76,15
Trés cruzes 882 19,19 95,34
Mastite clinica 38 0,83 96,17
Tetos perdidos 176 3,83 100,00
Total 4596 100,0

Com relacao a coleta de leite para exame microbiolégico, 3033 tetos
(65,99% do total) ndo foram coletados devido a negatividade para a prova do
CMT; 79 (1,72% do total) ndo foram coletados por motivos diversos; e 176
(3,83%) dos tetos foram considerados perdidos, portanto ndo coletados.

Das amostras de leite coletadas, 16 amostras foram consideradas
contaminadas (1,22%) e 557 ndo apresentaram crescimento (42,58%),
conforme se observa na Tabela 5.
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TABELA 5. Frequéncia absoluta (N), frequéncia relativa (%), frequéncia
absoluta acumulada (NA) e frequéncia relativa acumulada (%A) do resultado do
exame microbioldgico de amostras de leite bovino positivas ao California
Mastitis Test (CMT). Botucatu, SP, 2011.

Exame microbiolégico

Resultado N % NA %A

Negativo 557 42,58 557 42,58
Corynebacterium bovis 213 16,28 770 58,87
Staphylococcus spp. 192 14,68 962 73,55
Streptococcus dysgalactiae 115 8,79 1077 82,34
Streptococcus agalactiae 74 5,66 1151 88,00
Staphylococcus coagulase positivos 44 3,36 1195 91,36
Klebsiella pneumoniae 28 2,14 1223 93,50
Escherichia coli 16 1,22 1239 94,72
Amostras contaminadas 16 1,22 1255 95,95
Streptococcus uberis 12 0,92 1267 96,87
Nocardia spp. 9 0,69 1276 97,55
Streptococcus spp. 8 0,61 1284 98,17
Bacilos gram negativos 7 0,54 1291 98,70
Actinomyces spp. 6 0,46 1297 99,16
Pasteurella spp. 4 0,31 1301 99,46
Bacillus spp. 3 0,23 1304 99,69
Candida spp. 2 0,15 1306 99,85
Enterobacter spp. 1 0,08 1307 99,92
Pseudomonas spp. 1 0,08 1308 100

Em 28 (2,14%) amostras de leite coletadas foi detectada a presenca da
Klebsiella pneumoniae como patégeno responsavel pela IMI. Excluindo-se
amostras contaminadas e resultados negativos, observou-se que a K.
pneumoniae foi responsavel por 3,83% dos quadros de IMI considerando-se o
teto como unidade experimental no presente estudo. Em todos os casos de
isolamento deste patdégeno, o resultado da prova do CMT foi 3 (trés) cruzes.
Em trés animais, o patdgeno foi isolado em mais de um teto (em dois tetos em

todos os casos).
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Os 28 casos de IMI por este patégeno foram detectados em apenas
qguatro propriedades (um caso na propriedade 1; trés na propriedade 2; 23 na
propriedade 3; e um caso na propriedade 5).

Os resultados obtidos por propriedade referentes ao tipo de patdgeno
isolado (contagioso ou ambiental), excluindo-se amostras contaminadas e

resultados negativos podem ser visualizados na Tabela 6.

TABELA 6. Frequéncia absoluta (N) e frequéncia relativa em relagéo ao tipo
(%tipo) e em relacdo a propriedade (%P) do tipo de patdgeno isolado nas

diferentes propriedades. Botucatu, SP, 2011.

Propriedade

Patogeno
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total
. 40 120 56 36 83 35 45 29 78 1 523
Contagioso
%tipo 544 16,3 7,62 49 11,3 4,76 6,12 395 10,6 0,14 71,2
%P 70,2 90,2 337 75 965 583 804 853 97,5 6,67
. N 17 13 110 12 3 25 11 5 2 14 212
Ambiental
%tipo 2,31 1,77 15 163 041 34 15 068 0,27 1,9 28,8
%P 29,8 9,77 66,3 25 349 41,7 196 147 25 933
Total 57 133 166 48 86 60 56 34 80 15 735
7,76 18,1 226 6,53 11,7 8,16 7,62 4,63 10,9 2,04 100
5.2 Animais

Participaram do presente estudo 1144 animais. Foi diagnosticada IMI em
pelo menos um teto em 487 (42,57%) dos animais. Os patégenos envolvidos

sdo apresentados na Tabela 7.
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TABELA 7. Frequéncia absoluta (N), frequéncia relativa (%), frequéncia
absoluta acumulada (NA) e frequéncia relativa acumulada (%A) dos principais
patdgenos responsaveis pela infeccao intramamaria considerando-se o animal

como unidade experimental. Botucatu, SP, 2011.

Exame microbiolégico

Resultado N % NA %A

Staphylococcus spp. 124 25,46 124 25,46
Corynebacterium bovis 121 24,85 245 50,31
Streptococcus spp. 53 10,88 298 61,19
Streptococcus dysgalactiae 42 8,62 340 69,82
Streptococcus agalactiae 41 8,42 381 78,23
Staphylococcus coagulase positivos 32 6,57 413 84,8
Klebsiella pneumoniae 25 5,13 438 89,94
Escherichia coli 13 2,67 451 92,61
Streptococcus uberis 10 2,05 461 94,66
Actinomyces spp. 6 1,23 467 95,89
Bacilos gram negativos 6 1,23 473 97,13
Nocardia spp. 6 1,23 479 98,36
Pasteurella spp. 3 0,62 482 98,97
Bacillus spp. 2 0,41 484 99,38
Candida spp. 1 0,21 485 99,59
Enterobacter spp. 1 0,21 486 99,79
Pseudomonas spp. 1 0,21 487 100

Klebsiella pneumoniae foi responsavel por 25 casos de IMI, o que
representa 5,13% do total de casos de IMI considerando-se o animal como
unidade experimental. Estes animais eram em sua maioria de segunda
lactacdo (9 casos; 36,0% do total de animais diagnosticados com IMI por este
patdgeno), producado de leite de 15 a 25 litros (11 casos; 44,00%) e de namero
de lactacao igual ou superior a 4 lactagdes (10 casos; 40,00 %). Estes casos
foram detectados em quatro propriedades. A propriedade 1 apresentou um
caso, a propriedade 2 apresentou trés e 20 casos foram detectados na
propriedade 3 e um na propriedade 5.

De acordo com o modelo matematico aplicado, quando se controlou o
efeito da propriedade nenhum dos fatores avaliados apresentou relagao
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significativa com o isolamento da Klebisella spp. a partir do leite dos animais
(numero de lactacao; F(1;1131) = 3,38; P = 0,066; producédo de leite; F(1;1331)
=0,58; P = 0,444 e dias em lactagéo; F(1;1331) = 3,78; P = 0,052).

Em relacdo a CCS dos animais pode-se observar a distribuicdo dos
resultados por propriedade na Tabela 8. E importante ressaltar que dos animais
CMT negativos o leite ndo foi colhido, sendo a CCS do tanque da propriedade
mais indicativa de status real da propriedade do que a CCS de amostras CMT

positivas.

TABELA 8. Média, mediana, desvio padréao (o), percentil 25 (P25) e percentil
75 (P75), limites inferiores (LB 95%) e superiores (UP 95%) do intervalo de
confianca de 95% para a contagem de células somaticas (CCS x 10°
células/mL de leite) para as diferentes propriedades (P). Botucatu, SP, 2011.

P Media Mediana o P25 P75 LB 95%  UP 95%
1 108 904,49 1795,44 56 968 436,60 1372,39
2 367 986,31 1534,11 114 1144 808,07 1164,55
3 795 1332,33  1738,93 155 1601 1144,87  1519,78
4 137 342,75 518,99 46 365 239,77 445,73
5 230.5 520,18 803,73 39 520 338,97 701,39
6 167 759,16 1691,22 71 635 278,52 1239,80
7 378 1316,08  2110,88 101 1166 860,78 1771,39
8 232.5 827,65 1407,04 103 780 409,81 1245,49
9 108 289,63 570,60 17 362 162,64 416,61
10 264 2442,85  3894,57 68 2945 869,79 4015,90

Utilizando-se os valores convertidos para a escala logaritmica observou-

se 0s seguintes resultados (Tabela 9):
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TABELA 9. Média, mediana, desvio padréo (o), percentil 25 (P25) e percentil
75 (P75), limites inferiores (LB 95%) e superiores (UP 95%) do intervalo de
confianca de 95% para a contagem de células somaticas (log CCS x 10°

células/mL de leite) para as diferentes propriedades. Botucatu, SP, 2011.

P Media Mediana o P25 P75 LB 95%  UP 95%
1 2,04 2,26 0,83 1,76 2,99 2,04 2,47
2 2,57 2,41 0,97 2,06 3,06 2,30 2,52
3 2,90 2,63 0,89 2,19 3,20 2,53 2,73
4 2,14 2,14 0,62 1,67 2,56 2,02 2,26
5 2,36 2,12 0,96 1,60 2,72 1,90 2,33
6 2,23 2,31 0,67 1,86 2,80 2,11 2,50
7 2,58 2,49 0,90 2,01 3,07 2,29 2,68
8 2,37 2,38 0,81 2,02 2,89 2,14 2,62
9 2,04 1,84 0,89 1,26 2,56 1,64 2,04
10 2,42 2,43 1,26 1,84 3,47 1,92 2,94

by

A Tabela 10 traz informacbes referentes a contagem de células

somaticas por patdégeno (excluindo-se patégenos com menor frequéncia de

isolamento; < 10 casos).
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TABELA 10. Média, mediana, desvio padrao (o), percentil 25 (P25) e percentil
75 (P75), limites inferiores (LB 95%) e superiores (UP 95%) do intervalo de
confianca de 95% para a contagem de células somaticas (log CCS x 103
células/mL de leite) de acordo com os diferentes patdgenos isolados. Botucatu,
SP, 2011.

log CCS (x 10 celulas/mL leite)

Patégeno _ _ LB UP
Media Mediana o P25 P75
95% 95%

Escherichia coli 3,06 3,00 0,67 2,84 335 259 341
Corynebacterium bovis 2,66 2,51 0,87 2,12 3,16 2,35 2,66
Klebsiella pneumoniae 3,43 3,40 0,35 3,18 3,65 3,26 3,54
Staphylococcus coagulase positivos 2,44 2,28 0,85 1,61 2,85 1,97 2,58
Staphylococcus spp. 2,74 2,70 0,61 2,23 3,17 259 2,81
Streptococcus spp. 3,13 2,97 0,66 259 3,42 2,78 3,15
Streptococcus agalactiae 2,76 2,52 0,95 198 3,22 222 2,82
Streptococcus dysgalactiae 2,89 2,79 0,65 2,28 3,34 2,59 2,99
Streptococcus uberis 2,33 2,55 0,67 195 2,89 2,07 3,03

Observa-se que a maior CCS obtida no leite foi para Klebsiella

pneumoniae.

5.3 Propriedades

Os isolamentos de K. pneumoniae nos diferentes pontos estao
apresentados no Quadro 2.
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QUADRO 2. Isolamento da Klebsiella pneumoniae a partir de pelo menos uma

amostra de leite (IMI), swabs de ambiente (Amb), swabs de sala de ordenha

(S_Ord), tanque de expanséao (TQ), swabs de sala de pré-ordenha (Pre_Ord),

reto e membros posteriores dos animais (Post) das dez propriedades (P).

Botucatu, SP, 2011.

P IMI Amb S _Ord TQ Pre_Ord Reto Post
1 Sim Sim Sim Sim N&o N&o Sim
2 Sim Sim N&o Sim Sim Sim Sim
3 Sim Sim N&o Sim N&o Sim Sim
4 Nao Nao Sim Nao N&o Sim Sim
5 Sim Sim Nao Nao Sim Nao Nao
6 Nao Sim Nao Nao Sim Sim Sim
7 N&o Sim Nao Nao Nao Sim Nao
8 N&o Sim Sim Sim Sim N&o Sim
9 Nao Sim Nao Nao Nao Sim Sim
10 Nao Nao Sim N&o Sim Sim Sim

Nota-se que em trés propriedades que apresentaram casos de IMI por K.

pneumoniae 0 mesmo patégeno foi isolado a partir do leite do tanque de

expanséo (valor de Kappa = 0,59; considerado médio).

5.4 Swabs e Leite do Tanque de Expansdo

O isolamento de patdégenos nos 25 swabs realizados nas propriedades

séo apresentados no Quadro 3.
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QUADRO 3. Numero de swabs positivos e negativos para o isolamento de
Klebsiella pneumoniae a partir de amostras de ambiente (AMB), reto e
membros posteriores dos animais (POST), sala de ordenha (SO), sala de pré-
ordenha (PO), e leite do tanque de expansao (TQ) das diferentes propriedades
(P). Botucatu, SP, 2011.

P Isolamento Hocel
AMB RETO POST SO PO TQ Total
N&o 1 6 2 0 2 0 11
! Sim 7 0 4 2 0 1 14
N&o 2 4 3 2 0 0 11
? Sim 6 2 3 0 2 1 14
N&o 3 2 3 2 2 0 12
3 Sim 5 4 3 0 0 1 13
Néo 8 5 5 1 2 1 22
‘ Sim 0 1 1 1 0 0 3
Nao 6 6 6 2 1 1 22
> Sim 2 0 0 0 1 0 3
Néo 5 5 3 2 1 1 17
° Sim 3 1 3 0 1 0 8
Né&o 4 4 6 2 2 1 19
! Sim 4 2 0 0 0 0 6
Nao 5 6 5 0 1 0 17
° Sim 3 0 1 2 1 1 8
Nao 6 5 5 2 2 1 21
° Sim 2 1 1 0 0 0 4
Nao 8 5 5 0 0 1 19
10 Sim 0 1 1 2 2 0 6
Total Sim I
Né&o 171

As propriedades que apresentaram maior numero de isolamentos do
patégeno a partir dos swabs foram as propriedades 1 e 2 com 14 isolamentos
cada, e a propriedade 3 com 13 isolamentos.
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5.5 Resisténcia antimicrobiana e ESBL

Foram isoladas 79 amostras de K. pneumoniae a partir de swabs
ambientais e de pele dos animais, bem como do leite oriundo do tanque de
expansdo das dez propriedades (32 — 29,91% amostras de ambiente; 17 —
15,89% amostras de posterior, 12 — 11,21% amostras de reto, sete (07) —
6,54% amostras de sala de pré ordenha, sete (07) — 6,54% amostras de sala
de ordenha e quatro (04) — 3,74% amostras de leite de tanque de expanséo); e
28 amostras da mesma bactéria a partir de IMI (26,17%), totalizando 107
amostras.

Foram testados o0s seguintes antimicrobianos para diagnostico da
producdo de ESBLs: Cefpodoxima, aztreonam, cefotaxime, ceftriaxona,
ceftazidima e cefoxitina. O perfil de resisténcia de acordo com as drogas €

apresentado na Tabela 11.

TABELA 11. Frequéncia absoluta (N) e frequéncia relativa (%) dos 107
isolados de Klebsiella pneumoniae resistentes aos antimicrobianos (ATB).
Botucatu, SP, 2011.

ATB* Resultado N %

Resistente 81 75,7
CPD

Sensivel 26 24,3

Resistente 83 77,57
ATM

Sensivel 24 22,43

Resistente 68 63,55
CTX )

Sensivel 39 36,45

Resistente 79 73,83
CRO

Sensivel 28 26,17

Resistente 87 81,31
CAZ )

Sensivel 20 18,69

Resistente 105 98,13
FOX

Sensivel 2 1,87

* CPD = cefpodoxima; ATM = aztreonam; CTX = cefotaxime; CRO = ceftriaxona; CAZ = ceftazidima; FOX = cefoxitina

De acordo ainda com a resisténcia aos antimicrobianos, a Tabela 12 traz

informagdes sobre o perfil de resisténcia a mais de um antimicrobiano.
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TABELA 12. Frequéncia absoluta (N) e frequéncia relativa
(%) do numero de cepas bacterianas resistentes a, no
minimo, dois principios ativos testados (R2), trés (R3),
quatro (R4), cinco (R5) e a todos o0s seis principios
testados (R6). Botucatu, SP, 2011.

Resisténcia Perfil N %

Nao 76 71,03
R2

Sim 31 28,97

N&o 81 75,7
R3

Sim 26 24.3

Nao 88 82,24
R4

Sim 19 17,76

Nao 97 90,65
R5

Sim 10 9,35

Nao 106 99,07
R6

Sim 1 0,93

Visando informacdes sobre possiveis diferencas entre as propriedades,
pode-se visualizar na Tabela 13 o numero de cepas resistentes aos diversos
antimicrobianos avaliados por propriedade. A Tabela 14 revela as cepas
sensiveis a todos os principios testados e resistentes a pelo menos, um

principio ativo por propriedade.
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TABELA 13. Frequéncia absoluta (N) e frequéncia relativa (%) de cepas de
Klebsiella pneumoniae resistentes a: nenhum principio testado (0), um (1), dois
(2), trés (3), quatro (4), cinco (5) e todos os principios ativos testados (6) por
propriedade (P). Botucatu, SP, 2011. Botucatu, SP, 2011.

Namero de principios ativos

0 1 2 3 4 5 6
P N % N % N % N % N % N % N % Total
1 1 6,67 - - - - 2 1333 4 2667 7 4667 1 667 15
2 10 5882 2 11,76 1 58 1 58 2 11,76 1 588 - - 17
3 28 77,78 6 1667 1 278 1 278 - - 36
4 3 100,00 3
5 3 7500 - - - - - - 1 25,00 4
6 4 5000 3 3750 1 1250 8
7 1 1667 2 3333 - - 1 16,67 2 33,33 6
8 4 50,00 2 2500 2 2500 8
9 2 5000 2 5000 4
10 3 5000 2 3333 - - 1 16,67 6
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TABELA 14. Frequéncia absoluta (N) e frequéncia relativa (%) de

cepas de Klebsiella pneumoniae

sensiveis

todos os

antimicrobianos testados (0) e resistentes a no minimo um (1) por

propriedade (P). Botucatu, SP, 2011.

P Resisténcia Total
0 1

1 N 1 14 15

% 6,67 93,33

N 10 7 17
2 % 58,82 41,18

N 28 8 36
3 % 77,78 22,22

N 3 0 3
4 % 100 0

N 3 1 4
5 % 75 25

N 4 4 8
6 % 50 50

N 1 5 6
7 % 16,67 83,33

N 0 8 8
8 % 0 100

N 2 2 4
9 % 50 50

N 3 3 6
10 % 50 50

Total N 55 52 107
% 51,4 48,6 100

69

Nota-se nas Tabelas 13 e 14, as propriedades 1, 7 e 8 foram as que

apresentaram maior quantidade de cepas resistentes aos antimicrobianos

testados. Porém, levando-se em conta bactérias multirresistentes,

as

propriedades 1, 2 e 3 foram as que apresentaram maior nimero de cepas de K.

pneumoniae multirresistentes.

Quanto ao perfil de resisténcia associado ao local de isolamento, s&o

apresentados os resultados nas Tabelas 15 e 16.
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TABELA 15. Frequéncia absoluta (N) e frequéncia relativa (%) de cepas de

Klebsiella pneumoniae resistentes a: nenhum antimicrobiano testado (0), um

(1), dois (2), trés (3), quatro (4), cinco (5) e todos os antimicrobianos testados

(6) de acordo com procedéncia da amostra. Botucatu, SP, 2011.

Namero de principios ativos

Procedéncia* Total
0 1 2 3 4 5 6
IMI N 21 - 1 1 2 - 28
% 75,00 10,71 - 3,57 3,57 7,14 -
Tanque N 1 2 ) ) 1 ) ) 4
% 25,00 50,00 - - 25,00 - -
Ambiente N 12 7 2 2 5 4 - 32
% 37,50 21,88 6,25 6,25 15,63 12,50 -
. N 7 4 2 1 - 2 1 17
Posterior
% 41,18 23,53 11,76 5,88 - 11,76 5,88
Pré-ordenha N 3 1 ) 2 1 ) ) 7
% 42,86 14,29 - 28,57 14,29 - -
Reto N 8 3 - 1 - - - 12
% 66,67 25,00 - 8,33 - - -
1 1 - 1 1 - 7
Sala de ordenha N 3
% 42,86 14,29 14,29 - 14,29 14,29 -
55 21 5 7 9 9 1 107
Total
51,40 19,63 4,67 6,54 8,41 8,41 0,93 100

* IMI = Infecco intramamaria; Posterior = membros posteriores dos animais
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TABELA 16. Frequéncia absoluta (N) e frequéncia relativa (%)

de cepas de Klebsiella pneumoniae sensiveis a todos os

antimicrobianos testados (0) e resistentes a no minimo um (1),

de acordo com procedéncia do patdogeno. Botucatu, SP, 2011.

Procedéncia* Resistencia Total
0 1

IMI N 21 7 28
% 75,00 25,00

Tanque N 1 3 4
% 25,00 75,00

Ambiente N 12 20 32
% 37,50 62,50

Posterior N 7 10 17
% 41,18 58,82

Pré-ordenha N 3 4 7
% 42,86 57,14

Reto N 8 4 12
% 66,67 33,33

Sala de ordenha N 3 4 7
% 42,86 57,14

Total N 55 52 107

% 51,40 48,60 100

* IMI = Infecco intramamaria; Posterior = membros posteriores dos animais
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Conforme se observa na Tabela 15, cepas multirresistentes foram

isoladas de diversos pontos de coleta.

Os resultados da prova de deteccao fenotipica da producédo de enzimas

do tipo ESBL foram positivos em 8 (7,47%) das cepas bacterianas testadas. O

Quadro 4 traz informagdes sobre os locais de origem destas cepas. A Figura 1

mostra um teste positivo para producao de ESBLs.
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QUADRO 4. Procedéncia das oito cepas bacterianas
produtoras de pB-lactamases de espectro ampliado
isolada de trés propriedades leiteiras entre as dez
visitadas. Botucatu, SP, 2011.

Propriedade Procedéncia

2 Membros posteriores
Ambiente dos animais
Infeccao intramamaria
Tanque de expansao
Infeccao intramamaria
Infeccao intramamaria
Ambiente dos animais

P P W NN DNDN

Sala de ordenha

A maioria das cepas positivas (5) foram isoladas de uma mesma
propriedade (propriedade 2).

FIGURA 1. Teste positivo para producdo de B-lactamases de espectro ampliado pela metodologia da disco difuséo
dupla em agar Mdieller-Hinton (Oxoid®, Inglaterra). Nota-se a formacdo da “ghost zone”. Ao centro, o disco de
amoxacilina/acido clavulanico. A esquerda o disco de cefotaxima e a direita o disco de ceftriaxona. Botucatu, SP, 2011.

NOBREGA, D. B.
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5.6 Eletroforese em Campo Pulsatil

Das 107 cepas de K. pneumoniae, 10 (9,34%) ndo foram tipaveis pela
enzima Xbal. Estas séo apresentadas no Quadro 5.

QUADRO 5. Procedéncia das cepas bacterianas néo
tipaveis pela enzima Xba | na técnica de eletroforese em
campo pulsatil (PFGE). Botucatu, SP, 2011

Propriedade Procedéncia

1 Membros posteriores
Membros posteriores
Reto dos animais
Membros posteriores
Ambiente dos animais
Membros posteriores
Ambiente dos animais

Membros posteriores

© 0 0 o o M~ N DN

Ambiente dos animais

[EEN
o

Sala de ordenha

Os resultados da PFGE demonstrados a seguir sdo apresentados por
propriedade.
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Propriedade 1

FIGURA 2. Padrdo de digestédo de 14 isolados de Klebsiella pneumoniae de diferentes origens da propriedade 1 pela
enzima Xba | e submetidos a eletroforese em campo pulsatil (PFGE). As diferentes cores indicam a origem da cepa
dentro da mesma propriedade. O campo “free stall” informa se a propriedade utilizava ou ndo este sistema de criagao,
e 0 campo ESBL informa se a cepa era ou nao produtora de enzimas do tipo B-lactamases de espectro ampliado. A
escala horizontal no canto esquerdo da figura indica o nivel de similaridade entre as cepas. O dendograma foi

construido com base no resultado da PFGE considerando-se 1% de tolerancia e otimizac&o. Botucatu, SP, 2011

A propriedade 1 apresentou 15 isolados, sendo um né&o tipavel.
Apresentou também uma cepa produtora de ESBL, isolada a partir de swabs de
sala de ordenha. Pela PFGE, observou-se que as cepas ambientais estédo
localizadas em um bloco (inferior) e cepas da sala de ordenha em outro bloco
(superior). Além disto nota-se que a cepa isolada do tanque € indistinguivel da

causadora de IMI.
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Propriedade 2

FIGURA 3. Padrédo de digestédo de 15 isolados de Klebsiella pneumoniae de diferentes origens da propriedade 2 pela
enzima Xba | e submetidos a eletroforese em campo pulsatil (PFGE). As diferentes cores indicam a origem da cepa
dentro da mesma propriedade. O campo “free stall” informa se a propriedade utilizava ou n&o este sistema de criag&o,
e 0 campo ESBL informa se a cepa era ou ndo produtora de enzimas do tipo B-lactamases de espectro ampliado. A
escala horizontal no canto esquerdo da figura indica o nivel de similaridade entre as cepas. O dendograma foi

construido com base no resultado da PFGE considerando-se 1% de tolerancia e otimizag&o. Botucatu, SP, 2011

A propriedade 2 apresentou 17 isolados de K. pneumoniae, sendo duas
amostras nao tipaveis. A cepa isolada do tanque de expansao (produtora de
ESBL) assemelhou-se as cepas isoladas de IMI, sendo relacionada fortemente
com uma cepa também produtora de ESBL. Alem disto, uma cepa ambiental
produtora também de ESPBL foi considerada diferente das outras cepas

produtoras de ESBLs, mostrando alta diversidade genética do patdgeno.

Propriedade 3

A propriedade 3 apresentou 36 isolados de K. pneumoniae. Nao foram
encontradas cepas indistinguiveis nem fortemente relacionadas, apenas pouco
relacionadas. Dividindo as cepas em dois grandes blocos, o bloco superior
apresentou praticamente apenas cepas oriundas de quadros de IMI, e o bloco
inferior apresentou cepas de todos os tipos. Destaca-se que na propriedade
trés, o isolado do tanque apresentou maior similaridade a cepas oriundas de
membros posteriores e reto dos animais do que de cepas de IMI. Vale destacar
gue apenas uma cepa do tanque de expansao e de um ponto de coleta de
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swab é selecionada, sendo que certamente existe grande variacao genética do
patdgeno tanto no tanque de expansdo como no ambiente, ndo devendo ser

tiradas conclus@es envolvendo a origem do patdgeno.

FIGURA 4. Padréo de digestao de 36 isolados de Klebsiella pneumoniae de diferentes origens da propriedade 3 pela
enzima Xba | e submetidos a eletroforese em campo pulsatil (PFGE). As diferentes cores indicam a origem da cepa
dentro da mesma propriedade. O campo “free stall” informa se a propriedade utilizava ou ndo este sistema de criagao,
e 0 campo ESBL informa se a cepa era ou ndo produtora de enzimas do tipo B-lactamases de espectro ampliado. A
escala horizontal no canto esquerdo da figura indica o nivel de similaridade entre as cepas. O dendograma foi
construido com base no resultado da PFGE considerando-se 1% de tolerancia e otimizag&o. Botucatu, SP, 2011

Propriedade 4
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FIGURA 5. Padrédo de digestao de dois isolados de Klebsiella pneumoniae de diferentes origens da propriedade 4 pela
enzima Xba | e submetidos a eletroforese em campo pulsatil (PFGE). As diferentes cores indicam a origem da cepa
dentro da mesma propriedade. O campo “free stall” informa se a propriedade utilizava ou ndo este sistema de criagao,
e 0 campo ESBL informa se a cepa era ou ndo produtora de enzimas do tipo B-lactamases de espectro ampliado. A
escala horizontal no canto esquerdo da figura indica o nivel de similaridade entre as cepas. O dendograma foi

construido com base no resultado da PFGE considerando-se 1% de tolerancia e otimizagdo. Botucatu, SP, 2011

A propriedade 4 apresentou apenas trés isolados, sendo um néao tipavel.

As duas cepas tipaveis se mostraram pouco relacionadas.

Propriedade 5

FIGURA 6. Padréo de digestdo de trés isolados de Klebsiella pneumoniae de diferentes origens da propriedade 5 pela
enzima Xba | e submetidos a eletroforese em campo pulsatil (PFGE). As diferentes cores indicam a origem da cepa
dentro da mesma propriedade. O campo “free stall” informa se a propriedade utilizava ou n&o este sistema de criagé&o,
e 0 campo ESBL informa se a cepa era ou ndo produtora de enzimas do tipo B-lactamases de espectro ampliado. A
escala horizontal no canto esquerdo da figura indica o nivel de similaridade entre as cepas. O dendograma foi

construido com base no resultado da PFGE considerando-se 1% de tolerancia e otimizag&o. Botucatu, SP, 2011

A propriedade 5 apresentou apenas quatro isolados, sendo um nao

tipavel. As trés cepas tipaveis se mostraram diferentes.

Propriedade 6
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FIGURA 7. Padréo de digestao de seis isolados de Klebsiella pneumoniae de diferentes origens da propriedade 6 pela
enzima Xba | e submetidos a eletroforese em campo pulsatil (PFGE). As diferentes cores indicam a origem da cepa
dentro da mesma propriedade. O campo “free stall” informa se a propriedade utilizava ou nédo este sistema de criagao,
e 0 campo ESBL informa se a cepa era ou ndo produtora de enzimas do tipo B-lactamases de espectro ampliado. A
escala horizontal no canto esquerdo da figura indica o nivel de similaridade entre as cepas. O dendograma foi

construido com base no resultado da PFGE considerando-se 1% de tolerancia e otimizac&o. Botucatu, SP, 2011

A propriedade 6 apresentou oito isolados, sendo um n&o tipavel.
Existiram relacdes fracas entre cepas isoladas do reto e membros posteriores
dos animais, e também do ambiente e da sala de pré-ordenha dos animais. A
propriedade 6 apresentou cepas mais relacionadas entre si em comparagao a

propriedade 5.

Propriedade 7

FIGURA 8. Padrédo de digestao de seis isolados de Klebsiella pneumoniae de diferentes origens da propriedade 7 pela
enzima Xba | e submetidos a eletroforese em campo pulsatil (PFGE). As diferentes cores indicam a origem da cepa
dentro da mesma propriedade. O campo “free stall” informa se a propriedade utilizava ou nao este sistema de criagao,
e 0 campo ESBL informa se a cepa era ou ndo produtora de enzimas do tipo B-lactamases de espectro ampliado. A
escala horizontal no canto esquerdo da figura indica o nivel de similaridade entre as cepas. O dendograma foi

construido com base no resultado da PFGE.

A propriedade 7 apresentou seis isolados. Duas cepas ambientais
apresentaram-se pouco relacionadas, as demais foram consideradas como

diferentes.
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Propriedade 8

FIGURA 9. Padrédo de digestao de seis isolados de Klebsiella pneumoniae de diferentes origens da propriedade 8 pela
enzima Xba | e submetidos a eletroforese em campo pulsatil (PFGE). As diferentes cores indicam a origem da cepa
dentro da mesma propriedade. O campo “free stall” informa se a propriedade utilizava ou ndo este sistema de criagao,
e 0 campo ESBL informa se a cepa era ou ndo produtora de enzimas do tipo B-lactamases de espectro ampliado. A
escala horizontal no canto esquerdo da figura indica o nivel de similaridade entre as cepas. O dendograma foi

construido com base no resultado da PFGE considerando-se 1% de tolerancia e otimizagdo. Botucatu, SP, 2011

A propriedade 8 apresentou oito isolados, sendo duas cepas né&o

tipaveis. O isolado do tanque de expansao foi diferente dos demais.

Propriedade 9

FIGURA 10. Padréo de digestéo de trés isolados de Klebsiella pneumoniae de diferentes origens da propriedade 9 pela
enzima Xba | e submetidos a eletroforese em campo pulsatil (PFGE). As diferentes cores indicam a origem da cepa
dentro da mesma propriedade. O campo “free stall” informa se a propriedade utilizava ou n&o este sistema de criagé&o,
e 0 campo ESBL informa se a cepa era ou ndo produtora de enzimas do tipo B-lactamases de espectro ampliado. A
escala horizontal no canto esquerdo da figura indica o nivel de similaridade entre as cepas. O dendograma foi

construido com base no resultado da PFGE considerando-se 1% de tolerancia e otimizag&o. Botucatu, SP, 2011

A propriedade 9 apresentou apenas quatro isolados, sendo um nao

tipavel. As trés cepas tipaveis se mostraram diferentes.

Propriedade 10
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FIGURA 11. Padrao de digestao de cinco isolados de Klebsiella pneumoniae de diferentes origens da propriedade 10
pela enzima Xba | e submetidos a eletroforese em campo pulsatil (PFGE). As diferentes cores indicam a origem da
cepa dentro da mesma propriedade. O campo “free stall” informa se a propriedade utilizava ou néo este sistema de
criacdo, e o campo ESBL informa se a cepa era ou ndo produtora de enzimas do tipo B-lactamases de espectro
ampliado. A escala horizontal no canto esquerdo da figura indica o nivel de similaridade entre as cepas. O dendograma

foi construido com base no resultado da PFGE considerando-se 1% de tolerancia e otimizagdo. Botucatu, SP, 2011

A propriedade 10 apresentou seis isolados, sendo um néo tipavel.
Observou-se fraca relagdo entre cepas isoladas de membros posteriores dos
animais, sala de ordenha e sala de pré-ordenha.

Optou-se por agrupar cepas apenas em duas ocasides, isoladas de
guadros de IMI e de tanques de expansao. Os resultados sé@o apresentados a

sequir.
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FIGURA 12. Padrdo de digestdo de 28 isolados de Klebsiella pneumoniae oriundos de quadros de infegdo
intramamaria (IMI) pela enzima Xba | e submetidos a eletroforese em campo pulsatil (PFGE). As diferentes cores
indicam a origem da cepa (propriedade). O campo “free stall” informa se a propriedade utilizava ou néo este sistema de
criacdo, e o campo ESBL informa se a cepa era ou ndo produtora de enzimas do tipo B-lactamases de espectro
ampliado. A escala horizontal no canto esquerdo da figura indica o nivel de similaridade entre as cepas. O dendograma

foi construido com base no resultado da PFGE considerando-se 1% de tolerancia e otimizagdo. Botucatu, SP, 2011

FIGURA 13. Padrao de digestao de quatro isolados de Klebsiella pneumoniae oriundos do leite do tanque de expansao
pela enzima Xba | e submetidos a eletroforese em campo pulsatil (PFGE). As diferentes cores indicam a origem da
cepa (propriedade). O campo “free stall” informa se a propriedade utilizava ou ndo este sistema de criagédo, e o campo
ESBL informa se a cepa era ou ndo produtora de enzimas do tipo B-lactamases de espectro ampliado. A escala
horizontal no canto esquerdo da figura indica o nivel de similaridade entre as cepas. O dendograma foi construido com

base no resultado da PFGE considerando-se 1% de tolerancia e otimizagdo. Botucatu, SP, 2011
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Observando-se a Figura 12, é possivel notar que existe maior
semelhanca entre os isolados dentro da mesma propriedade, porém existem
relacbes fracas entre cepas de propriedades distintas. De qualquer maneira,
nao foram encontradas cepas indistinguiveis, e apenas duas fortemente
relacionadas foram encontradas. A Figura 13 mostra fracas relacdes entre os
isolados de diferentes tanques de expansao.

A relacdo entre todas as cepas tipaveis do estudo (97 amostras) das
diferentes propriedades nos mostra cepas indistinguiveis e outras fortemente
relacionadas apenas em se tratando da mesma propriedade. Relagdes fracas
sé@o observadas entre diversos isolados de propriedades distintas (dados nao
apresentados).



83

D ISCUSSAO




Discuss&o 84

6 DISCUSSAO

Mastites ambientais ainda séo, no Brasil, consideradas como problemas
pontuais de algumas propriedades. A prevaléncia destas depende de diversos
fatores, como sistema de criacdo do rebanho (NAM et al, 2010), estacdo do
ano, densidade animal, dentre outros fatores. No presente estudo, observou-se
uma prevaléncia maior de patdgenos classificados como contagiosos em
relacdo aos patdogenos ambientais na grande maioria das propriedades
(excecdo para as propriedades 3 e 10). E importante lembrar que comparacées
entre as propriedades ndo devem ser realizadas em relagéo ao isolamento dos
diferentes patdgenos devido ao tipo de amostragem realizada. Algumas
amostras nao foram consideradas como representativas do rebanho, ndo pela
guantidade de animais utilizados e sim pelo critério de selecdo dos mesmos.
Portanto conclusbes envolvendo frequéncia de IMIs por propriedade, deteccéo
de fatores de risco para infeccdo, dentre outras, ndo seriam adequadas. O
presente estudo teve como importancia o monitoramento do perfil de
resisténcia do patdgeno, a avaliagdo da diversidade genotipica de K.
pneumoniae dentro e entre as propriedades, e principalmente no que se refere
a epidemiologia do mesmo, buscar semelhancas entre os patégenos isolados
de quadros de IMI, tanque de expansdo e outros locais dentro de uma
propriedade leiteira.

No Brasil, surtos de mastites por K. pneumoniae em propriedades
leiteiras do Estado de S&o Paulo séo descritos desde 1984, acometendo cerca
de 48,84% dos animais do rebanho (LANGONI et al, 1985). No presente
estudo, K. pneumoniae foi isolada em 28 oportunidades a partir da glandula
mamaria, sendo 23 casos em uma mesma propriedade. A propriedade 3 € a
mais tecnificada, com maior producao de leite e maior nimero de animais em
lactacdo. Propriedades com alto grau de tecnificacdo no cenario atual brasileiro
ainda sao raras, porém diante da pressdo exercida pela legislacdo estas
propriedades serdo cada vez mais frequentes. O estudo prévio envolvendo a
epidemiologia de um dos principais patdgenos isolados de propriedades
tecnificadas, K. pneumoniae, pode colaborar com a adocdo de medidas
preventivas em termos de infraestrutura e logistica de producéo.
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Além disto, a reducéo nos limites legais de celularidade do leite pode
colaborar com a alteracdo no perfil de isolamento microbiano nas propriedades
leiteiras. Sabe-se que mastites por coliformes (principalmente K. pneumoniae)
sdo frequentes em rebanhos leiteiros em outros paises, principalmente em
propriedades com baixa celularidade no leite (HOGAN & LARRY SMITH 2003).
Esta relacdo reflete principalmente a diminuicdo nas células de defesa na
glandula mamaria do animal, tornando-o0 mais susceptivel a novas infeccoes.
Diante da demanda atual por produtos de melhor qualidade, como o leite com
baixa celularidade, a mastite por coliformes apresenta grande importancia para
a industria leiteira mundial, fato que pode ser observado em paises onde a
industria leiteira é desenvolvida.

De acordo com o modelo estatistico proposto, producao de leite, nUmero
de lactacéo e dias em lactagao néo influenciaram na chance do isolamento da
K. pneumoniae o que ja era esperado. Sabe-se que fatores como maior
producdo leiteira pode colaborar com o isolamento do patégeno, isto porque a
alta producéo de leite contribui para o extravasamento de leite dos tetos, o que
pode levar a abertura do seu 6stio aumentando o risco de infeccdo por agentes
ambientais (ERICSSON UNNERSTAD et al, 2009), porém o modelo aplicado
considerava apenas o isolamento de K. pneumoniae como variavel
dependente, e nado o isolamento de patdgenos do tipo ambiental.
Possivelmente 0 mesmo modelo considerando-se a presenca/auséncia de
mastite ambiental (fosse ela causada por qualquer patégeno) como variavel
dependente aplicado em propriedades que apresentassem um namero
satisfatorio de casos de mastite ambientais, poderia detectar o efeito, o que
nao foi o objetivo do presente estudo.

Em comparacdo com quadros de IMI por agentes contagiosos, as
mastites causadas pelos coliformes nao influenciam drasticamente a
celularidade do leite da propriedade, evoluem rapidamente, e a producéo
leiteira pode decrescer apenas por curto periodo (FERGUSON et al, 2007).
Porem, coliformes sédo patdgenos ambientais, e quando atingem a glandula
mamaria, o animal tende a apresentar quadro de mastite clinica (LOCATELLI et
al, 2010). No presente estudo observou-se a maior contagem de células
somaticas para o0s patégenos ambientais (K. pneumoniae, E. coli e
Streptococcus ambientais). Os quadros de IMI causadas por coliformes no
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presente estudo poderiam possivelmente estar evoluindo para mastites
clinicas.

No que se refere a producdo de ESBLs, o resultado do presente estudo
€ alarmante. Oito cepas produtoras de ESBLs (7,47%do total) foram detectadas
em bovinos leiteiros, sendo que uma delas no tanque de expansdo. Em
comparacao com outros estudos, a prevaléncia destas cepas é extremamente
elevada (HAMMAD et al, 2008; LOCATELLI et al, 2009; LOCATELLI et al,
2010). Além disto, o fato de terem sido isoladas cepas bacterianas produtoras
de ESBLs em amostras ambientais (sala de ordenha, ambiente dos animais e
membros posteriores) também € de extrema importancia, pois patdogenos
ambientais multirresistentes podem causar quadros de IMI em condi¢cbes
ideais.

Tratamentos intramamarios mal sucedidos n&o sdo o0s Unicos
responsaveis pelo aumento na resisténcia dos patégenos ambientais, mesmo
tratando-se de patdgenos tipicamente causadores de mastites. BENGTSSON
et al. (2009) destacaram que amostras de E. coli do trato gastrointestinal de
bezerros apresentaram resisténcia a principios antimicrobianos que nédo sao
rotineiramente utilizados no tratamento de mastites na Suécia (como ampicilina
e tetraciclina). Estes mesmos patégenos foram isolados de quadros de IMI
(apresentando mesmo perfil de resisténcia) e, provavelmente, adquiriram este
perfil de resisténcia fora do Ubere da vaca. Desta maneira, suspeita-se que
tratamentos em outras categorias animais, excetuando-se vacas leiteiras,
podem levar a selecdo de patégenos ambientais multirresistentes, os quais
posteriormente desencadeiam quadros de IMI.

A prevaléncia e a importancia de cepas bacterianas produtoras de
ESBLs vem crescendo em medicina veterinaria. Estes genes ja foram
detectados em caes (O'KEEFE et al, 2010), aves (BORTOLAIA et al, 2010a;
BORTOLAIA et al, 2010b; PINTO et al, 2010; RADHOUANI et al, 2010), suinos
(TIAN et al, 2009; ZOU et al, 2011), bovinos (WITTUM et al, 2010) dentre
outros animais. Para nosso conhecimento, no Brasil ainda n&do existem relatos
de cepas de K. pneumoniae produtoras destas enzimas oriundos de animais de
producdo, e no presente estudo uma das cepas foi isolada do tanque de
expansao, representando um potencial risco a saude publica.



Discuss&o 87

A eletroforese em campo pulsado (PFGE) é um método confiavel que
permite um grande poder de diferenciacdo genética. Sabe-se que diferentes
genotipos de K. pneumoniae podem causar mastite em um mesmo rebanho.
Em geral, o estudo da epidemiologia da mastite deve ser conduzido de acordo
com a propriedade em questdo, fato este que justifica a apresentacdo dos
resultados por propriedade. Deve-se tomar bastante cuidado na sua
interpretacéo. A cepa bacteriana escolhida representativa do ponto de colheita
do swab ndo pode ser considerada como 0 Unico genotipo presente naquele
ambiente (seja ele tanque, free stall, sala de ordenha etc). O objetivo do
presente trabalho era encontrar cepas indistinguiveis ou fortemente
relacionadas, porém, o fato de ndo ter se encontrado esses tipos de relacdo
entre duas cepas, ndo exclui um local como possivel reservatorio para o outro
e vice-versa.

Na propriedade 1, a cepa produtora de ESBL foi considerada fracamente
relacionada a cepa de membros posteriores dos animais. Pode ser observado
gue a cepa isolada do tanque de expansao e a cepa oriunda do quadro de IMI
séo indistinguiveis, o que nos permite concluir que aquela estirpe presente no
tanque foi originada de um quadro de mastite subclinica e ndo de outros locais
da propriedade. Fato semelhante ja foi observado por outros autores (PAULIN-
CURLEE et al, 2008). Porem, néo é possivel concluir qual a origem desta cepa
causadora de IMI. Esta propriedade ndo apresentava galpdes de free stall.

Na propriedade 2, cinco casos de producdo de ESBLs foram detectados.
Uma das cepas era de origem ambiental, bastante semelhante a outras duas
cepas ambientais, porém pouco relacionada com a cepa isolada de quadros de
IMI e do tanque de expansao. Este achado reforca o conceito de que bactérias
super-resistentes podem ser encontradas naturalmente no solo (HAMMAD et
al, 2008). Além disto, a presenca de bactérias altamente resistentes até mesmo
para padrbes humanos no leite pode contribuir negativamente para a
comercializacdo do produto, e também ser responsavel por surtos de
enfermidades severas. A cepa isolada a partir do leite do tanque de expansao
foi considerada fortemente relacionada com a cepa isolada de quadro de IMI,
ambas produtoras de ESBLs. Provavelmente, da mesma maneira do que na
propriedade 1, a cepa do tanque teve origem em um quadro de IMI, e ndo de
outro ponto da propriedade. Uma cepa isolada do posterior dos animais era
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produtora também de ESPL, e relacionada fortemente com uma cepa isolada a
partir do reto dos animais. A colheita de swabs de reto e membros posteriores
nao foi necessariamente dos mesmos animais. Nota-se pela figura 3, que
amostras de ambiente foram distintas de amostras de IMI e tanque de
expanséo, que por sua vez foram distintas de amostras de reto e posterior,
formando trés grandes grupos com excecdo de duas amostras ambientais
localizadas no grupo das amostras de IMI e tanque de expansdo. A
propriedade 2 apresentava galpdes de free stall.

A propriedade 3 apresentou diversos casos de IMI por K. pneumoniae
(23 casos). E importante ressaltar que dois animais tiverem o patégeno isolado
de mais de um teto. Pelo resultado da PFGE, fica nitida a grande diversidade
genética da bactéria dentro da propriedade; mesmo gendtipos isolados de tetos
adjacentes n&o foram fortemente relacionados. Sabe-se que bactérias
ambientais possuem contato com diversas populacbes bacterianas, o0 que
facilita a troca de material genético e consequente alteragcdo no perfil
genotipico. Nesta propriedade ndo pode concluir-se qual a origem dos casos
de IMI, a origem da cepa isolada a partir do tanque de expanséo e a origem da
cepa produtora de ESBL. Novos pontos de coleta de swabs, e a amostragem
de um maior niumero de animais ajudaria a tracar o perfil da propriedade.
Especificamente nesta propriedade, nem todos os animais foram amostrados.
Uma amostragem de animais foi selecionada por conveniéncia, e devido ao
fato da propriedade apresentar grande numero de galpdes de free stall, foi
colhido apenas de um a dois swabs por galpdo. Todos estes fatos podem ter
colaborado para nao ser possivel tracar um mapa epidemiologico desta
propriedade, porém, mesmo assim esperava-se encontrar cepas fortemente
relacionadas, principalmente tratando-se de casos de origem semelhante (por
exemplo, cepas isoladas de quadros de IMI). E possivel concluir que este
patdgeno especifico possui grande variedade genética mesmo dentro de uma
mesma propriedade, conforme relatado em outros estudos (PAULIN-CURLEE
et al, 2007).

Nas demais propriedades do estudo, observou-se grande variacao
genotipica entre as cepas bacterianas, sem a observacdo de cepas

indistinguiveis ou fortemente relacionadas.
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Na figura 12, observamos que as unicas cepas fortemente relacionadas
isoladas de quadro de IMI sdo as mesmas isoladas da propriedade 2. Fica
nitida a grande variacdo genética do patdgeno, ndo sendo possivel detectar
clones, diferentemente do que observa-se para patdgenos contagiosos
(JORGENSEN et al, 2005; MORK et al, 2005; CAPURRO et al, 2010). Da
mesma maneira, a figura 14 apenas confirma o observado durante o estudo,
comprovando a variacdo genética da K. pneumoniae isolada a partir do tanque
de expanséo.

Trés pontos merecem destaque:

1- A diversidade de perfis genotipicos do patdgeno comprova a grande
facilidade que este possui na troca de material genético. Este fato associado a
presenca deste no meio ambiente portando enzimas de resisténcia aos
antimicrobianos cria um cenario de bastante preocupacao.

2- Com a demanda por produtos de maior qualidade, tanto do mercado
interno como de importadores de produtos brasileiros, o grau de tecnificacéo
das propriedades tende a aumentar. Com o aumento na produtividade dos
animais e diminuigéo na celularidade do leite, os animais tornar-se-do cada vez
mais susceptiveis as mastites por coliformes (HOGAN & LARRY SMITH 2003).

3- No caso de bovinos leiteiros os principios medicamentosos utilizados
atualmente sé@o a base de B-lactamicos. A terapia da vaca seca, por exemplo, €
comumente adotada no mundo todo, principalmente com principios B-
lactamicos como as penicilinas (RAJALA-SCHULTZ et al, 2004).

Diante destes trés pontos, nota-se o cenario para qual o Brasil caminha.
E imprescindivel que exista tanto uma maior diversidade de principios
medicamentosos como uma maior cautela na utlizagdo destes em
propriedades leiteiras. Informagdes envolvendo resisténcia de coliformes
isolados em propriedades leiteiras podem alertar produtores, médicos
veterinarios, pesquisadores e empresas farmacéuticas sobre a situacao atual e
futura, permitindo a aplicacdo de medidas preventivas visando a possibilidade
da utilizacdo por maior periodo de principios B-lactamicos.
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7 CONCLUSOES

1. Coliformes como a Klebsiella pneumoniae multirresistentes estdo presentes
em rebanhos bovinos leiteiros, ndo apenas isolados de quadros de infecgcao
intramamaria como também de galpdes de free stall, membros posteriores dos
animais, sala de ordenha e tanque de expanséo.

2. K. pneumoniae apresentou a alta variabilidade genética em rebanhos
bovinos leiteiros, mesmo dentro de um mesmo rebanho, confirmado pela
técnica da PFGE.

3. A base terapéutica veterinaria utilizada atualmente em propriedades leiteiras
podera se mostrar ineficaz no Brasil caso a alteracdo no perfil de mastites das
propriedades (contagiosas para ambientais) se confirme a medio-longo prazo,

como ocorrido em paises de alta tecnificacdo da producéo leiteira.
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9 ANEXOS

ANEXO 1

QUESTIONARIO — FATORES DE RISCO PARA CONTAMINAGCAO DO LEITE

Data: / / Propriedade:

Entrevistado:

INFORMAGOES BASICAS

a) A propriedade apresenta galpdes de “free stall”?

SIM O NAO

b) O leite de vaca € a principal atividade desenvolvida na propriedade?
O SIM ONAO

¢) Niumero de animais em lactacao:

d) Litros de leite produzidos diariamente na propriedade (estimativa):

1- PRE-DIPPING
a) A propriedade em questao realiza o pré-dipping?
SIM 0O NAO

b) Se sim, descrever o método (desinfetante utilizado, equipamentos, secagem com papel

¢) O método esté sendo realizado corretamente? A secagem do teto se mostra eficiente?

OSIM OO NAO
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2- POS-DIPPING
a) A propriedade em questdo realiza o pés-dipping?
[SIM 0O NAO

b) Se sim, descrever o método (principio utilizado, equipamentos)

¢) O método esté sendo realizado corretamente?

0SIM [ONAO

3- HIGIENE PRE-ORDENHA
a) A propriedade realiza algum tipo de banho ou higienizacao dos animais na pré-ordenha?

OJSIM OO NAO

4- ALIMENTACAO
a) Existe na propriedade a prética de fornecimento de alimento aos animais apés a ordenha?

OdSIM OO NAO

5- INSTALACOES

a) A sala de ordenha se encontra em condi¢cbes minimas de higiene antes do inicio da
ordenha?

O SIM ONAO

b) O ambiente da sala de ordenha € higienizado durante a ordenha?

OSIM O NAO

¢) Qual o tipo de cama dos animais nos galpdes de "free stall"?

1 Nao se aplica

6- EQUIPAMENTOS
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a) Qual o tipo de ordenha realizado na propriedade? (espinha de peixe, carrossel, manual etc.)

b) As ordenhadeiras se encontram em bom estado de manutengao?

O SIM ONAO

¢) Existe a limpeza das teteiras na pds-ordenha?

OsIM ONAO

d) Existe acompanhamento técnico para manutenc¢éo do equipamento (ordenhadeira)?
O SIM O NAO

e) Qual a frequéncia deste acompanhamento?

f) O tanque de refrigeracdo estd em condicdes adequadas de manutencdo (tirar fotos)
O SIM O NAO

g) Qual a frequéncia de higieniza¢do completa do tanque?
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familiar with work in the author’s area of expertise and for government or media
researchers, and they will provide JDS readers with a brief overview of the
research presented in each issue. Authors must make the summary readable
by the general public. The goal is to make JDS research more visible to a wider

audience and to emphasize its impact.
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AND METHODS, RESULTS, DISCUSSION (or RESULTS AND DISCUSSION),
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headings are boldface and italic. The heading is not followed by punctuation.
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the first letter of the article titte and proper names are capitalized and the
remainder of the title is lowercase. The title should contain words or phrases
used for indexing the article. Under the title, names of authors should be typed
upper and lowercase (e.g., T. E. Smith) and in boldface. Institutional addresses
are displayed below the author names; footnotes referring from author names to
displayed addresses should be symbols in the following order: *, f, 1, §, #, ||,
and 1. The full name, mailing address, phone number, fax number, and e-mail
address of the corresponding author should appear directly below the affiliation
lines on the title page. The corresponding author will be identified by a
numbered footnote and e-mail address below the accepted line on the first page
of the published article (e.g., *Corresponding author: my.name@university.edu).
Note that no period follows the corresponding author's e-mail address.
Supplementary address information may be given in footnotes to the first page;
use numerals for these footnotes. Acronyms (except USDA) for affiliations are
discouraged unless the acronym is the official name. State or provincial postal
code abbreviation is not included between city and zip code if the state or
province is previously mentioned in the address (see example). Acceptable
format is shown below:

J. E. Smith,*R. A. Jones,t and A. T. Peterst

*Department of Animal Science, and

tDepartment of Dairy Science, University of Wisconsin, Madison 53706
tDepartment of Animal Science, Utah State University, Logan 84321

Abstract

Abstracts should be limited to 2,500 keystrokes (i.e., characters plus spaces).
The abstract should review important objectives, materials, results, conclusions,
and applications as concisely as possible. The abstract disseminates scientific
information through abstracting journals and is a convenience for readers. Open
the abstract with objectives and make the abstract intelligible without reference
to the manuscript. Use complete sentences and standard terms. Limit the use of

abbreviations in the Abstract. Refer to the list on the inside front cover of JDS or
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the abstract. If a term is used less than 3 times in the abstract, it should be
spelled out at each use. Minimize the amount of data in the abstract and
exclude statements of statistical probability (e.g., P < 0.05). Exclude references
to other work because the abstracts will appear online and in indexing services
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Key Words
After the abstract, list 2 to 4 key words or phrases; they should be typed in
lowercase letters and separated by commas. Key words should be singular
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Body of the Paper

The body of the paper should contain an introduction to the problem (questions,
objectives, reasons for research, and related literature); materials, methods,
experimental design, and procedures; and results, discussion, conclusions, and
applications. Results and discussion may be combined into a single section. If
not, the results section should not contain discussion of previously published
work. Results and references to tables and figures already described in the
results section should not be repeated in the discussion section. The
conclusions section (optional) should consist of one brief paragraph

summarizing the main findings of the study
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word titles are spelled out. Inclusive page numbers must be provided and digital
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Genetic diversity and extended-spectrum p-lactamases production of Klebsiella
pneumoniae isolated from dairy herds. Nobrega. K. pneumoniae shows a high genetic
diversity, with different strains been isolated from several sources in dairy herds. The
production of B-lactamase enzymes is the main resistance mechanism to [B-lactam
antibiotics. The aim of this study was to access genotypic similarities and to verify the
production of extended-spectrum f-lactamases of K. pneumoniae strains isolated from three
dairy herds. The main impact of this project is that it confirmed that enzymes commonly
present in bacteria isolated from nosocomial infections are also present in strains from the
bulk tank, and probably these strains were responsible for intramammary infections in dairy
COWS.

K. PNEUMONIAE GENETIC DIVERSITY AND ESBL PRODUCTION

Genetic diversity and extended-spectrum B-lactamases production of Kilebsiella
pneumoniae isolated from dairy herds

'D. B. Nébrega,* M. V. S. Guiduce,* F. F. Guimaraes,* D. F. Riboli,t M. L. Cunha, t
H. Langoni,* and S. B. Lucheist

*Department of Veterinary Hygiene and Public Health, and

tDepartment of Microbiology and Immunology, Sdo Paulo State University, Botucatu
18618-900, Brazil.

tPaulista Agency of Agribusiness Technology, Bauru 17030-000, Brazil
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ABSTRACT
The objectives of this study were to isolate K. pneumoniae form different sources in
three dairy herds, use the pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) to access genotypic
similarities between the isolated strains within a dairy herd, and to verify the production
of extended-spectrum p-lactamases (ESPLs) by both phenotypic and genotypic
techniques. Three dairy farms were selected, based on previous mastitis outbreaks
caused by K. pneumoniae. Milk samples were collected from lactating cows and form
the bulk tank, and swabs were performed in different locations, including milking
parlors, waiting room, freestall beds, soil, animal’s hind limbs and rectum, aiming the
isolation of K. pneumoniae. All isolated K. pneumoniae were screened for ESBLs
production by the PCR and double-disk synergy test (DDST), and submitted to the
pulsed-field gel electrophoresis. K. pneumoniae has been isolated in 27 cases of
intramammary infections (IMI) and in 41 swabs in different locations. K. pneumoniae
had a high diversity within the studied herds, with few strains showing high genotypic
similarities. From farm A and farm B, the strains isolated from IMI cases and from the
bulk tank were considered of the same PGFE subtype. In farm B, one cluster consisted
of three bed samples. In farm C, even strains isolated from the same animal showed
distinct genotypes. Eight strains produced ESBLs detected by the DDST; one isolated
from a bulk tank, three from IMI cases and four from environmental samples. All
DDST positive strains were found harboring the blas,, gene, one harboring the blagem
gene, and three harboring the blacx-m gene, including one strain isolated from a bulk
tank. Our study confirms that multidrug resistant bacteria is present in different
locations within a dairy farm, and may reach the mammary gland and be responsible for
IMI onsets. The detection of ESBLs on dairy herds could be a major concern for both

public and animal health.
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Key Words: extended-spectrum B-lactamases (ESPLs), Klebsiella pneumoniae, pulsed-

field gel electrophoresis (PFGE).
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INTRODUCTION

Agents such as K. pneumoniae and E. coli are commonly found in environments
where dairy cattle is bred, hence, they are considered to be environmental mastitis
agents (Hogan and Larry Smith, 2003).

K. pneumoniae is present in soil, faces, water, among other locations within a
dairy herd (Zadoks et al., 2011). The pathogen shows a high genetic diversity, with
different strains been isolated from several sources in dairy herds (Paulin-Curlee et al.,
2008, Verbist et al., 2011).

Chronic mastitis cases by coliforms that are unresponsive to treatment (Hogan et
al., 1989) are increasingly more frequent, and in these cases, treatment is often
ineffective mainly due to high coliform resistance. Rajala-Schultz et al., 2004 observed
that all Gram-negative bacteria isolated from IMI onsets (predominantly E. coli)
showed resistance to penicillin, oxacilin, erythromycin, pirlimycin and the combination
of penicillin and novobiocin. They also showed high rates of resistance to tetracycline
(50.0%), sulfadimethoxine (72.2%) and cephalothin (50.0%), thus showing high
resistance to various current antimicrobial principles, many of which are exhaustively
used in mastitis treatment and control. It’s noteworthy that -lactam principles, such as
penicillin continues to be the most frequently used drugs in veterinary medicine (Pitkala
et al., 2007).

The production of B-lactamase enzymes is the main resistance mechanism to -
lactam antibiotics in Gram-negative bacteria. The development of third-generation
cephalosporins helped against p-lactamase-producing bacterial infections. However, a

new class of enzymes that were capable of hydrolyzing even these new antimicrobials
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was reported. Such enzymes became known as extended-spectrum [-lactamases
(ESPLs) and were derived from common f-lactamases.

ESBLs producing bacteria has been isolated from bovine mastitis (Locatelli et
al., 2009, Locatelli et al., 2010), meat products (Sunde et al., 2009), broilers feces or
liver (Yuan et al., 2009, Bortolaia et al., 2010a, Bortolaia et al., 2010b, Hiroi et al.,
2011), horses (Rankin et al., 2005, Damborg et al., 2012), pigs (Tian et al., 2009, Zou et
al., 2011), dairy calves, cows and environment of dairy farms (Liebana et al., 2006,
Wittum et al., 2010, Watson et al., 2012) among others.

The genes that codify ESBLs are usually found in plasmids, and those codifying
ESBLs of types CTX-M (gene blacy-m), TEM (blaem), PER (blager), VEB (blayer) and
SHYV (blasn,) are noteworthy (Paterson et al., 2003, Jemima and Verghese, 2008).

The objectives of this study were to isolate K. pneumoniae form different
sources in three dairy herds, use the pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) to access
genotypic similarities between the isolated strains within a dairy herd, and to verify the

production of ESBLs by both phenotypic and genotypic techniques.

MATERIAL AND METHODS

2.1 Farms and Animals

Three dairy farms were selected, based on previous mastitis outbreaks caused by
K. pneumoniae. Each farm was visited once, in a three month period.

All farms performed the pos-dipping routine with iodine solutions and adopted
the feeding after milking strategy (up to 40 minutes of waiting time). All the animals
were of Holstein Friesian breed. Information regarding each farm specifically is listed

next.
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2.1.1 Farm A. Farm A had 59 lactating cows, raised in a grass pasture system. The
average milk production was 16.06 liters per animal, with bulk tank milk SCC of 528.00
cells/mL. The majority of animals consisted of first lactating cows (60.61%) and in the
late lactation days (45.45% of the cows with 240-360 DiM). The pre-milking routine

consisted of washing the teats with water, followed by drying with towel papers.

2.1.2 Farm B. Farm B had 290 lactating cows with an average milk production of 25.99
liters per animal and 253.00 cells/mL of bulk tank milk SCC. The majority of animals
was first lactating cows (42.11%) located in the range of 120-240 lactation days
(47.89%). The farm used a freestall system (sand bedding) with four stalls, and the pre-
milking routine consisted of washing the teats with water and a commercial disinfectant

solution based on chlorhexidine.

2.1.3 Farm C. Farm C had 970 lactating cows, raised in a freestall system (eight stalls)
with sand bedding. The average milk production was 35.05 liters per animal and had
380.00 somatic cells/mL in the bulk tank milk. The majority of animals was second
lactating cows (42.11%) located in the range of 120-240 lactation days (38.76%). The
pre-milking routine consisted of washing the teats with water and a commercial

disinfectant solution based on chlorhexidine.

2.2 Milk Sampling
All lactating cows were sampled once (except in Farm C, where an intentional
sampling method was applied according to previous results of the animals SSC, in order

to sample only animals with high counts). The California Mastitis Test — CMT (Schalm
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and Noorlander, 1957) was used at the teal level as a screening method in order to select
high cellularity samples, which are indicative of infection status. From CMT score three
or higher (five point scale), samples were collected following standardized procedures.
In brief, after the farm’s premilking routine, positive CMT teats were scrubbed with a
70% alcohol-soaked cotton pad and milk samples were aseptically collected in sterile
glass vials. The samples were kept under refrigeration until arrival at the laboratory for
the microbiological procedures. From the three farms, bulk tank milk samples (200 mL)

were collected after homogenization. All clinical mastitis cases were sampled as well.

2.3 Swabs

Different locations were sampled, including milking parlors, waiting room,
freestall beds (farms B and C), environment (farm A — soil samples), animal’s hind
limbs and rectum. All samples were collected using cotton pad swabs. Each swab was
scrubbed in five points of square meter for at least 30 seconds and immediately stored in
3 mL of saline solution under refrigeration.

From the milking parlor and waiting room, two samples (swabs) were collected,
totalizing four samples. The chosen locations were the entrance and leaving of both.
From farms B and C, sampling included eight sand beds, randomly chosen and
according to the number of stalls (for farm B, 2 samples from each stall; for farm C, 1
sample for each stall). In farm A, eight soil samples were collected in order to account
for the sand ones in the freestall herds. The sampling spots selection in farm A included
places where the animals were more likely to lay after milking.

From twelve randomly chosen animals, six swabs were collected from hind
limbs and six from rectums. In both cases, the swabs were scrubbed at the regions for at

least 15 seconds.
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2.4 Microbiological Procedures

2.4.1 Milk. Microbiological procedures were performed following standardized
procedures (National Mastitis Council, 1999) with slightly modifications. In brief, 10
uL of each milk sample was streaked onto an ovine blood (8%) and MacConkey agar.
Readings were performed after 24, 48 and 72 hours of incubation at 37° C. Biochemical
tests were performed only on colonies suspected to be Enterobacteriaceae. The tests
included motility, indole production, growth on triple sugar iron, citrate and lysine
utilization, and urease activity. Samples recording three or more types of colonies were
considered contaminated and excluded for further analysis. IMI caused by K.
pneumoniae was defined as the positive isolation of this agent in a count of, at least, 3

UFC/mL.

2.4.2 Swabs. Each swab was stored in 3 mL of saline solution. After homogenization,
1mL was used to prepare dilutions (10™, 102 and 10°) on saline. Around 100 pL of
each dilution, including the 10°, were streaked onto normal MacConkey, Levine and
MacConkey agar containing ampicillin (10 mg/L). This concentration is known for
allow the growth of all Klebsiella isolates while inhibiting all E. coli isolates (Munoz et
al., 2006). The plates were incubated overnight at 37° C. Colonies suspected to be
Klebsiella spp., were subjected to the biochemical tests as described before. In cases of
positive isolation of K. pneumoniae in more than one dilution in the same swab, only 1
colony was chosen and stored. Colonies confirmed as K. pneumoniae (from both milk
and swabs) were suspended in the BHI broth for 24 hours and frozen at -80° C in a 20%

glycerol solution till further analysis.
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2.4.3 ESBL detection. All isolated K. pneumoniae were screened for ESBLS production
by the double-disk synergy test (DDST) as described elsewhere (CLSI, 2008). Briefly,
for each strain a bacterial suspension on saline was prepared (0.5 McFarland) and
stroked onto a Mueller-Hinton agar (Oxoid®) using a sterile cotton swab. The following
drugs were tested: aztreonam, ceftriaxone, cefpodoxime, ceftazidime, cefoxitime and
ceftaxime (Oxoid®).

PCR reactions were conducted in order to identify the main ESBL s subgroups in
all isolated K. pneumoniae. A bacterial colony was suspended in a sterile tube
containing 200 pL of nuclease free water. This suspension was boiled for 10 minutes
and centrifuged at 10.000 rpm for 10 minutes. Around 150 pL was transferred to
another sterile microtube and stored at freezer temperature. Primers and reaction

conditions are presented in table 1.

(Table 1)

The references strains used were a positive ESBL producing K. pneumoniae

(ATCC 700603), a blacix-m positive strain stored in our laboratory, and a E. coli 25922.

2.4.4 PFGE. The PFGE protocol was performed according to Durmaz et al., 2009 with
slightly modifications. Briefly, after overnight growth, the bacteria were diluted in a cell
suspension buffer (CSB, 100 mM Tris-HCI [pH 8.0], 10 mM EDTA) to a final
concentration of 1.0 absorbance at 590 nm using a NanoVue Plus™ equipment (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK). This suspension was kept at room temperature no

longer than 5 minutes. A 2% low-melting point agarose (Gibco BRL, Paisley, UK) was
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prepared with 1% sodium dodecyl sulfate (SDS) added after cooling. Aliquots (200 uL)
were prepared and an equal volume of cell suspension was added and gently mixed by
pippeting. About 100 uL of this mixture was dispensed into plugs molds (10 mm x 5
mm x 1.5, Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA). The molds were kept at 4°
C for 10 minutes.

Two cell lysis solutions were prepared. Cell lysis solution 1 (CLS-1; 50 mM
Tris-HCI, 50 mM EDTA, lysozyme [2.5 mg/mL], proteinase K [1.5 mg/mL], pH 8.0)
and cell lysis solution 2 (CLS-2; 0.5 M EDTA [pH 8.0], 1% sarcosyl and proteinase K
[400 png/mL]). The plugs were removed from the plugs molds and transferred to 650 pL
of CLS-1, incubated at 37° C in a shaking water bath for 1 hour. Then, the plugs were
transferred into another tube containing 650 uL of CLS-2, and incubated at 55° C in a
shaking water bath for 2 hours.

The plugs had been rinsed 3 times with sterile ultra-pure warer (Reagent Grade
Type 1) and the 3 times with TE buffer (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 7.6)
using 4 mL for each step. These risings have been performed at 50° C in a water bath for
15 minutes. The plugs were kept at 4° C until use with 5 mL of fresh TE buffer. The
restrictive digestion of DNA was performed with 30 units of the Xbal enzyme (New
England BioLabs, UK) at 37° C in a water bath for 2 hours. PFGE was performed using
a CHEF-DR 11l system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA) at 14° C,
with 6 \V/cm? for 20 hours, with initial and final switch times being 5 and 30 seconds
respectively.

The DNA profiles were analyzed by the BioNumerics software 6.0 (Applied
Maths NV, Sint-Martens-Latem, Belgium) choosing the Dice coefficient. Tolerance and
optimization were both set at 1%. The strains were categorized as following:

indistinguishable, closely related, possibly related of different (Tenover et al., 1997).
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Clusters were defined as strains with at least, 80% of similarities. PFGE subtypes were

defined as strains having at least 95% of similarity.

2.5 Statistical Analysis

Absolute and relative frequencies were calculated for the variables in the study
(CMT, swab and ESBL results). Since the study was not designed to made inferences on
epidemiological factors other than the genetic profile of the isolated strains, more
advanced statistical procedures were judged not necessary. The PROC FREQ procedure

of the SAS software (SAS, 2008) was used for the analysis.

RESULTS

3.1 Farm A

From farm A, 236 teats were evaluated. Six teats (2.54%) were classified as
missing teats and four teats (1.69%) presented themselves as clinical mastitis cases. As
for the CMT results, 147 teats (62.29%) were scored as 1 or 2, 23 (9.75%) scored as 3,
24 (10.17%) scored as 4 and 32 (13.56%) scored as 5. From farm A, 81 milk samples
were collected. Two milk samples were considered lost. Seven milk samples (8.64%)
were considered contaminated and excluded from analysis.

Farm A had one case of IMI caused by K. pneumoniae. This strain was isolated
from an animal in first lactation, producing an average of 16.46 liters. Also, the
pathogen was isolated in seven soil samples, four samples from animal’ s hindlimbs, two
milking parlor samples and from the bulk tank milk, totalizing 15 strains of K.
pneumoniae. One strain from the animal’s hindlimbs was non-typeable by the current

protocol. Only one cluster was found in this herd. The strains isolated from the IMI case
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and from the bulk tank were considered of the same PGFE subtype, probably reflecting
a common origin.
Two drains from this herd produced ESBL s detected by the DDST. One strain
was isolated from the milking parlor, and one from a soil sample. In both strains, it was

detected the blas, gene.

3.2Farm B

From farm B, 1160 teats were evaluated. Fourty-eight teats (4.14%) were
classified as missing teats and ten teats (0.86%) presented themselves as clinical
mastitis cases. As for the CMT results, 865 teats (73.79%) were scored as 1 or 2, 10
(0.86%) scored as 3, 41 (3.53%) scored as 4 and 195 (16.81%) scored as 5. From farm
B, 231 milk samples were collected. Twenty-five milk samples were lost or not
collected. One milk sample (0.43%) was considered contaminated and excluded from
analysis.

Farm B had three cases of IMI caused by K. pneumoniae. The animals were
from the sixth, fifth and third lactation, producing 28, 24 and 18 liters of milk
respectively. Also, the pathogen was isolated in six bed samples, three samples from
animal’s hindlimbs, two samples from animal’ s rectum, two waiting room samples and
from the bulk tank milk, totalizing 17 strains of K. pneumoniae. Two strains (one from a
hindlimb and one from a rectum) were non-typeable by the current protocol.

Three clusters were detected in this herd (clusters B1, B2 and B3). One cluster
(B1) consisted of three bed samples (two strains of the same PFGE subtype — strains
Bla — and one from a different subtype — B1b). Cluster B2 consisted of three samples
(two strains from IMI cases and one from a bulk tank); all from different PFGE

subtypes (B2a, B2b and B2c respectively). The last cluster (B3) had two strains from
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different PFGE subtypes, isolated from a hindlimb and from a rectum (B3a and B3b
respectively).
Five strains from this herd produced ESBL s detected by the DDST. These strains
were from different locations within the farm. Strains B1b (bed), B2a and B2b (IMl),
B2c (bulk tank) and B3a (hindlimb) were positive in the DDST. In the three strains
from cluster B2, both blacx-m and blasn, genes were detected. In the two other bacteria,

only the blag,, gene was present.

3.3Farm C

From farm C, 1340 teats were evaluated (335 animals). Fifty-eight teats (4.33%)
were classified as missing teats and nine teats (0.67) presented themselves as clinical
mastitis cases. As for the CMT results, 845 teats (63.06%) were scored as 1 or 2, 37
(2.76%) scored as 3, 84 (6.27%) scored as 4 and 307 (22.91%) scored as 5. From farm
B, 396 milk samples were collected. Fourty-one milk samples were lost or not collected.

Farm C had 23 cases of IMI caused by K. pneumoniae isolated from 20 different
animals. Also, the pathogen was isolated in five bed samples, four samples from
animal’s hindlimbs, three samples from animal’s rectum and from the bulk tank milk,
totalizing 36 strains of K. pneumoniae. One strain from an IMI case was non-typeable
by the current protocol.

No cluster was detected in this herd. Even strains isolated from the same animal
showed distinct genotypes. One strain from an IMI case produced ESBLs detected by

the DDST. The blaerm and blasn, genes were detected by the PCR in this sample.

DISCUSSION
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This study was not designed to make inference about the relationship between
the locations sampled. The different number of swabs according to the location, the
sampling methodology and other factors aimed only the isolation of the bacteria on
different locations, in order use the PFGE to verify the genetic diversity of this pathogen
within the same herd. Hence, any conclusion involving risk factors and other
epidemiological aspects such as prevalence/incidence would be unreliable. Also,
comparison between the farms should also not be performed, as the milk sampling
method methodology was not the same in all three dairy herds.

Coliform mastitis is a major concern in well-managed herds. Countries
legislation demanding a high quality product could exert pressure to the milking
industry in different continents, in order to create a scenario, even in underdeveloped
countries, of fewer producers and higher productivity. Several countries, including
Brazil, are walking toward this situation. One of the consequences could be a higher
prevalence of environmental mastitis.

In our study, K. pneumoniae has been isolated in 27 cases of IMI and in 41
swabs in different locations. The presence of this pathogen in the cows environment,
such as soil, bedding and feces has already been studied by other authors (Paulin-Curlee
et al., 2008, Zadoks et al., 2011). One hypothesis is that the animals themselves are
responsible for the high prevalence of these bacteria in the environment, mainly because
adult animals are fecal shedders of K. pneumoniae (Munoz et al., 2006). However, even
with the presence of a large number of bacteria in the environment, low prevalence of
IMI caused this pathogen is usually observed.

Farm B had clusters in environmental samples. Three beds shared the same
genotype as one hindlimb and a rectum sample. None had been found causing IMI, as it

was observed in other studies (Verbist et al., 2011). Epidemiological studies involving
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these variables would be necessary in order to study the true nature of the relationship
between the different strains. Curiously, different beds shared the same genotype, and
this has not been found in rectum or hindlimbs samples. We could not confirm the fecal
contamination of bedding in our study. Even with the fact that we did not sampled all
animals (swabs) and only one isolate per sample was typed, we could not discard a
common origin of the strains that were present in the bedding. Wood-based bedding is
considered to be an important way of entrance of Klebsiella spp. in dairy herds
(Sampimon et al., 2006). However in the present study, the two free stall herds used
sand as bedding. Hence, we recommend further studies with more animals sampled in
order to understand the relationship between bedding and animals feces.

The absence of clusters in farm C could be attributed to the sampling
methodology. Farm C had eight stalls, and only eight beds were chosen to be sampled.
In this case, the maximum of one strain per stall was stored, and is more likely to have
different genotypes in different stalls than different genotypes in the same environment.
Also, not all the animals were sampled. In order to access the relationship between the
strains in this herd, more beds and more animals should be sampled.

Outbreaks of mastitis caused by different strains of K. pneumoniae had already
been related (Munoz et al., 2007, Paulin-Curlee et al., 2007). In our study, in farm C
every strain isolated was from a different genotype, even strains isolated from adjacent
teats. Being an environmental mastitis agent, these results are not uncommon for a
pathogen such as K. pneumoniae.

In farm A and farm B, clusters involving bacteria from bulk milk tank and from
IMI cases were observed. Environmental agents such as K. pneumoniae are commonly
present in bulk milk, probably reflecting their presence in the cows environment. In a

single bulk tank, coliforms strains from different sources could be present. The fact that
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we observed strains of the bulk milk and IMI sharing the same genotype in a dairy herd
does not necessarily exclude the presence of distinct strains of the same agent in the
same tank. Otherwise, only the animals were to blame for high coliform count in the
bulk milk. However, a single cluster containing strains from IMI cases and raw milk
proves that mastitis agents, even environmental ones, are able to reach the final product.
Although this is already known, this study highlights the fact that with poorly conducted
mastitis therapy, we are actually leaving the milk with two types of “residues’: the
antimicrobial residues and the resistant bacteria, which may represent a public health
risk especially if both reach the bulk tank.

Recently, the use of antimicrobials in food-producing animals and its relation
with the emergence of resistant bacteria in the food chain has become of great concern.
It is important to improve the knowledge of factors that contribute to the dissemination
of genetic elements. In the present study, eight strains produced ESBLs detected by the
DDST and the PCR, including one from the bulk milk tank. Among the ESPL-
producing microorganisms, Klebsiella is the genus that produces the largest variety of
such enzymes (Paterson et al., 2003), which could be explained by the fact that these
microorganisms are good vectors for the transfer of plasmids that codify resistance
agents (Poirel et al., 2011). This fact, among others, could help to explain the high
diversity of the pathogen observed within a dairy herd. Strains of K. pneumoniae can
acquire resistance and other genes that contribute to the survival of the pathogen in
different environments. The administration of drugs during drying or the ineffective
treatment of mastitis cases can exert pressure for the selection and maintenance of
antimicrobial resistance genes. Additionally, multi-drug resistant (MDR) pathogens do
not necessarily result from unsuccessful intra-mammary treatment. Coliforms are

considered to be environmental agents, and this pathogen type has greater contact with
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bacterial populations within an environment, which facilitates the exchange of genetic
material such as plasmids. Systemic treatments result in the excretion of antimicrobial
residue through animals’ feces, urine and milk. Antimicrobial residue contributes to
pathogen selection in the environment and, through genetic material transfer, new
bacteria acquire resistance genes. Such multi-drug resistant pathogens can, in adequate
conditions, infect the mammary gland. Additionally, microorganisms producing
resistance enzymes can be found naturally in soil, which contributes for coliforms to
acquire such resistance genes (Hammad et al., 2008).

Bengtsson et al., 2009 showed that E. coli strains from the gastrointestinal tract
of young cattle were resistant to antimicrobials not used routinely for treatment of
mastitis in Sweden (like ampicillin and tetracycline). Pathogens with the same resistant
profile were isolated from IMI cases, showing that the treatment on other diseases than
mastitis in another animal category could also be responsible for IMI cases caused by
MDR bacteria.

MDR bacteria had been isolated from the environment in dairy herds before
(Watson et al., 2012). Our study confirms that this type of bacteria is present in different
locations within a dairy farm, although it’s not possible to infer about its true
prevalence. Under favorable conditions, MDR pathogens may reach the mammary
gland and be responsible for IMI onsets. And as we observed, these pathogens may
reach the bulk tank and represent a potential public health risk. Treatments with -
lactams in cows with IMI caused by ESBL-producing bacteria represent an ineffective
strategy, leading to economic losses.

In one strain it was observed the blaem gene. The blag,, gene was observed in
eight strains. More than 50% of enterobacteria isolated from human patients produce, at

least, some type of TEM enzyme (particularly those from the TEM-1 group), and not all
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variants are considered to be ESBLs (not showing activity in face of cephalosporins).
However, TEM-type ESBLs (mainly derived from TEM-1) are capable of hydrolyzing
cephalosporins, but incapable of hydrolyzing carbapenems. Similarly, SHV-type
enzymes also have approximately 100 variants, many of which are not considered to be
ESBLs. The subclasses of these enzymes must be differenced, which was not performed
in the present study. However, as the DDST showed the production of ESBLs, we
suspect that these classes of enzymes are responsible for the phenotypic profile
observed, or other classes of enzymes are being produced by the bacteria. TEM and
SHV enzymes have already been responsible for MDR bacteria in dairy herds (Hammad
et al., 2008, Locatelli et al., 2009).

The importance of TEM and SHV enzymes has been considerably reduced due
to the rapid growth of the third group of ESBLS, the CTX-M enzymes (Woodford, 2010)
and they are noteworthy for their increasing importance in veterinary medicine. For our
knowledge, our study detected for the first time a strain of K. pneumoniae isolated from
the bulk milk tank harboring the blacx-m gene. Also, showed that these strains could be
responsible for IMI onsets on dairy herds, as two strains from the same herd harboring
the gene shared the same pulso-type. Besides that, the spread of these genes may result
in serious consequences to the veterinary therapeutics.

Three points in our study are noteworthy: First, the demand for high quality milk
could exert pressure for an increase in well-managed dairy herds. Second, K.
pneumoniae showed high diversity within the same herd, probably reflecting an ability
to exchange genetic material and the ability to survive in the environment, as it is
considered an environmental mastitis pathogen. Third, B-lactams continue to be the base
of veterinary therapeutics, and the ESPLs are present in dairy herds in different

locations. Hence, we observe that the scenario could be worrisome in long-term. Studies
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regarding the prevalence of these enzymes and the epidemiology of K. pneumoniae in
dairy herds could help to prevent it, in order to maintain the B-lactams as the most

important class of drugs in veterinary medicine.

CONCLUSION

K. pneumoniae had a high diversity within the studied herds, probably reflecting
its ability to exchange genetic elements. Even strains isolated from IMI onsets in
adjacent teats showed no relationship. There seems to be a common source of
environmental bacteria, however none of them were found causing IMIs. ESPLs are
present in dairy herds in bacteria isolated from different sources. The detection of
ESBLs on dairy herds could be a major concern for both public and animal health, given
that these enzymes confer its owner high resistance to p-lactams, which are currently

the most used antimicrobials in veterinary medicine.
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Table 1.

Oligonucleotide sequences, annealing temperature (T °C), direction and reference of the
primers used to detect the extended-spectrum p-lactamases genes.

Gene Direction  Primer sequence (5' - 3') T Reference

blaem  forward CATTTTCGTGTCGCCCTTATTC 60 Dallenne et al. (2010)
blaem reverse CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC 60 Dallenne et al. (2010)
blacgx.m forward ATGTGCAGYACCAGTAARGT 50  Pagani et al. (2002)
blagem reverse  TGGGTRAARTARGTSACCAGA 50 Pagani et al. (2002)
blaspy forward ATGCGTTATATTCGCCTGTGTA 50  This study

blashy reverse TTAGCGTTGCCAGTGCTCGATCAG 50  This study
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