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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo o isolamento de Staphylococcus aureus
e estafilococos coagulase negativos (ECN), associados com casos de mastite
subclinica, a partir de amostras de leite de 134 vacas, em dez pequenas
propriedades leiteiras familiares, da regido de Bauru — SP, determinar a
susceptibilidade a antimicrobianos e investigar a presenca de genes de
enterotoxinas e do gene mecA de resisténcia a oxacilina, dos casos de mastite
subclinica, a partir das cepas bacterianas isoladas do leite dos animais, e dos
tanques de resfriamento. Isolaram se 105 amostras de Staphylococcus spp,
sendo 55 (52,4%) estafilococos coagulase positivos (ECP) e 50 (47,6%) ECN.
Entre os ECP, S.aureus foi isolado em 48 (87,3%) dos casos. Das 12 espécies
de ECN isoladas, as mais frequentes foram S. warneri, S. hyicus, e S. xylosus.
Os maiores niveis de resisténcia, foram observados frente ao grupo dos beta-
lactdmicos tanto para os ECP - 92,7% para penicilina e 90,9% para ampicilina,
como para os ECN - 56% e 52% de resisténcia, respectivamente. Todas
amostras de ECP foram sensiveis a cefalexina, e 96% dos isolados de ECN a
enrofloxacina. Em relagéo a presenca de genes codificadores de enterotoxinas,
dos casos de mastite subclinica, 17/142 (12%) foi positiva para algum dos
genes estudados. O gene sea foi o mais prevalente, sendo detectado em 11
(7,7%). O gene seb em 05 (3,5%) e o sec em 01 (0,7%) das amostras. Todas
foram negativas para o gene sed. Dos Staphylococcus spp isolados das
mastites subclinicas, houve detec¢do do gene sec em 8/105 (7,6%), sendo que
cinco (4,7%) eram ECP, e trés (2,8%) ECN. Das 10 amostras de leite dos
tanques, duas (20%) foram positivas para sea e uma (10%) para seb. O gene
mecA foi detectado em trés cepas de S. aureus, (6,2%). A identificacdo de
genes codificadores de enterotoxinas em casos de mastite subclinica e em
tanques comunitarios, sinalizam a importdncia do monitoramento destes
agentes visando a seguranga alimentar. A presenca do gene mecA em cepas
de S.aureus demonstram a necessidade de estudos a fim de proporcionar
estratégias para minimizar o impacto em saude publica e animal.
Palavras-chave: mastite, bovino, enterotoxinas, estafilococcia, diagnostico

microbioldgico.
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ABSTRACT

This study aimed at the isolation of Staphylococcus aureus and coagulase-
negative staphylococci , from bovine milk samples , associated with cases of
subclinical mastitis detected in ten small properties from Bauru — SP. Also,
determine the antimicrobial susceptibility of the agents isolated and to
investigate the presence of enterotoxin gene and the mecA gene of oxacillin
resistance from the bacterial strains, and milk samples from bulk tanks . Of 105
samples obtained , 55 ( 52.4 %) were coagulase positive staphylococcus (CPS)
and 50 (47.6%) coagulase negative staphylococcus (CNS). Among the CPS, S.
aureus was isolated in most cases , 48 ( 87.3 %). Of the 12 CNS species
isolated , the most frequent were S. warneri, S. hyicus , both with 8 (16%) and
S. xylosus 7 (14%) . The highest levels of antibiotics resistance were observed
for the group of B - lactam antibiotics — penicillin 92.7% and ampicillin 90.9%
CPS and ECN - 56 % and 52 % respectively. The greatest sensitivity of the
CPS strains was to cephalexin, and for CNS isolates to enrofloxacin. From the
cases of subclinical mastitis, genes encoding enterotoxins were found in,
17/142 (12%) . The sea gene was the most prevalent being detected in 11 ( 7.7
%). The seb gene was detected in five (3.5%) samples, and in one sec (0.7%).
All were negative for sed gene. When we consider the results directly from
cultures of Staphylococcus spp. isolated from subclinical mastitis, there was
only the gene sec in 8/105 (7.6%).From these isolates of Staphylococcus spp.,
positive for sec 05/105 (4.8%) were CPS, (03 S. aureus and 02 S.intermedius)
and 03/105 (2.8%) CNS, (01 S. xylosus, 01 S.hyicus and 01 S./lugdunensis). To
sea, seb and sed samples were negative. Of the ten samples from the bulk
tanks, 02/10 (20%) were positive for sea and 01/10 (10%) to seb. The mecA
gene was detected in three strains of S. aureus, representing 6.2% of the total
of 48 S. aureus strains isolated. The identification of genes encoding
enterotoxins in cases of staphylococcal subclinical mastitis and community bulk
tanks, highlight the importance of monitoring these agents for food security of
consumers. The presence of the mecA gene resistance in S. aureus strains
demonstrate the need for studies to provide the development of strategies to
minimize their impact on public and animal health.

Keywords: mastitis, bovine, enterotoxin, staphylococci, microbiological

diagnosis.
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1 INTRODUGAO

O leite é um alimento amplamente utilizado na dieta humana,
principalmente de criangas e idosos, devido a sua importancia nutritiva, o que
exige uma ateng&o maior quanto a inocuidade do produto. O leite fornecido
pelas propriedades rurais determina em grande parte a qualidade dos
produtos lacteos que chegam aos consumidores (PHILPOT, 1998).

A mastite € uma das enfermidades mais comuns em rebanhos bovinos
leiteiros, sendo responsavel por grande utilizagdo de antimicrobianos em uma
propriedade rural. Diversos patogenos ja foram associados com a mastite
bovina, estando os do género Staphylococcus entre os mais importantes.
Embora as enterotoxinas sejam produzidas principalmente por estafilococos
coagulase positivos (ECP), alguns estafilococos coagulase negativos (ECN),
envolvidos em uma variedade de infecgbes animais e humanas, tém tomado
importancia (CUNHA et al., 2006).

Na atualidade, a questdo da “qualidade e segurang¢a” dos alimentos,
tem recebido maior atencéo por parte das autoridades, industrias, profissionais
envolvidos, produtores e consumidores de modo geral. Embora o processo de
pasteurizacdo assegure a destruicdo de grande parte dos microrganismos
patogénicos, se presentes no leite cru, as enterotoxinas estafilocécicas podem
permanecer no leite pasteurizado e seus derivados, devido a sua alta
estabilidade térmica. Tanques comunitarios, pequenos produtores sem a
devida capacitagao, e a venda informal de leite podem ser importantes nesta
epidemiologia.

No contexto da epidemiologia molecular, as técnicas moleculares podem
ser aplicadas tanto para o hospedeiro quanto para os agentes causadores de
enfermidades. Quando utilizada para fins de epidemiologia de doencgas
infecciosas, os objetivos das técnicas moleculares incluem a identificacdo dos
microrganismos e de suas fontes, as suas relagdes bioldgicas, suas vias de
transmissao e o estudo de genes responsaveis por suas caracteristicas, como
viruléncia. Em casos de mastites, as técnicas moleculares tém sido utilizadas
para diferenciar infeccoes persistentes de casos de novas infeccbes, estudar
genes de viruléncia e para monitorar fontes de patdgenos causadores de
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intoxicagbes alimentares em humanos, bem como a resisténcia aos
antimicrobianos (ZADOKS, 2002).

A relevancia do presente projeto fundamenta-se na necessidade de
avaliagdo do risco da mastite estafilococica na segurangca alimentar de
consumidores de leite, pela identificacdo das enterotoxinas , bem como da
presenca do gene mecA de resisténcia, a fim de proporcionar o
desenvolvimento de estratégias para minimizar seu impacto na saude publica

e animal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Além da sua importancia nutricional, deve-se ressaltar que o leite € o
sexto produto do agronegdcio brasileiro, (superando o café e arroz). Este
segmento do agronegocio é responsavel por gerar mais de 3.600.000
empregos diretos. Guimaréaes (2006) com base em dados disponibilizados pela
International Dairy Federation (IDF-2005) referiu que o Brasil esta entre os seis
maiores produtores mundiais de leite. Em 2013 foram produzidos cerca 35
bilhdes de litros, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica 24,7
bilhbes oriundos de estabelecimentos com inspecdo federal, estadual ou
municipal (IBGE, 2014).

Os produtores de leite nacionais sao bastante heterogéneos quanto ao
sistema de producédo, capacidade de producdo, e emprego de tecnologia. O
levantamento dos top 100 produtores 2015 (Milkpoint, 2015), apontam uma
média de producdo de 15.161 kg/leite/dia. Por outro lado, 58% da produgao
nacional de leite é atribuida a pequenos e meédios produtores, segundo o
Censo Agropecuario (IBGE, 2006).

Visando estabelecer critérios minimos de qualidade, seguranca e
identidade do leite cru, no Brasil em 2002, entrou em vigor a Instrucéo
Normativa 51 (IN 51), implementando, entre outras, a coleta a granel e o
resfriamento do leite nas propriedades a 4°C, em tanques individuais ou
comunitarios (BRASIL,2002). Em 2011, a IN 51 foi revogada e substituida pela
IN 62 que estabeleceu padrées mais rigorosos quanto a higiene de producgao e
condi¢cdes de saude das vacas (BRASIL,2011).

Apesar de proibido no Brasil desde 1952 estima-se que cerca de 30% da
producdo nacional de leite € comercializada informalmente, ou seja, sem
inspecado sanitaria (CONAB, 2013). Ainda que o mercado oferega varias
opgoes, sabe-se que uma grande parcela da populacdo ainda consome leite
cru evidenciando a importancia da opinido do consumidor nessa questao
(BADINI et al.,1996) O leite pode representar uma importante via de
transmissdo de enfermidades transmitidas por alimentos, ja que, sem
tratamento adequado, possui uma série de microrganismos patogénicos
(NERO et al.,, 2003). Os alimentos sao passiveis de contaminagdo por

diferentes patégenos, podendo levar a doengas, manifestadas por agdo dos
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microrganismos ou por suas toxinas. Todos os alimentos deveriam ser objeto
de exames microbioldgicos, que reflitam as condigdes higiénicas relacionadas
com a produgédo, armazenamento, transporte € manuseio, a fim de elucidar a
ocorréncia de enfermidades transmitidas por meio dos alimentos. O leite,
independente de sua origem, deve garantir qualidade e inocuidade ao
consumidor (STAMFORD et al., 2006).

Muitas intoxicacbes alimentares tém etiologia conhecida, podendo
ocorrer nos paises em desenvolvimento e nos desenvolvidos. Qualquer tipo de
alimento pode dar origem a um surto de intoxicagdo, entretanto os surtos
associados a alimentos industrializados tém recebido grande difusdo e
atengcdo, enquanto que os casos individuais ocorridos em lares, bares e
restaurantes sdo menos relatados ao publico devido a falta de notificagdo ao
poder publico pela populacdo em geral (STAMFORD et al.,, 2006). O leite
mastitico, € um potencial causador de intoxicagdes alimentares (BALABAN et
al., 2000).

A mastite € uma resposta inflamatéria da glandula mamaria, sendo a
infeccdo mais frequente de bovinos leiteiros. As perdas econdmicas sao
causadas pela diminuicdo na producgao de leite, comprometimento funcional da
glandula mamaria, descarte prematuro de fémeas, custos com mao-de-obra e
reposicao do rebanho, honorarios profissionais, medicamentos, descarte de
leite de animais sob tratamento antimicrobiano, morte ou descarte precoce de
animais, queda na qualidade do produto final e diminuicdo no rendimento
industrial para fabricacdo dos seus derivados devido as alteragdes na
composic¢ao do leite mastitico (LANGONI, 1995; COSTA, 1998; RADOSTITS et
al., 2007). Além de possiveis abortos no primeiro trimestre de gestacao de
animais com mastite clinica e gastos com medidas de controle. Estimativas em
varios paises calculam perdas da ordem de 10 a 15% da producgao e cerca de
2/3 destas sado devido a queda de producgao de leite de animais acometidos
(RADOSTITS et al., 2007; SANTOS e FONSECA, 2007).

Geralmente a mastite é detectada pelos seus sinais clinicos, na maioria
das vezes anormalidades no leite. Existem também alteragcbes patoldgicas no
tecido glandular mamario. A enfermidade é geralmente local, porém pode se
tornar sistémica principalmente logo apds o parto, onde ocorrem casos graves
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de mastites septicémicas que muitas vezes podem ser fatais (HILLERTON e
BERRY, 2005).

Nas infec¢des crénicas, os sinais clinicos nao sao visiveis. Esta forma é
denominada mastite subclinica, e o seu diagnodstico € obtido por testes
indiretos que se baseiam na contagem de células somaticas (CCS) presentes
no leite. A mastite subclinica, em geral, aumenta a contagem de células
somaticas, reduzindo a produgao de leite, e aumentando a contagem de
bactérias no leite. Esses fatores contribuem para reduzir o valor do leite, em
termos monetarios (HILLERTON e BERRY, 2005).

O California Mastitis Test (CMT) € o método mais barato e confiavel para
deteccdo de animais com mastites subclinicas. Este teste foi desenvolvido em
1957 e baseia-se em um detergente que reage com o DNA no nucleo das
células e com um indicador de pH que muda de coloragédo 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).

Varios agentes etioldgicos podem causar a mastite, como por exemplo,
fungos, leveduras, algas e bactérias, estando estas ultimas entre as mais
frequentes. O género Staphylococcus inclui organismos comumente isolados
de casos de mastite, sendo o Staphylococcus aureus (S. aureus) um dos
principais (ZECCONI et al., 2006; PYORALA et al, 2009) , encontrando-se em
membranas mucosas da maioria dos animais de sangue quente, incluindo o
homem.

A contaminacdo dos alimentos por S. aureus pode ser de natureza
exogena, como exemplo, quando transmitidos aos alimentos por
manipuladores de alimentos (na maioria, portadores assintomaticos), seja pelo
contato manual ou via trato respiratério, bem como de forma endégena por
animais infectados, como vacas leiteiras com mastite (BALABAN et al., 2000).

As mastites causadas pelo S. aureus sao caracterizadas por
apresentarem baixa resposta ao tratamento e alta recidiva, quando comparado
a outros microrganismos, e este fenébmeno pode estar associado a habilidade
de produzir biofilme (SZWEDA, et al., 2014). Este microrganismo sobrevive
bem no ambiente de industrias alimenticias, onde pode se tornar parte da

microbiota dos equipamentos de processamento, agindo como fonte de
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contaminagdo ou recontaminagédo. Geralmente € detectado em alimentos de
origem animal, como na carne crua ou no leite cru dos tanques de refrigeragao.
O leite cru é um veiculo importante de transmisséo de agentes patogénicos e
altas porcentagens de amostras positivas para S. aureus, podem ser isoladas
do teto ou dos tanques de refrigeragédo (SORIANO et al., 2002).

O leite de animais infectados constitui uma das principais fontes de S.
aureus enterotoxigénico de origem animal (GILMOUR e HARVEY. , 1990; da
SILVA et al.,, 2005). S. aureus € um dos principais responsaveis por surtos
toxinfeccdes por alimentos em humanos. E capaz de produzir uma grande
quantidade de fatores de viruléncia secretados e associados a superficie das
células; entretanto, a intoxicacdo alimentar estafilocécica € dependente da
producao de enterotoxinas (LE LOIR et al., 2003).

As enterotoxinas de S. aureus sado capazes de causar intoxicagao
alimentar, mesmo apds tratamento térmico (SMITH et al., 1983; SORIANO et
al., 2002). Além de produzir diversas enterotoxinas, com eficiéncia, estas sédo
responsaveis por intoxicagdes alimentares em humanos e estao envolvidas em
outras infec¢des, como por exemplo a mastite (RALL et al., 2014).

No Ird, Rahimi (2013), isolou S.aureus de tradicionais derivados do leite ,
como queijo, sorvete, requeijao e manteiga, com deteccdo de cepas
enterotoxigénicas e multidrogas-resistentes, evidenciando seus riscos a saude
publica. As enterotoxinas nos alimentos podem causar vémito, diarreia, e ser
fatal para criangas e idosos (BAUMGARTNER et al., 2014). O leite e seus
derivados sao responsaveis por 5% dos casos de surtos de intoxicagao
alimentar na Europa (BIANCHI et al., 2014). Nos Estados Unidos em casos de
surtos alimentares a enterotoxina estafilococica € comumente isolada, sendo
relatado anualmente uma média de 185 mil casos. Em surto numa base militar
94 militares foram acometidos (MUSTAFA et al., 2009). No estado de Séo
Paulo foram notificados 25 surtos de intoxicagao por S.aureus, envolvendo
quase 200 pessoas, nos anos de 2001 e 2002, de acordo com o Centro de
Vigilancia Epidemiolégica de Sao Paulo (CVE, 2013). Carmo et al (2003),
relataram um surto de intoxicagao alimentar por S aureus em Passos-MG, onde
31 pessoas foram acometidas.

Os estafilococos coagulase negativos (ECN) sdo cocos gram-positivos

que podem ser encontrados tanto dentro quanto fora de glandulas mamarias
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infectadas. Geralmente eles s&do chamados de “microrganismos oportunistas da
pele”, tendo em vista que podem ser isolados na parede externa e interna do
teto, vagina e narinas. Este grupo de bactérias incluem mais de 50 espécies e
subespécies (PYORALA et al., 2009).

Os ECN s&o comumente isolados do leite bovino. Estes microrganismos
tem sido isolados mais frequentemente de amostras de leite em rebanhos que
utilizam procedimentos efetivos de controle de mastites (GILLESPIE et al.,
2009). A importancia de infecgbes intra-mamarias de cepas de ECN tem se
tornado cada vez mais relevantes, mas o papel das diferentes espécies na
mastite bovina e na qualidade do leite ainda ndo esta totalmente esclarecido
(FRY et al., 2014). Na ultima década tem sido identificados frequentemente em
casos de mastite subclinica, despertando o interesse dos pesquisadores da
area (PYORALA et al., 2009). As espécies de estafilococos mais comumente
isoladas de casos de mastite bovina sdo Staphylococcus chromogenes, S.
epidermidis e S. simulans. As espécies S. epidermidis, S. saprophyticus, S.
simulans e S. warneri pertencem a microbiota normal da pele do teto, enquanto
outras espécies, tais como S. xylosus e S. sciuri parecem proceder do
ambiente. O S. chromogenes pode colonizar a pele do teto e outras partes do
corpo do animal como pelos, vagina e canal do teto.

Mais de 20 espécies de ECN, ja foram isoladas do leite bovino, porém
cinco delas sao mais comumente encontradas: S.chromogenes; S.simulans;
S.xylosus; S. haemolyticus e S. epidermidis (VANDERHAEGHEM et al., 2014).
Algumas destas espécies mais prevalentes, como o S.chromogenes e o
S.simulans foram encontradas associadas a infecgcdes subclinicas persistentes
e alta CCS, demonstrando que certas espécies de ECN sao mais bem
adaptadas ao hospedeiro, afetando a saude do ubere e a qualidade do leite
(FRY et al., 2014).

Os ECN nao estdao somente associados a efeitos negativos sobre a
saude da glandula mamaria. Alguns autores sugerem que a colonizagao por
certas espécies ECN, pode proteger o apice dos tetos , principalmente de
novilhas contra outros patdégenos contagiosos e ambientais. Além de um
possivel efeito positivo sobre a produgéao de leite (VANDERHAEGHEM et al.,
2014).
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Apesar dos efeitos na contagem de células somaticas (CCS) e na
producdo de leite seja considerado limitado, existem indicagcbes de que estes
efeitos variam conforme a espécie, algumas inclusive, ao contrario do que se
acreditava sdo capazes de produzir infecgdes intramamarias persistentes. As
condi¢cbes para estas manifestacdes podem estar associadas as cepas e a
imunidade do hospedeiro (VANDERHAEGHEM et al., 2014)

Staphylococcus xylosus, S. saprophyticus, S. sciuri e S. cohnii sao
encontrados livremente no ambiente; portanto, parecem tratar-se de
microrganismos oportunistas que infectam o canal do teto e a gléndula
mamaria procedentes do proprio meio ambiente, ou mesmo dos ordenhadores,
durante a manipulagcdo dos animais. Segundo BJORK et al, (2014) ,
S.epidermidis, esta associado a precaria higiene de ordenha, e sugere uma
participagdo do ordenhador na disseminacéo deste agente.

Embora as enterotoxinas sejam produzidas principalmente por
estafilococos coagulase positivos (ECP), alguns estafilococos coagulase
negativos (ECN), envolvidos em uma variedade de infecgdes animais e
humanas, tém tomado importancia (CUNHA et al., 2006).

GUIMARAES et al. (2013) verificaram prevaléncia de gens para
producdo de enterotoxinas maior em ECN quanto comparado ao S. aureus.
Parece haver diferengas entre o grau de patogenicidade das diferentes
espécies de ECN que sdo investigadas por técnicas de diagndstico molecular
(ZADOCKS e SCHUKKEN, 2006), bem como na susceptibilidade microbiana e
quanto a diversos fatores de viruléncia (TAPONEN et al., 2009).

Sabe-se muito pouco a respeito do crescimento de ECN em alimentos e
estes microrganismos tem sido raramente implicados em casos de intoxicagao
alimentar pelo fato de nao crescerem rapidamente no alimento. Apesar disso,
ECN podem contaminar os alimentos devido ao fato de que o homem é um
importante carreador destes microrganismos e algumas espécies podem estar
relacionadas a infecgbes humanas especificas (BERGDOLL, 1995). Segundo
Podkowik et al., (2013) as toxinas produzidas pelo S.aureus , ja foram bem
caracterizadas, enquanto que muito pouco ainda se sabe sobre o potencial
enterotoxigénico das espécies coagulase negativas do género Staphylococcus.

A mastite é considerada uma das principais causas para o uso de

antibidticos em bovinos leiteiros (KALIWAL et al.,, 2011). Tratamentos
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sistémicos resultam em excrecdo de residuos de antimicrobianos pelas fezes,
urina e leite dos animais, resultando em risco para a populacdo humana pela
exposi¢cao a residuos de antibidticos a partir do leite e seus derivados
(HAMMAD et al, 2008).

O isolamento e uma identificagao rapida do agente causador da mastite
permite tomar medidas corretivas direcionadas para as fontes de infeccao e
disseminagao do patdgeno especifico, servindo como base para decisédo
relativa ao tratamento e estabelecimento de um programa de controle. Uma
avaliagado critica contribui para uma importante redugéo no uso de antibioticos,
na mastite bovina, onde existem fortes evidencias de que o0 sucesso na terapia
depende de varios fatores como idade, ordem de paricdo, agente etioldgico,
fase da lactagao, recidivas, entre outros (PINZON-SANCHEZ e RUEGG, 2011;
TREVISI et al, 2014)

Segundo TREVISI, et al, (2014), estratégias de controle e uma
adequada analise de riscos, sao fundamentais para conter o uso indiscriminado
de antibidticos, o desenvolvimento de bactérias multidrogas-resistente e
otimizar a produgdo, visando um desenvolvimento econdbmicamente
sustentavel das propriedades e permitindo melhores condi¢cbes de vida na area
rural para produtores e familiares.

O antibiograma € um método in vitro que tenta simular o que ocorre in
vivo , durante o tratamento, ja que na glandula mamaria existem outros fatores
influenciando a agdo dos antibioticos. No caso das mastites, possibilita fornecer
informacgdes auxiliares sobre quais antibidticos poderiam apresentar os
melhores resultados como terapia. Tem como justificativa a ideia de que a
principal causa de falha na terapia é a resisténcia bacteriana ao antibiotico, o
que nem sempre ocorre. Alguns estudos indicam que existe baixa correlagéo
entre os resultados do antibiograma e os dados de cura clinica e microbiolégica
de mastite clinica. Ainda que apresente limitagbes, o antibiograma, € uma
ferramenta auxiliar na escolha dos antibiéticos que devem ser utilizados para o
tratamento da mastite clinica durante a lactagcao e seus resultados devem ser
utilizados em conjunto com os dados de cura clinica obtidos na fazenda . A
realizagcao de pesquisas sobre a resisténcia bacteriana aos antibidticos , serve
como ferramenta para monitorar este comportamento ao longo do tempo e
entender seus mecanismos (PINZON-SANCHEZ e RUEGG, 2011)
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Residuos de antimicrobianos no ambiente atuam na selegcdo de
patogenos resistentes. A transferéncia de material genético entre as bactérias,
permite a disseminagao destes genes de resisténcia, principalmente entre os
patdogenos ambientais encontrados naturalmente no solo. Estes
microrganismos multirresistentes podem, em condigdes adequadas, infectar a
glandula mamaria (HAMMAD et al, 2008).

A presencga de genes de resisténcia na mesma cepa bacteriana aumenta
seu espectro de resisténcia e sua probabilidade de disseminagdo, o que
justifica a importdncia do estudo da prevaléncia destas cepas para a
epidemiologia do agente (DROPA, 2006). Estafilococos que expressam o gene
mecA sdo denominados meticilina resistentes e o diagndstico laboratorial da

resisténcia a meticilina é baseado no teste da oxacilina.

De acordo com recomendacgdes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), isolados de estafilococos oxacilina resistentes devem ser

relatados como resistentes aos antibioticos beta-lactamicos (CLSI, 2008).

A emergéncia dos Staphylococcus aureus meticilina resistentes (MRSA)
tem se tornado um problema mundial de saude publica. Desde os anos
noventa vem sendo implicado em infecgdes invasivas de pele em humanos, de
varios paises (TRISTAN et al., 2007).

O primeiro relato de MRSA em animais domésticos, foi de um surto de
mastite bovina na Bélgica em 1972 (CUNY et al.,2010). Na atualidade,
procedimentos comparativos envolvendo tipificagdo molecular sdo objetos de
estudo visando determinar a origem, a transmissdo, a relagdo com o
hospedeiro, e as correlagdes genéticas das diferentes linhagens de MRSA
(CUNY et al., 2010). Segundo Gindonis et al., (2013), estafilococos isolados de
mastite bovina devem ser rotineiramente testados para resisténcia a meticilina.
Estudos recentes vem demonstrando que os ECN sao potenciais reservatorios
dos genes para producdo de enterotoxinas, assim como do gene mecA de
resisténcia (UNAI e CINAR. 2012).

No contexto da epidemiologia molecular, as técnicas moleculares podem

ser aplicadas tanto para o hospedeiro quanto para os agentes causadores de
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enfermidades. Quando utilizada para fins de epidemiologia de doencas
infecciosas, os objetivos das técnicas moleculares incluem a identificagcdo dos
microrganismos e de suas fontes, as suas relagdes biolégicas, 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 infeccoes persistentes de casos de novas infecgdes, estudar
genes de viruléncia e para monitorar fontes de patdgenos causadores de
intoxicagcdes alimentares em humanos, bem como a resisténcia aos
antimicrobianos tradicionais (ZADOKS, 2002).

A presenga de S. aureus e ECN enterotoxigénicos no leite cru significa
um risco potencial para os consumidores, e sua identificacdo pelos métodos
moleculares deve ser realizada como parte da analise de fatores de risco
presentes no leite e derivados (WHO, 2007).

O presente estudo tem como objetivos o isolamento de Staphylococcus
aureus e estafilococos coagulase negativos, a partir de amostras de leite
bovino, associadas com os casos de mastite subclinica e de tanques de
refrigeracdo comunitarios ou particulares, provenientes de pequenas
propriedades leiteiras familiares da regido de Bauru — SP. Além disso,
determinar a susceptibilidade antimicrobiana dos agentes isolados, bem como
investigar a presenga de genes produtores de enterotoxinas e do gene mecA
de resisténcia a oxacilina, a partir das cepas bacterianas , do leite destes
animais e dos tanques de refrigeragao.

Tendo em vista estimativas oficiais que assinalam o comércio de 30% do
leite produzido no pais sem a devida fiscalizagcao sanitaria (CONAB, 2013), o
comeércio irregular do leite “in natura” (BADINI et al., 1996), a fabricacdo e
comercializacdo de produtos lacteos, e de leite mastitico, potenciais
carreadores de genes para producao de enterotoxinas (CUNHA et al., 2006),
faz com que o conjunto destes fatores representem um sério risco a saude
publica, devido a possibilidade de veiculacdo de agentes patogénicos e/ou de

suas toxinas para o homem.
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3 OBJETIVOS

3.1 Gerais

3.1.1 Avaliar a prevaléncia de mastite subclinica em rebanhos bovinos de
dez pequenas propriedades leiteiras, com sistema de ordenha mecanica

localizadas na regido de Bauru - SP.

3.1.2 Isolar e identificar bioquimicamente as cepas de estafilococos, tanto
as coagulase positivas quanto as coagulase negativas, dos casos de

mastite subclinica e dos tanques de resfriamento.

3.1.3 Estabelecer o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das

cepas de estafilococos isoladas dos casos de mastite subclinica.

3.2 Especificos

3.2.1 Pesquisar a ocorréncia do gene mecA de resisténcia a oxacilina nas
amostras de Staphylococcus aureus e e estafilococos coagulase-negativos

(ECN) isoladas dos casos de mastite subclinica.

3.2.2 Detectar a presenca de genes codificadores de enterotoxinas sea,
seb, sec e sed nas cepas de Staphylococcus aureus e estafilococos

coagulase negativos (ECN) isoladas.

3.2.3 Detectar a presenca de genes codificadores de enterotoxinas sea,
seb, sec e sed das amostras de leite coletadas dos tanques de refrigeracao
de todas as propriedades avaliadas, bem como dos casos de mastite

subclinica.
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4 MATERIAL E METODOS

As analises microbiolégicas e a pesquisa molecular foram realizadas no
Laboratério de Sanidade Animal da APTA/SAA - Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegocios — Poélo Centro Oeste — Bauru-SP.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP — Campus de
Botucatu; Protocolo N° 102/2014 — CEUA (ANEXO 1).

4.1 Propriedades rurais

Foram visitadas uma unica vez, dez pequenas propriedades familiares,
localizadas em municipios pertencentes a regido de Bauru e Marilia - SP,
examinando-se amostras de leite de todas as vacas em lactacao, totalizando
134 animais. Os produtores fazem parte de uma associagao e destinam sua
produgao para o mesmo laticinio que coleta este leite de tanques comunitarios
e particulares. Todas as propriedades estudadas utilizavam o sistema de
ordenha mecanica, com producdo média de 120 litros diarios e rebanho
mestico de grau de sangue variado. Quanto as instalagbes e higiene na
ordenha; apenas uma propriedade nao tinha piso de cimento na sala de
ordenha. Duas propriedades possuiam sala de ordenha tipo fosso, e
realizavam pré e pos — dipping. As oito restantes, com manejo de “bezerro ao

peé”, ndo realizavam nenhuma preparagao higiénica pré ou pos — ordenha.

4.2 Coleta do leite dos animais

Para a coleta das amostras de leite, antes do inicio da rotina de ordenha,
os tetos foram limpos e secos com toalha de papel descartavel. Previamente a
coleta do leite, foi realizado o teste de Califérnia Mastitis Test (CMT) em todos
os tetos, utilizando-se de kit disponivel comercialmente e, daqueles que
apresentaram reagao a partir de uma cruz, coletaram-se as amostras de leite

em tubos de ensaio estéreis, realizando-se a anti-sepsia do 6stio do teto com
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alcool iodado 5% e imediatamente encaminhadas ao laboratério, sob

refrigeracdo, em caixa isotérmica contendo gelo reciclavel.

4.3 Coleta do leite dos tanques de resfriamento

Foram colhidas amostras de 30 mL de leite de oito diferentes tanques,
pois trés propriedades entregavam leite no mesmo tanque comunitario. Foram
obtidas entdo, um total de 10 (dez) amostras de tanques de resfriamento. A
amostra era colhida apos o tanque receber o leite da propriedade integrante do
estudo. Cada visita para coleta de leite dos animais da propriedade, gerava
uma amostra de leite do tanque para o qual ela destinava sua produgao. Seis
tanques eram comunitarios e dois tanques particulares. O leite era coletado
com concha de aluminio previamente esterelizada e encaminhado para exame
microbiolégico , identificagdo bioquimica das cepas de estafilococos isoladas, e
posterior verificacdo da presenca de genes codificadores das enterotoxinas A1,
A2, B1, B2, C1, C2, D1 e D2. As amostras coletadas foram acondicionadas em
frascos estéreis, e prontamente encaminhadas ao laboratério em caixas

isotérmicas, contendo gelo reciclavel e armazenadas em freezer -20°C.

4.4 Cultivo microbiolégico

No laboratdrio, foram realizados os cultivos microbiolégicos, com 0,01
mL de leite em placas de Petri contendo 20 mL de meio de Agar Sangue ovino
a 5% e MacConkey. As placas foram incubadas em condi¢gées de aerobiose a
temperatura de 37°C por até 72 horas, com observacdo do desenvolvimento
microbiano as 24, 48 e 72 horas, estabelecendo-se o seguinte padrao de
contagem: discreto (até 9 colbnias), moderado (de 10 a 29 colbnias) e

exuberante (30 ou mais coldnias).
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4.5 Identificacdo de estafilococos coagulase positivos (ECP) e

estafilococos coaqulase negativos (ECN)

As colbnias bacterianas suspeitas com 2 a 3 mm de diametro, de
coloragéo branca a amarelo dourado e hemoliticas (QUINN et al., 2005) foram
coradas pelo método de Gram com o objetivo de visualizar morfologia e
caracteristica tintorial. Cocos agrupados em forma de “cacho-de-uva”, Gram
positivos, foram submetidos as provas de catalase e coagulase, segundo
Koneman et al., (2008). A prova de catalase foi realizada utilizando se o kit
coagu-plasma®, segundo normas do fabricante (Laborclin®). O género
Staphylococcus foi diferenciado de Micrococcus, com base nas provas de
oxidagao e fermentacédo da glicose, e pela resisténcia a bacitracina (0,04 U),
indicada pela auséncia de halo de inibicdo ou formacao de halo de até 9 mm e
pela sensibilidade a furazolidona (100 mg) caracterizada por halos de inibicdo
de 15 a 35 mm de didametro (BAKER, 1984).

Posteriormente, foram realizadas as provas de fermentag¢ao de agucares
maltose, trealose, manitol, resisténcia a polimixina B (300Ul) e B-galactosidase,
com a finalidade de diferenciar S.aureus de outros Staphylococcus coagulase-
positiva, como S. intermedius, S. scheiferi subsp. coagulans e S. hyicus
(KONEMAN et al. 2008). Posteriormente a confirmagédo da espécie, as
amostras foram conservadas em caldo cérebro coragdo com glicerol a 25% e
mantidas em freezer a - 20°C.

Para a diferenciacido das espécies de ECN foi utilizado o método simples
modificado proposto por Cunha et al. (2004), o qual consiste na fermentacao
dos acucares xilose, sacarose, trealose, maltose e manitol, producdo de
hemolisina e crescimento anaerdbico em caldo tioglicolato. As linhagens foram
mantidas a 37°C por 72 horas. Quando necessario e de acordo com o0s
resultados obtidos no método simples modificado, para complementar a
classificagdo das diferentes espécies e subespécies de ECN também foram
utilizadas como provas bioquimicas redugao de nitrato, producido de urease
e/ou ornitina descarboxilase, fermentacdo de B-D-frutose e resisténcia a
novobiocina (5 ug).

Foram realizados, antibiogramas com a utilizagdo dos discos de

novobiocina (5ug) e polimixina B (300 Ul), bem como furazolidona (100ug) e
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bacitracina (0,04 Ul), para diferenciacdao entre os géneros Micrococcus e
Staphylococcus (Koneman et al., 2008).

Cepas de referéncia internacional de espécies de ECN foram utilizadas
como controle, S. epidermidis (ATCC12228), S. simulans (ATCC 27851), S.
warneri (ATCC 10209), S. xylosus (ATCC 29979) e S. saprophyticus (ATCC
15305).

4.6 Protocolo de congelamento de bactérias

Apos a identificagdo bioquimica das amostras de estafilococos estas
foram repicadas para o meio de Infusdo de Cérebro Coragao (BHI) e incubada
a 37°C durante 24 horas. Tendo-se o crescimento bacteriano, precedeu-se o
congelamento das bactérias, acrescentando-se 800 uyL de glicerol P.A. em
3200 pL de agua Mili-Q estéril em tubos de ensaio previamente esterilizados.
Foram adicionados 200 pL dessa solugédo de glicerol a 20% em tubos
criogénicos estéreis, acrescido de 800 yL de caldo BHI contendo a bactéria a
ser congelada. Os tubos foram acondicionados em freezer a -80°C (NMC,

1999), até a sua utilizagdo para extragdo do DNA.

4.7 Perfil de sensibilidade microbiana

Foi realizado perfil de sensibilidade para todas as amostras de
estafilococos isoladas, de acordo com Bauer et al. (1966), em placas contendo
Agar Mueller Hinton. Foram utilizados os seguintes antimicrobianos:
gentamicina (10ug), tetraciclina (30ug), penicilina G (10 U.l.), neomicina (30nug),
ampicilina (10ug), sulfazotrim (25ug), oxacilina (10ug), cefalexina (30ug) e

enrofloxacina (5ug).

4.8 Deteccao dos genes codificadores das enterotoxinas sea, seb, sec e

sed a partir de amostras de leite dos casos subclinicos; das cepas de

estafilococos e dos tangues de resfriamento.
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4.8.1 Extracdo do DNA dos casos de mastite subclinica e dos tanques de

resfriamento.

Foi realizada a extragdo de DNA de amostras de leite das vacas com
mastite subclinica e dos tanques de resfriamento das dez propriedades
visitadas. Utilizou se o GFX Genomic Blood DNA Purification kit® (GE
Healthcare®) de acordo com as normas do fabricante. Os procedimentos para

realizacao da técnica de extracao encontram se descritas no anexo 2.

4.8.2 Extracdo do DNA de cepas de Staphylococcus spp. isolados do leite dos
tetos das vacas .

Foi realizada extragao de DNA a partir das amostras de Staphylococcus
spp. Isoladas dos casos de mastite subclinica e dos tanques de expansao. O
acido nucléico foi extraido a partir de linhagens de Staphylococcus spp,
mantidas em BHI e congeladas em glicerol conforme descrito no item 4.6.
Utilizou se o GFX Genomic Blood DNA Purification kit® (GE Healthcare®) de
acordo com as normas do fabricante. Os procedimentos para realizagao da

técnica de extracdo encontram se descritas no anexo 3.

4.8.3 Iniciadores utilizados na deteccdo dos genes codificadores das
enterotoxinas

Foram utilizados iniciadores especificos (Quadro 1) para os genes
codificadores de cada enterotoxina, EEA (sea? e sea2), EEB (seb1 e seb2),
EEC (sec? e sec2) e EED (sed1? e sed?2), de acordo com Johnson et al. (1991).
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QUADRO 1: Sequéncia das bases, localizagdo dentro dos genes e
tamanhos previstos dos produtos amplificados pelos primers (iniciadores)

oligonucleotideos toxina-especificos.

Gene Primer Seqiiéncia dos Localizagdo dentro  Tamanho do produto
oligonucleotideos (5'-3') do gene amplificado (pb)
sea SEA-1 TTGGAAACGGTTAAAACGAA 490-509 120
SEA-2 GAACCTTCCCATCAAAAACA 591-610
seb SEB-1 TCGCATCAAACTGACAAACG 634-653 478
SEB-2 GCAGGTACTCTATAAGTGCC 1091-1110
sec SEC-1 GACATAAAAGCTAGGAATTT 676-695 257
SEC-2 AAATCGGATTAACATTATCC 913-932
sed SED-1 CTAGTTTGGTAATATCTCCT 354-373 317
SED-2 TAATGCTATATCTTATAGGG 652-671

Fonte: JOHNSON et a/., 1991

As reagdes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de
0,5mL em volumes totais de 25uL, contendo 10pmol de cada primer, 2,0U de
Taq DNA polimerase, 100mM de desoxiribonucleotideos trifosfatados, 20 mM
de Tris-HCI (pH 8,4), 0,75 mM de MgCI2 e 3 yL da amostra. Em todas as
reagcoes realizadas foi utilizado um controle negativo, pela substituicao do
acido nucléico por agua. A incubagdo foi realizada em termociclador
Mastercycler Pro - Eppendorf®, empregando-se inicialmente os parametros
descritos por Johnson et al. (1991) com algumas modificagbes propostas por
Cunha et al. (2006) que consistem de: um primeiro ciclo a 94°C por quatro
minutos, desnaturacao a 94°C por 2 minutos, anelamento dos primers a 55°C e
extensdo a 72 °C por um minuto e 30 segundos. Posteriormente procedeu-se
um segundo ciclo de desnaturacdo a 94 °C por 2 minutos, anelamento dos
primers a 53 °C e extensao a 72 °C por um minuto e 30 segundos. No terceiro
ciclo a temperatura de anelamento foi reduzida para 51 °C seguido por mais 37
ciclos com estes ultimos parametros. Apds completar os 40 ciclos, os tubos

foram incubados a 72 °C por sete minutos antes de resfriar a 4 °C.
4.8.4 Visualizagdo dos produtos amplificados.

A eficiéncia das amplificagdes foi monitorada pela eletroforese em gel de
agarose a 1% preparado em tampao de TBE 1,0 X e corado com Syber® Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen)®, na concentracdo de 22uL/170 mL de gel . O
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tamanho dos produtos amplificados foi comparado com o padrao 100 pb e
posteriormente fotografado em transiluminador UV Major Science®. Cepas
toxigénicas de referéncia internacional de S. aureus foram utilizadas como
controle positivo: S. aureus produtor de sea: ATCC  13565; S. aureus produtor
de seb: ATCC 14458; S. aureus produtor de sec: ATCC 19095 e S. aureus
produtor de sed: ATCC 23235.

*ATCC= American Type Culture Collection

5 DETECCAO DO GENE mecA DOS CASOS DE MASTITE SUBCLINICA;
DAS CEPAS DE ESTAFILOCOCOS ISOLADAS E DOS TANQUES DE
RESFRIAMENTO.

5.1 Extracio do Acido Nucléico.

O &acido nucléico total foi extraido a partir dos casos de mastite
subclinica; dos isolados de Staphylococcus spp. € dos tanques de resfriamento

conforme descrito no item 4.8.1. e 4.8.2.

5.2 Amplificacdo do Acido Nucléico (PCR)

As reacdes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5
mL em volumes totais de 25uL, contendo 10 pmol de cada primer, 2,0U de Taq
DNA polimerase, 100mM de desoxiribonucleotideostrifosfatados, 20 mM de
Tris-HCI (pH 8,4), 0,75 mM de MgCI2 e 3 uL da amostra. A incubagéo foi
realizada em termociclador apropriado, utilizando os primers mecA1 (AAA ATC
GAT GGT AAA GGT TGG) e mecA2 (AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG),
empregando os parametros descritos por Murakami et al. (1991) que consistem
de: 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por trinta segundos, anelamento dos
primers a 55,5°C por trinta segundos e extensao a 72°C por um minuto. Apos
completar os 40 ciclos, os tubos foram incubados a 72°C por cinco minutos
antes de resfriar a 4°C. Em todas as reagdes realizadas foram utilizadas
linhagens de referéncia internacional com controle positivo (S. aureus ATCC
33591) e negativo (S. aureus ATCC 25923).
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6 _ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar as diferencas entre a frequéncias de estafilococos
coagulase positivos (ECP) e negativos (ECN) nos rebanhos, aplicou-se o teste
do Qui-quadrado. Para uma amostra com propor¢des consideradas iguais com
o nivel de significancia de 5% (p< 0,05). Para as analises foi utilizado o
Software BioEstat 5.0.

Calculou-se o perfil de resisténcia as diferentes drogas por meio de
frequéncias absolutas e relativas e para avaliar as diferengas de resisténcia
dos estafilococos coagulase positivos (ECP) e negativos (ECN) frente aos
antimicrobianos estudados, aplicou-se o teste do Qui-quadrado , considerando
o nivel de significancia de (p< 0,05). Para as analises foi utilizado o Software
BioEstat 5.0. (AYRES et al., 2007)

Para os demais resultados foram realizadas analises descritivas por

meio de frequéncias absolutas e relativas.
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7 RESULTADOS

7.1 Pesquisa da microbiota aerébica

Das 160 amostras de leite positivas ao CMT, submetidas ao exame
microbiolégico, (34,4 %) mostraram-se negativas, enquanto que (65,6%) foram
positivas, seja em cultura pura ou em associagdo, a outros microrganismos

como pode ser visualizado na Tabela 1.

TABELA 1. Microrganismos isolados de amostras de leite bovino com mastite
subclinica, em cultura pura ou em associagao, procedentes de dez pequenas

propriedades leiteiras da regido de Bauru — SP. Botucatu, 2015.

NUMERO DE
AGENTE %
ISOLAMENTOS
Corynebacterium spp. 21 37,5
Streptococcus spp 12 21,4
Streptococcus spp (B8 hemolitico) 05 8,9
Escherichia coli 05 8,9
Streptococcus spp(a hemolitico) 03 54
Klebsiella pneumoniae 02 3,6
Enterobacter cloacae 01 1,8
Candida spp. 02 3,6
Bacilos Gram negativos 05 8,9

TOTAL 56 100,0
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7.2 Isolamento de estafilococos coagulase positivos e negativos

A partir das dez propriedades visitadas, foram coletadas amostras de um
total de 134 vacas em lactacdo, sendo que 74 (55,2%) apresentaram ao menos
um teto com mastite subclinica. Pelo teste do CMT foram avaliados 535
quartos mamarios. Destes, 160 (29,9%) foram positivos, sendo submetidos a
analise microbioldgica. Em 55 (34,4%) amostras ndo houve crescimento e duas
(1,2%) foram consideradas contaminadas. Staphylococcus spp foi isolado de
105 amostras (65,6%). Destes isolados, 55 (52,4%) eram ECP e 50 (47,6%)
ECN. Entre os ECP, foram isoladas 48 amostras de S.aureus (87,3%), seguido
de cinco isolamentos de S.intermedius (9,1%), um isolamento de S.hyicus
(1,8%) e um isolamento de (1,8%) S. schleiferi subsp. coagulans (1,8%)
(Tabela 2).

TABELA 2. Estafilococos coagulase positivos (ECP), isolados de casos de
mastite subclinica bovina, procedentes de dez pequenas propriedades leiteiras

da regido de Bauru-SP, Botucatu 2015.

Agente N %
Staphylococcus aureus subesp.

Py P 48 87,3
aureus
Staphylococcus intermedius 05 9,1
Staphylococcus hyicus 01 1,8
Staphylococcus schleiferi

01 1,8

subesp.coagulans
Total 55 100,0

Das 12 espécies de ECN isoladas, as mais frequentes foram S. warneri
e S. hyicus, ambos com oito isolamentos (16%). As demais espécies
encontradas foram: sete S. xylosus (14%); seis S.sacharolyticus e seis S.
lugdunensis, ambos com 12%; quatro S.haemolyticus (8%); trés S. epidermidis
(6%), dois S. pasteuri, dois S. chromogenes e dois S.hominis, ambos com 4%

e uma amostra S. saprophyticus e outra de S. auricularis (2%) (Tabela 3).
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TABELA 3. Estafilococos coagulase negativos (ECN), isolados de casos de

mastite subclinica, procedentes de dez pequenas propriedades leiteiras da

regidao de Bauru-SP. Botucatu-SP, 2015.

NUMERO
AGENTE %

ISOLAMENTOS
S. warneri 08 16,0
S. hyicus 08 16,0
S. xylosus 07 14,0
S. lugdunensis 06 12,0
S. sacharolyticus 06 12,0
S. haemolyticus 04 8,0
S. epidermidis 03 6,0
S. pasteuri 02 4,0
S. chromogenes 02 4,0
S. hominis 02 4,0
S. auricularis 01 2,0
S. saprophyticus 01 2,0
TOTAL 50 100,0




Resultados 53

7.3 Distribuicao de isolamentos de Staphylococcus spp. nos rebanhos

Nos 10 rebanhos estudados isolou-se Staphylococcus spp. Nao houve
diferenca significativa entre o numero total de isolados de ECP e ECN. Em dois
rebanhos a prevaléncia dos ECP foi significativamente maior quando
comparada aos ECN (p<0,05) e em um rebanho os ECN foram mais
prevalentes. A espécie de ECP mais difundida entre os rebanhos foi S.
aureus, encontrado em sete deles, e de ECN, S. saccharolyticus e S. hyicus, os

quais foram isolados na metade dos rebanhos avaliados. (Tabela 4)

TABELA 4. Distribuigao de isolamentos de Staphylococcus spp, em amostras
de leite com mastite subclinica, nos dez rebanhos de pequenas propriedades

leiteiras da regido de Bauru-SP. Botucatu-SP, 2015.

Rebanho ECP ECN P
REB | 13 01 0,0013
REB I 00 03
REB Il 00 09
REB IV 00 05
REB V 16 08 0,1025
REB VI 01 10 0,0067
REB VI 08 09 0,8084

REB VIl 04 05 0,7386
REB IX 12 00 0,0005
REB X 01 00
TOTAL 55 50 0,6256
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7.4 Antibiograma

A avaliacdo pelo método de sensibilidade in vitro frente aos
antimicrobianos estudados demonstrou niveis de resisténcia das amostras de
ECP de 92,7% para penicilina e 90,9% para ampicilina. Quando consideramos
apenas S. aureus esta resisténcia é de 93,8% para ambas. Nao houve
resisténcia frente a vancomicina e cefalexina. Para neomicina, 27,1% das
amostras apresentaram resisténcia; para tetraciclina 22,9%; para gentamicina
20,8%; enrofloxacina 10,4% e para oxacilina e sulfazotrim 6,2%.

Em relagdo aos ECN, os maiores niveis de resisténcia também sao para
a penicilina e ampicilina, 56 e 52% respectivamente, e apesar de alta,
significativamente menor do que a dos ECP frente aos beta-lactamicos. Para
os demais antimicrobianos testados a resisténcia foi de 36% para tetraciclina,
20% para gentamicina,18% para neomicina, 16% para oxacilina, 14% para
cefalexina, 12% para o sulfazotrim e 4% para enrofloxacina .

Nao houve diferenca estatistica da resisténcia dos ECP e ECN, frente
aos aminoglicosideos, e a oxacilina. Os ECN foram significativamente mais

resistentes a cefalexina (p<0,005). (Tabela 5)

TABELA 5. Antibiograma, com resultados em porcentagem, de resisténcia dos
estafilococos coagulase positivos (ECP) e estafilococos coagulase negativos
(ECN), isolados de casos de mastite subclinica de dez pequenas propriedades
da regido de Bauru-SP. Botucatu-SP, 2015.

Resisténcia

Drogas Resisténcia ECP ECN P
Penicilina G(10UI) 92,7 56,0 0,0026
Ampicilina (10 pg) 90,9 52,0 0,0011
Neomicina (30 pg) 30,9 18,0 0,0651
Gentamicina(10pg) 23,6 20,0 0,5856
Tetraciclina (30pg) 20,0 36,0 0,0325
Enrofloxacina(5ug) 9,1 4,0 0,1588

Oxacilina (10 ug) 7,3 16,0 0,0715
Sulfazotrim (25 pg) 7,3 12,0 0,2847
Cefalexina (30 pg) 0,0 14,0 0,0002

Vancomicina 0,0 — -
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7.5 Isolamentos a partir dos tanques de resfriamento

Das dez amostras de leite dos tanques de resfriamento submetidos a
avaliagao microbiolégica, em apenas trés foram isolados microorganismos do
género Staphylococcus, sendo todos ECN. No tanque C e F, S. xylosus; e no
tanque C, S.hominis e S.haemolyticus. Os microorganismos mais frequentes
isolados dos tanques foram os bastonetes gram negativos da familia
Enterobacteriaceae, principalmente Escherichia coli, presente em quatro

tanques.

7.6 Analises moleculares — identificacdo de genes para producdo de

enterotoxinas sea, seb, sec, sed e mecA a partir de amostras de leite do

tanque , dos casos de mastite subclinica e dos isolados de estafilococos.

Com relacdo a presengca de genes relacionados a produgdo de
enterotoxinas, a partir de 142 amostras de leite com diagnostico de mastite
subclinica, 17 (12%) foram positivas para algum dos genes estudados. O gene
sea foi o mais prevalente, sendo detectado em 11 (7,7%). O gene seb foi
detectado em cinco (3,5%) e o sec em uma (0,7%) das amostras. Todas foram
negativas para o gene sed.

Quando consideramos os resultados das analises moleculares
diretamente das cepas de Staphylococcus spp isolados das mastites
subclinicas, houve detecgdo somente do gene sec em oito (7,6%) de um total
de 105 amostras. Dos oito isolados de Staphylococcus spp, positivos para sec
05 (4,8%) eram ECP, sendo trés S.aureus e dois S.intermedius e trés (2,8%)
ECN, um S. xylosus, um S. hyicus e um S. lugdunensis. Para sea, seb e sed as
amostras foram negativas (Tabela 7).

Das 10 amostras de leite dos tanques, duas (20%) foram positivas para
sea e uma (10%) para seb, como pode ser observado na Tabela 6.

O gene para mecA de resisténcia foi detectado em trés amostras de
Staphylococcus spp todas de S. aureus, que representa 6,2% do total de 48
cepas de S.aureus isoladas.
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TABELA 6. Detecgdo de genes de enterotoxinas,(sea ; seb; sec e sed) por

PCR em amostras de leite de mastite subclinica, de cepas de Staphylococcus

spp e de tanques de refrigeragcdo de pequenas propriedades da regido de

Bauru-SP. Botucatu,-SP, 2015.
GENE MASTITE
TOX SUBCLINICA STA TANQUE
TOX A 11 (7,7%) - 2 (20%)
TOX B 5 (3,5%) - -
TOX C 1(0,7%) 8(7,6%) 1 (10%)
TOXD - - -
TOTAL 17 (12%) 8(7,6%) 3 (30%)
N 142 105 10

- = ndo detectado

TABELA 7. Detecgédo de genes de enterotoxinas, pela técnica de Reagdo em

Cadeia da Polimerase (PCR) em amostras de leite com mastite subclinica por

Staphylococcus spp., procedentes de pequenas propriedades da regidao de
Bauru-SP. Botucatu- SP, 2015.

Espécie sea seb sec sed
S.aureus - - 3 -
S.intermedius - - 2 -
S.xylosus - - 1 -
S.hyicus - - 1 -
S.lugdunensis - - 1 -
Total - 8 -

- = ndo detectado
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Ladder 1

FIGURA 1. Gel de agarose a 1% corado com Syber Safe®. Resultados da
amplificagdo de genes das toxinas C (sec) ) de oito amostras de leite com
mastite subclinica por Staphylococcus spp., procedentes de dez pequenas
propriedades da regido de Bauru-SP. Nota-se a detec¢do do gene codificador
de enterotoxina sec (257 pb) na amostra de numero 5 e 7. Controle positivo
para o gene sec: DNA de S. aureus ATCC 19095; Peso molecular padréo para

DNA (100 pb - Invitrogen®). Controle negativo: agua mili Q.
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FIGURA 2. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com Syber Safe®.
Resultados de amplificagdo de genes das toxinas A (sea) de 23 amostras de leite
diretamente dos tetos de dez pequenas propriedades da regido de Bauru-SP.
Nota-se a deteccdo do gene codificador de enterotoxina sea (120 pb) nas
amostras de numero 1; 2; 3; 4; 6; 7; 11; 14; 15; 16; e 23. Controle positivo para o
gene sea: DNA de S. aureus ATCC 13565; Peso molecular padrao para DNA
(100 pb - Invitrogen®). Controle negativo: agua mili-Q.
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8 DISCUSSAO

No presente estudo 55,2% dos animais apresentaram ao menos um
quarto com mastite subclinica. No Brasil Martins et al.,, (2010), também
encontraram prevaléncia de 65% de mastite subclinica, em rebanhos com
sistema de ordenha mecéanica. No Parana, Oliveira et al., (2013) em pequenas
propriedades leiteiras, encontraram 33% de animais com mastite subclinica,
assim como Meyer et al., (2013) na regido de Pelotas RS, 37,4%.

Na india, Bangar et al., (2014), realizaram revisdo de 25 estudos
totalizando 6344 vacas e encontraram resultado semelhante com 46,3% de
prevaléncia de mastite subclinica. No México, Galvan et al. (2014), de 535
vacas de pequenos rebanhos de carater familiar, em 52% dos animais foi
detectada mastite subclinica e observaram que neste grupo de produtores
muitas vezes os cuidados com a saude animal e medicina preventiva eram
escassos, além dos precarios procedimentos de higiene durante a ordenha.

A mastite subclinica apresenta grande importancia epidemiologica por
alastrar-se silenciosamente, sem que sejam percebidas alteragdes no ubere ou
em sua secrecao (BARBALHO e MOTA., 2001) e estes casos subclinicos
estdo associados a redugéo da produgdo de leite (GROHN et al., 2004) A alta
prevaléncia de mastite subclinica entre os pequenos produtores de leite no
presente estudo, era fato desconhecido, assim como suas consequéncias,
afetando a producgao e a rentabilidade da atividade, devido a auséncia de rotina
de diagnédstico. O manejo e higiene inadequado na ordenha, a falta de um
programa de controle de mastite, e de orientagao técnica especializada podem
contribuir para estes resultados.(LANGONI H., 2013)

Em todas as propriedades foram isolados Staphylococcus spp. Dos 160
tetos positivos ao CMT, e submetidos a analise microbioldgica, Staphylococcus
spp foi isolado de 105 amostras (65,6%), sendo que em 48 delas (45,7%)
foram identificados Staphylococcus aureus que foi isolado em sete das dez
propriedades estudadas . Rall et al., (2014) encontraram uma prevaléncia
menor destes agentes, em 292 casos de mastite subclinica 27,4%, foram
positivos para Staphylococcus spp e 17,5% eram S.aureus. Considerando se
somente os ECP, foram isoladas 55 cepas, sendo 48 (87,3%) S.aureus; cinco

(9,1%) S. intermedius, um (1,8%) S.hyicus e um (1,8%) S. schleiferi subesp.
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coagulans. Guimaraes et al., (2013) relataram também maior prevaléncia de
S.aureus (68%), seguido de S. intermedius, (15%), S.hyicus (13%) S.
schleiferi subesp. coagulans (4%).

Staphylococcus aureus € um dos principais agentes etiolégicos de
mastite bovina e um importante patégeno para saude humana (PU et al, 2014).
A alta prevaléncia de patégenos classificados como contagiosos pode estar
relacionada a falta de higiene na ordenha da maioria das propriedades.
Segundo Picoli et al.,(2014) a realizagdo de pré-dipping contribui para redugéo
da contagem de Staphylococcus spp e houve diferenca significativa em relagao
ao grupo que nao realizava esta pratica, concluindo que técnicas de manejo
mais precarias influenciam negativamente na qualidade microbiolégica do leite
e aumentam os riscos de agentes infecciosos.

Neste estudo em trés propriedades foram isolados apenas ECN. De
acordo com Fry et al.,, (2014), rebanhos leiteiros bem manejados e que
implementaram programas de controle de patégenos responsaveis por causar
mastites contagiosas, passaram a ter como grupo mais prevalente os ECN.
Existem evidéncias de que, quando o rebanho apresenta a mastite contagiosa
sob controle, a mastite clinica causada por patdégenos ambientais tende a se
tornar mais frequente (RADOSTITS et al., 2007). Algumas praticas de controle
de mastite permitram aos produtores o controle satisfatério sobre
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, que sao microrganismos
contagiosos. Contudo, patégenos ambientais como Streptococcus uberis,
Escherichia coli , Klebsiella pneumoniae e algumas espécies de ECN tornaram-
se 0s 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; VANDERHAEGHEN et al., 2014).

No presente estudo os niveis mais altos de resisténcia aos antibidticos
estudados, foi observado frente ao grupo dos beta-lactdmicos — penicilina e
ampicilina, tanto para o Staphylococcus aureus - 93,8% para ambas, como
para os ECN - 56% e 52% de resisténcia, respectivamente. Em um estudo
onde foram avaliadas 5880 amostras de Staphylococcus spp, no periodo de
1992 a 2001, de rebanhos leiteiros procedentes dos estados de Sao Paulo,
Minas Gerais, Parana e Rio de Janeiro, Costa et al. (2004) verificaram

resisténcia para penicilina e ampicilina de 93,7%, corroborando com os
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resultados encontrados. Na Polonia, Szweda et al. (2014) analisaram 123
isolados de Staphylococcus aureus frente a 20 antibidticos, observando-se
também maior resisténcia a ampicilina e penicilina, porém em uma
porcentagem menor das amostras, 22,8% e 23,6% respectivamente.Como no
presente estudo, também ndo houve a deteccdo de resisténcia de nenhuma
amostra a vancomicina e a cefalexina.Corroborando ainda com este estudo,
Jagielski et al (2014) analisaram 80 isolados de S.aureus, sendo 41%
resistentes a penicilina, considerando-se portanto inadequada a indicagao
deste antibidtico para o tratamento de mastite bovina ocasionada por S.aureus.

A predominancia da resisténcia mundial ao Staphylococcus spp, frente
aos antibidticos beta-lactamicos € provavelmente consequéncia do fato de
haver ocorrido uma utilizagdo maciga desta classe de antibidticos no
tratamento da mastite bovina, em um passado recente. Os tratamentos
excessivos e mal conduzidos com [-lactdmicos sao apontados como
responsaveis pelo aumento da incidéncia de bactérias produtoras de -
lactamases (BRADFORD 2001). No caso de pequenos produtores a falta de
uma adequada orientagdo técnica, e a dificuldade em adquirir animais para
reposicao do rebanho acabam por conduzi los a tratamentos ineficazes.

O frequente contato da bactéria com um antibiético especifico pode
causar um aumento da resisténcia, e um decréscimo da eficacia do tratamento.
O mecanismo mais comum neste caso € a producdo de beta-lactamases
(Szweda et al, 2014). Esta agao limitada das penicilinas naturais e das semi-
sintéticas de segunda geragdo, como a ampicilina e amoxicilina, também
sensiveis as beta-lactamases, fez com que fossem substituidas nos produtos
comerciais por penicilinas resistentes as beta-lactamases; as isolil-penicilinas
(oxacilina e cloxacilina) (COSTA et al, 2004). .

Os aminoglicosideos sao também muito usados no tratamento de
mastites (COSTA et al, 2004). Principalmente gentamicina e neomicina. No
presente estudo foi encontrada resisténcia nas amostras de ECP de 30,9%
para neomicina e 23,6% para gentamicina. Para os ECN foi encontrada
resisténcia de 20% e 18% para neomicina e gentamicina respectivamente.
Costa et al.( 2004), em estudo entre 1992 e 2001, no Brasil, encontraram
11,5% de resisténcia de Staphylococcus spp frente aos aminoglicosideos, e

observaram aumento significativo da porcentagem de resisténcia ao longo dos
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anos. Hammad et al. (2012), detectaram em cepas de estafilococos, genes
que conferem resisténcia aos aminoglicosideos, aos beta-lactamicos e
tetraciclinas. Ao contrario de trabalhos que demonstram alta atividade da
gentamicina frente a isolados de S.aureus (Gindonis et al., 2013; Jagielski et
al., 2014).

O monitoramento da resisténcia aos antibioticos vem sendo considerada
parte importante na estratégia de controle da mastite e guia a selegdo da
terapia mais apropriada e eficiente para infecgdes mamarias por estafilococos
(Jagielski et al., 2014).Segundo Liu et al., (2002) embora os valores de MIC
(Minimal Inhibitory Concentration) sejam importantes indicadores in vitro da
atividade ou poténcia dos antimicrobianos, estes nao necessariamente
predizem a eficacia in vivo, dependem de varios parametros farmacolégicos e
de como atingem o tecido desejado.

Para obtencdo de bons resultados no tratamento de casos de mastite é
preciso considerar um conjunto de fatores como o agente etioldgico, a fase de
lactacdo, o numero de parigdes, reicidivas e estado nutricional do animal. Caso
contrario, os antibidticos podem n&o levar a taxas de cura, para algumas
formas de mastite, maiores do que casos nao tratados (TREVISI et al., 2014)
Tanto em relagdo a saude publica, como para o bem estar animal, estratégias
visando uma substancial redugdo do uso de antibidticos em propriedades
leiteiras, devem se basear na correta analise dos fatores de risco especificos
das fazendas ou grupo de produtores (TREVISI et al., 2014).

Os ECN tem sido considerados patégenos menores; porém sua
importancia tem aumentado nos ultimos anos, tendo em vista que os mesmos
tornaram se o grupo de agentes mais frequentemente isolados em varios
paises (TENHAGEN et al., 2006; LIM et al., 2007), causando danos ao tecido
mamario (TIMMS e SHULTZ., 1987) e diminuigdo na produgéo de leite.

Os ECN foram isolados em 47,6% das 105 amostras. As espécies mais
frequentes dentre as 12 espécies isoladas foram S.warneri, (16%), S. hyicus
(16%) e S. xylosus (14%). Guimaraes et al (2013), em 10 rebanhos no Brasil,
identificaram 263 amostras de Staphylococcus spp, sendo 135 (51%)
classificados como ECP e 128 (49%) como ECN, distribuidos em 18 diferentes
espécies, com maior prevaléncia para S.warneri, S.epidermidis e S. hyicus .

Rall et al., (2014), no Brasil, em 292 amostras de leite com mastite subclinica,
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encontraram 22,6% de ECN, mas os resultados n&o associaram
estatisticamente estas espécies aos casos de mastite, sendo inclusive a
espécie S.saprophyticus, significativamente mais prevalente em vacas sadias.
Corroborando com o presente estudo, S.warneri foi 0 mais prevalente, com
27,5% dos isolados de vacas com mastite subclinica, seguidos por
S.saprophyticus (16,3%) e S.epidermidis (13,8%). S. xylosus foi isolado em
7,5% dos casos de mastite subclinica, ja no presente estudo 14% dos isolados
eram de S. xylosus.

Uma das espécies de ECN isolada em 12% das amostras no presente
estudo foi S.lugdunensis, associado a infecgbes oportunistas, formacéao
repetidas de abcessos, e endocardites, sendo fator de risco principalmente na
imunosupressao (SANCHEZ et al., 2001).

Alguns estafilococcos sédo frequentemente encontrados na pele sadia do
Ubere ou nas maos dos ordenhadores. S.warneri, S.epidermidis , S.simulans e
S.saprophyticus sao considerados como da microbiota normal, ja S. xylosus e
S.sciuri, parecem proceder do ambiente (PYORALA et al, 2009).
Vanderhaeghen et al (2015), consideram o S.xylosus uma espécie versatil mas
que pouco se conhece sobre sua epidemiologia. Luthje e Schwarz, (2006) na
Alemanha isolaram 259 cepas de ECN de casos de mastite subclinica com a
seguinte  distribuicdo; S.chromogenes (33,2%), S.simulans (23,2%),
S.epidermidis (11,7%) e S.haemolyticus, S.xylosus (9,4%). Park et al., (2011),
em 263 amostras de ECN de vacas com infec¢des intramamarias (IMI) no
Estados Unidos identificaram 11 diferentes espécies, incluindo,
S.chromogenes (72,2%), S.xylosus (9,1%), S.haemolyticus (6,1%), S.sciuri ssp.
carnaticus e S. hyicus (3%), S.simulans (2,7%), S. caprae (1,1%)
S.epidermidis e S.succinus (0,8%), S.capitis e S.hominis (0,4%). Segundo
Vanderhaeghen et al (2014), as cinco espécies de ECN frequentemente
identificadas como causadoras de infecgdo intramamaria sdo S.chromogenes,
S.simulans, S.haemolyticus, S.xylosus e S.epidermidis.

Segundo um trabalho realizado em Uganda (Bjork et al., 2014)
verificaram que, de 166 quartos mamarios com mastite subclinica, provenientes
de pequenas propriedades leiteiras e submetidos a analise microbioldgica,
resultaram em 31,7% de ECN, identificados como S.epidermidis (85%) e

S.haemolyticus (15%).
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No Canada, de um total de 877 isolados de ECN, 20 diferentes espécies
foram identificadas, sendo S.chromogenes a espécie mais comum (48%),
seguida de S.simulans (19%) e S.xylosus (10%). Somente nove espécies foram
associadas a infecgdes persistentes e diferiram quanto a influéncia no numero
de células somaticas, sugerindo que algumas espécies (S.chromogenes e
S.simulans) sao mais adaptaveis ao hospedeiro (Fry et al., 2014).

Segundo Vanderhaeghen et al, (2014), existem resultados ainda
conflitantes em relacdo a verdadeira importancia dos ECN para saude da
glandula mamaria, principalmente no aspecto epidemiolégico, do potencial de
viruléncia, seu papel nas infecgdes intramamarias persistentes e efeitos sobre
a contagem de células somaticas. Desta forma os ECN n&do devem ser
considerados um grupo homogéneo de bactérias, sendo necessario mais
estudos para elucidacdo destes aspectos, além de uma especial atencdo na
identificacdo, classificacdo e associacdo as patologias que possam
eventualmente causar (VANDERHAEGHEN et al., 2015).

No presente estudo o isolamento de enterobactérias das amostras de
leite oriundas dos oito tanques de refrigeragdo comunitarios e dois particulares,
sinalizam a necessidade de medidas higiénicas de limpeza e desinfecg¢ao ja
que representam a linha final da ordenha, comprometendo a qualidade do leite
que chegara ao laticinio.

Dos tanques de refrigeracdo estudados foram isolados ECN em trés
deles. Os microrganismos mais frequentes entre os isolados dos tanques foram
os bastonetes Gram-negativos, da familia Enterobacteriaceae principalmente
Escherichia coli, presente em quatro tanques. Uma explicacdo para tal fato
pode ser a nao utilizacdo de diluicdo das amostras do tanque, antes da
semeadura no meio de cultura, fato que possivelmente beneficiou o isolamento
das enterobactérias em detrimento aos estafilococos. Os coliformes termo-
tolerantes como E.coli, podem alcangar os tanques de refrigeragdo tanto via
secrecao intramamaria como via contaminacdo fecal do ubere ou de
equipamentos utilizados na ordenha (TEBALDI et al, 2008). Picoli et al., (2014)
encontraram Escherichia coli em tanques resfriadores de 27,8% das
propriedades estudadas em seis municipios do Rio Grande do Sul. O
isolamento de enterobactérias, principalmente E.coli demonstra precaria

higiene e evidencia riscos a saude publica.
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Entre os varios fatores de viruléncia intrinsecos aos Staphylococcus spp,
alguns estdo relacionados com a mastite, particularmente a capacidade de
produzir toxinas (RALL et al,. 2014).

Tendo em vista a sua grande importancia em saude publica pela
produgcdo de enterotoxinas, termorresistentes, resistindo a pasteurizagao
(LAMAITA et al., 2005), a alta prevaléncia de mastite subclinica nos rebanhos
estudados (55,2%) e a ocorréncia de venda informal de leite por parte dos
pequenos produtores rurais, o risco se torna evidente.

No presente estudo a pesquisa dos genes codificadores classicos para
a produgao de enterotoxinas (sea, seb, sec e sed) foi realizada, a partir de 142
amostras de leite com mastite subclinica, de 105 cepas de Staphylococcus spp
isoladas de mastites subclinicas e de 10 amostras de leite de tanques de
resfriamento. Com relacdo as amostras coletadas diretamente do leite dos
animais com mastite subclinica 17/142 (12%) foi positiva para algum dos
genes estudados. O gene sea foi o mais prevalente, sendo detectado em 11
(7,7%) das amostras. O gene seb foi detectado em cinco (3,5%) das amostras
e 0 sec em apenas uma (0,7%). Todas as amostras foram negativas para o
gene sed.

Em estudo realizado no Brasil em amostras de leite de vacas com
mastite subclinica e sadias o gene para produgéo de enterotoxinas sea foi o
mais prevalente em ambos os grupos, sendo detectado em 52,5% nos animais
com mastite subclinica, ja para o gene seb os resultados foram semelhantes ao
presente estudo sendo detectado em 3,2% das amostras (Rall et al.,2014).

Quando consideramos os resultados das analises moleculares das
cepas de Staphylococcus spp isoladas das mastites subclinicas, houve
deteccdo do gene sec em oito (7,6%) de um total de 105 amostras. Dos oito
isolados de Staphylococcus spp, positivos para sec 05/105 (4,7%) eram ECP,
sendo trés S.aureus e dois S.intermedius e trés eram ECN (2,8%), um S.
xylosus, um S. hyicus e um S. lugdunensis. Para sea, seb e sed as amostras
foram negativas. Tais resultados diferem de estudos recentes que encontraram
alta prevaléncia do gene sea, principalmente em cepas de S.aureus.
Shanehbandi et al. , (2014) obtiveram resultado de 34,8% de positividade para
sea de isolados de S.aureus, 13% para seb e 4,3% para sec. Para sed, da

mesma forma que neste estudo ndo houve positividade. Ja Oliveira et al.,
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(2011), no Brasil, de 574 cepas de Staphylococcus spp, 19% eram
enterotoxigénicas, sendo 68,8% capazes de produzir a toxina D, enquanto
apenas 12,8% a toxina A. Bianchi et al., (2014), em 481 isolados de S. aureus,
obtiveram positividade para um ou mais genes em 53% das amostras, sendo
25% delas positivas para sed. Boynukara et al., (2008) encontraram o gene
sea em 23,6% das cepas de S.aureus, isoladas de mastites subclinicas. Rall et
al.,, (2014) encontraram resultados semelhantes a este estudo quanto a
detecgdo do gene sec, com 10% das cepas de Staphylococcus spp isoladas de
mastites subclinicas, positivas para este gene, enquanto que no presente
estudo encontrou se 7,6% de positividade. Ainda de acordo com Rall et al.,
(2014), os genes seb e sec apresentaram baixa frequéncia em vacas com
mastite, ambas em 1,5% das cepas de Staphylococcus spp, no presente
estudo todas foram negativas.

Guimaraes et al., (2013), encontraram prevaléncia maior do gene sea
em isolados de ECN (35,1%) quando comparados aos ECP (9,5%). No
presente estudo, o S.xylosus, S.hyicus e S.lugdunensis foram associados ao
gene produtor de enterotoxina, sec, em contrapartida o S.warneri, apesar de
mais prevalente, ndo apresentou genes codificadores de toxinas. No trabalho
de Guimaraes et al., (2013), S.warneri e S.hyicus mostraram alta porcentagem
de genes codificadores de enterotoxinas, 77,5% e 81,3% respectivamente.
Para os ECN,os mais frequentes foram, sea (35,1%), seb (7,1%) e sec (6,5%).
No trabalho de Unar e Cinar (2012), de 81 isolados de ECN, provenientes de
vacas com mastite subclinica em 40,7% foram encontrados genes
codificadores de enterotoxinas.

Das 10 amostras de leite dos tanques, duas (20%) foram positivas para
sea e uma (10%) para sec. A contaminagdo dos tanques de resfriamento
ocorre principalmente através de trés vias: contaminagao da superficie externa
do ubere e/ou dos teto; pelos equipamentos de ordenha; e através do leite
mastitico (OLECHNOWICZ e JASKOWSKI, 2012) Ainda que a deteccao de
enterotoxinas patogénicas em leite cru procedentes dos tanques de expanséo
tenha sido relativamente baixa, € importante ter em mente que as bactérias
patogénicas podem sobreviver e multiplicar-se em temperaturas de

refrigeragcao, podendo ocasionar surtos de intoxicagdo alimentar, ainda que em
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baixas doses. Portanto, o consumo de leite cru e seus derivados representa um

risco em potencial a saude publica.

Em muitos casos a mastite é tratada sem o diagnostico bacterioldgico.
Uma incorreta estratégia de tratamento com antibioticos pode selecionar as
cepas de MRS existentes, este fato € atribuido as cefalosporinas e outros beta-
lactdmicos em humanos, e sao antibiéticos comumente usados em vacas de
leite (TACONELLI et al., 2008).

O acumulo dos MRSA nos animais e sua transferéncia para humanos,
tem impacto na regulacdo do uso de antibidticos em ambas espécies. A
prevencao da disseminagcao dos MRSA com potencial zoonético necessita de
uma agao conjunta de especialistas veterinarios e médicos. Principalmente por
meio da vigilancia baseada numa melhor compreensdo da evolugao,
reservatorios, e rotas de transmissdo. Para tanto s&do imprescindiveis
diagnosticos moleculares confiaveis e marcadores informando o potencial
patolégico dos MRSA nas diferentes doengas de humanos e animais (CUNY et
al., 2009).

No presente estudo 6,2% das amostras de S. aureus foram positivas
para o gene mecA , e nenhuma de ECN. Ja na Finlandia, Gindonis et al,
(2013), obtiveram 1,5% das amostras de S. aureus de mastite subclinica
positivas para este gene, enquanto um numero maior de ECN (5,2%)
apresentaram o gene, sendo todos S.epidermidis. Além deste, também
S.simulans e S.chromogenes tem sido associados a mastite bovina e a
presenca do gene mecA (FESSLER et al.,, 2010). Segundo Gindonis et al,
(2013), a resisténcia a meticilina originada de mastite bovina € mais comum
nos ECN. No trabalho de Unar e Cinar (2012), foram detectadas 6,1% de
amostras de ECN isoladas de mastite subclinica bovina, positivas para o gene
mecA. No presente estudo nenhuma cepa de ECN apresentou o gene mecA ,
talvez pela baixa prevaléncia das espécies mais associadas a este gene. Em
contrapartida 16% das amostras de ECN foram resistentes a oxacilina.

A resisténcia bacteriana a meticilina, deve se na maioria das vezes, a
modificagdo de uma proteina adicional de ligagdo a penicilina (PBPZa)
codificada pelo gene mecA, e representa um sério problema tanto do ponto de

vista de sua deteccdo como por sua importdncia em saude publica. Esta
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resisténcia dos Staphylococcus spp, a meticilina implica em resisténcia aos
beta-lactdmicos em geral e apresenta um padrdo de resisténcia multipla a
outros antimicrobianos tais como as quinolonas e os aminoglicosideos.
(MARIN, 2002).

A resisténcia bacteriana € um fenbmeno genético, relacionado a
existéncia de genes relacionados a esta. Pode ser originada em mutagdes,
durante erros no processo de copia do DNA na divisdo celular, ou pela
importacdo de genes, a qual ocorre devido aos mecanismos de transducao,
transformacdo e conjugacédo e frequentemente envolve genes situados nos
plasmideos e transposons (TAVARES, 2000).

Tendo em vista os resultados apresentados, verificou se que as
propriedades leiteiras estudadas apresentavam um grau de deficiéncia quanto
ao controle higiénico e sanitario, necessitando de medidas de controle para que
o produto final seja destinado de maneira higiénica e livre de contaminantes

potencialmente danosos a saude publica.
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9 CONCLUSOES

1. Alta prevaléncia de mastite subclinica e isolamento de Staphylococcus
aureus , alertam sobre a necessidade de medidas de controle, visando reduzir

a disseminacgao e os prejuizos nos rebanhos estudados .

2. A deteccao de genes codificadores de enterotoxinas tanto no leite das vacas
quanto nos tanques de refrigeragcdo comunitario sinalizam a possibilidade de
em condicbes favoraveis estes se manifestarem com a producdo de

enterotoxinas acarretando riscos a saude publica.

3. A presencga do gene mecA de resisténcia a oxacilina em cepas de S.aureus
destaca a importancia de estudos regulares de monitoramento e vigilancia que
contribuam para prevencédo e evitem a propagacdo das bactérias MRSA. A
presenga do gene mecA de resisténcia em cepas de S.aureus demonstram a
necessidade de estudos a fim de proporcionar o desenvolvimento de

estratégias para minimizar seu impacto na saude publica e animal.

4. Em relagdo a sensibilidade antimicrobiana, as cepas de ECP e ECN
avaliadas nos rebanhos do estudo apresentaram relevante grau de resisténcia
aos aminoglicosideos, gentamicina e neomicina, antibioticos ainda
amplamente utilizados em tratamentos intramamarios sugerindo monitoramento

de sua eficacia “in vivo” e avaliacao de alternativas.
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Deteccao de genes de enterotoxinas e perfil de sensibilidade
antimicrobiana de estafilococos coagulase negativos isolados de mastite

subclinica em pequenas propriedades da regiao de Bauru-SP

RESUMO

Estafilococos coagulase negativos (ECN) sdo comumente isolados de casos de
mastite subclinica em bovinos. A importancia de infecgdes intra-mamarias de
cepas de ECN tem se tornado cada vez mais relevantes, mas o papel das
diferentes espécies na mastite bovina, na qualidade do leite, seu potencial
como produtor de enterotoxinas e de casos de intoxicagdo alimentar ainda nao
esta totalmente esclarecidos. O presente estudo teve como objetivo o
isolamento de estafilococos coagulase negativos, a partir de amostras de leite
de bovinos, associados com casos de mastite subclinica, detectados em dez
pequenas propriedades leiteiras familiares, com ordenha mecéanica e produgao
média de 120 litros/dia, da regido de Bauru — SP. Além disso, determinar a
susceptibilidade antimicrobiana dos ECN isolados, bem como investigar a
presenca de genes de enterotoxinas sea, seb, sec e sed e do gene mecA de
resisténcia a oxacilina, a partir das cepas bacterianas do leite destes animais.
Foram avaliados pelo teste California Mastitis Test (CMT), 535 tetos, sendo 160
positivos (29,9%) e, destes, em 50 (31,2%) foram isolados ECN. Das 12
espécies de ECN isoladas, as mais frequentes foram S. warneri e S. hyicus,
ambos com oito isolados (16%) e S. xylosus com sete isolados (14%). Os
maiores niveis de resisténcia frente aos antibiéticos estudados,foi observado
frente ao grupo dos beta-lactamicos — penicilina e ampicilina, 56% e 52% de
resisténcia, respectivamente, enquanto a enrofloxacina apresentou
sensibilidade em 96% dos isolados. Com relacdo a presenga de genes
codificadores de enterotoxinas, dos 50 isolados, trés foram positivos para o
gene sec (6%) e negativas para o gene sea, seb, sed e mecA. Portanto, no
presente estudo, reforgca-se a importdncia dos estafilococos coagulase
negativos na mastite subclinica, bem como a sua resisténcia aos antibiéticos

beta-lactamicos.
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Palavras-chave: mastite, bovino, enterotoxinas, estafilococos coagulase

negativo, gene mecA, sensibilidade antimicrobiana.

ABSTRACT

Coagulase-negative staphylococci (CNS) are commonly isolated from cases of
subclinical mastitis in cattle. The importance of intra-mammary infections of
CNS strains has become increasingly important, but the role of different species
in bovine mastitis, milk quality, its potential as a producer of enterotoxins and
cases of food poisoning is not yet fully clarified. This study aimed at the isolation
of coagulase-negative staphylococci, from bovine milk samples, associated with
cases of subclinical mastitis detected in ten small family dairy farms with milking
and average production of 120 liters / day, in the region of Bauru - SP. Also,
determine the antimicrobial susceptibility of nosocomial and investigate the
presence of enterotoxin genes sea, seb, sec and sed and the mecA gene of
oxacillin resistance from the bacterial strains of the milk of these animals.
California Mastitis Test (CMT) was performed in 535 teats, with 160 positive
(29.9%) and of these, 50 (31.2%) were isolated CNS. Of the 12 CNS species
isolated, the most frequent were S. warneri and S. hyicus, both with eight
isolates (16%) and S. xylosus with seven isolates (14%). The highest levels of
resistance to antibiotics front studied, it was observed against the group of beta-
lactam antibiotics - penicillin and ampicillin, 52% and 56% strength respectively,
while enrofloxacin had a sensitivity of 96% of the isolates. Regarding the
presence of genes encoding enterotoxins, the 50 isolates, three were positive
for the sec gene (6%) and negative for the gene sea, seb, sed and mecA.

Therefore, the present study reinforces the importance of coagulase negative
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staphylococci in subclinical mastitis as well as their resistance to beta-lactam
antibiotics.
Key words: mastitis, bovine, enterotoxin, coagulase negative staphylococci,

mecA gene, antimicrobial susceptibility.

INTRODUGAO

Mastites subclinicas ocasionadas por estafilococcos coagulase
negativos (ECN) tém sido relatados em muitos sistemas de produgéo leiteira no
mundo todo (THORBERG et al., 2009).

O género é dividido em estafilococos coagulase positivos e estafilococos
coagulase negativos (ECN), baseado na sua habilidade em coagular o plasma
(PYORALA; TAPONEN, 2009). Comumente, a diferenciagdo entre espécies de
ECN é baseada nas propriedades morfolégicas e bioquimicas.

Mais de dez diferentes espécies tém sido isoladas a partir de amostras
de leite bovino mastitico e as espécies mais comumente relatadas sao
Staphylococcus chromogenes e Staphylococcus simulans. Staphylococcus
epidermidis também tém sido frequentemente isolado. As espécies mais
comumente encontradas sédo Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus
simulans,  Staphylococcus  xylosus, Staphylococcus epidermidis e
Staphylococcus haemolyticus. Outros ECN frequentemente mencionados sao
S. warneri, S. saprophyticus, S. schleiferi e S. lugdunensis (THORBERG et al.,
2006).

A importancia de infecgdes intra-mamarias de cepas de ECN tem se
tornado cada vez mais relevantes, mas o papel das diferentes espécies na
mastite bovina e na qualidade do leite ainda nao esta totalmente esclarecido
(FRY et al., 2014).

Apesar dos efeitos na contagem de células somaticas (CCS) e na
produgao de leite seja considerado limitado, existem indicagdes de que estes
efeitos variam conforme a espécie, algumas inclusive, ao contrario do que se
acreditava sdo capazes de produzir infecgdes intramamarias persistentes. As
condicbes para estas manifestacdes podem estar associadas as cepas e a
imunidade do hospedeiro (VANDERHAEGHEM et al., 2014)
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Os ECN nao estdo somente associados a efeitos negativos sobre a
saude da glandula mamaria. Alguns autores sugerem que a colonizagao por
certas espécies ECN, pode proteger o apice dos tetos, principalmente de
novilhas contra outros patdégenos contagiosos e ambientais, além de um
possivel efeito positivo sobre a producdo de leite (VANDERHAEGHEM et al.,
2014).

Embora as enterotoxinas sejam produzidas principalmente por
estafilococos coagulase positivos (ECP), alguns estafilococos coagulase
negativos (ECN), envolvidos em uma variedade de infec¢cées animais e
humanas, tém tomado importéncia (CUNHA et al., 2006). Segundo Podkowik et
al., (2013) as toxinas produzidas pelo S.aureus, ja foram bem caracterizadas,
enquanto que muito pouco ainda se sabe sobre o potencial enterotoxigénico
das espécies coagulase negativas do género Staphylococcus.

Para as mastites por ECN, assim como para outros agentes, a
prevencdo € a chave para combater o problema. Entretanto, mais
conhecimento e experiéncia sdao necessarios para que o controle e as
estratégias de prevencao sejam efetivas. ECN tendem a ser mais resistentes
do que S. aureus, e facilmente desenvolvem multirresisténcia. O mecanismo de
resisténcia mais comum € a produgao de beta-lactamases, o que resulta a
resisténcia para penicilina G e aminopenicilinas, e alguns destes podem
carregar o gene mecA de resisténcia a oxacilina. Pelo uso indiscriminado de
antibidticos, cepas multirresistentes sao isoladas de bovinos com mastites por
ECN, dificultando portanto o seu controle (MACHADO et al. 2008).

O presente estudo teve como objetivo o isolamento de estafilococos
coagulase negativos, a partir de amostras de leite de bovinos, bem como
determinar a susceptibilidade antimicrobiana dos ECN isolados e investigar a
presenca de genes de enterotoxinas (sea;seb;sec;sed) e do gene mecA de

resisténcia a oxacilina, a partir das cepas bacterianas do leite destes animais.

MATERIAL E METODOS

Foram visitadas uma unica vez, dez pequenas propriedades familiares,

localizadas em municipios pertencentes a regido de Bauru e Marilia - SP,
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examinando-se amostras de leite de todas as vacas em lactagdo. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP — Campus de Botucatu; Protocolo N°
102/2014.

Todas as propriedades estudadas utilizavam o sistema de ordenha
mecanica, com produgdo média de 120 litros diarios e rebanho mestigo de grau
de sangue variado. Quanto as instalagdes e higiene na ordenha, apenas uma
propriedade nao tinha piso de cimento na sala de ordenha. Duas propriedades
possuiam sala de ordenha tipo fosso, e realizavam pré e pds — dipping. As oito
restantes, com manejo de “bezerro ao pé”, ndo apresentavam qualquer
preparacgao higiénica, seja na pré ou na pos-ordenha.

Previamente a coleta do leite, foi realizado o teste de Califérnia Mastitis
Test (CMT) em todos os tetos, utilizando-se de kit disponivel comercialmente e,
daqueles que apresentaram reacdo a partir de uma cruz, coletaram-se as
amostras de leite em tubos de ensaio estéreis, realizando-se a anti-sepsia do
ostio do teto com alcool iodado 5% e imediatamente encaminhadas ao
laboratdrio, sob refrigeragdo, em caixa isotérmica contendo gelo reciclavel.

Os isolados obtidos a partir das amostras de leite eram plaqueados em
Agar Sangue (10 L) e incubados por até 72 horas a 37°C. A identificacdo dos
estafilococos foi baseada na coloracdo de Gram e reagdo da catalase. Os
isolados eram ent&o inoculados em caldo infusdo de cérebro coragéo, por 24
horas, como descrito por Kloos; Scheleifer (1975). Apds o periodo de
incubacao, as espécies de estafilococos eram determinadas pela utilizagao de
provas bioquimicas.

Os estafilococos eram diferenciados de Micrococcus spp. baseando-se nas
provas de oxidacao e fermentagao da glicose, resisténcia a bacitracina (0.04U)
e susceptibilidade a furazolidona (100ug; Baker, 1984). A identificacdo de
Staphylococcus spp. seguiu a metodologia de Kloos; Schleifer (1975),
modificado por Cunha et al. (2004). Uma série de provas bioquimicas foram
realizadas, tais como fermentagdo de agucares (xilose, arabinose, sacarose,
trealose, maltose, manitol, lactose, frutose e manose), produgdo de
hemolisinas, reducédo de nitrato, presenca de urease e ornitina descarboxilase

e resisténcia a novobiocina.
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Foi realizado perfil de sensibilidade para todas as amostras de ECN
isoladas, de acordo com Bauer et al. (1966), em placas contendo Agar Mueller
Hinton. Foram utilizadas as seguintes drogas para o antibiograma: gentamicina
(10ug), tetraciclina (30ug), penicilina G (10 U.l.), neomicina (30ug), ampicilina
(10ug), sulfazotrim (25ug), oxacilina (10ug), cefalexina (30ug) e enrofloxacina
(5ug).

Foi realizada extracdo de DNA a partir das amostras de ECN, isoladas
dos casos de mastite subclinica. O acido nucléico foi extraido a partir de
linhagens de Staphylococcus spp. cultivadas em agar sangue ovino a 5% e
inoculadas individualmente em caldo Infusdo de Cérebro e Coragédo (BHI) e
incubadas a 37°C por 24 h. A extragao foi realizada com GFX GenomicBlood
DNA Purification kit® (GE Healthcare®).

Foram utilizados iniciadores especificos para os genes codificadores de
cada enterotoxina, EEA (sea e sea2), EEB (seb1 e seb2), EEC (sec1 e sec2)
e EED (sed7 e sed?2), de acordo com Johnson et al. (1991), em amostras de
leite das dez propriedades avaliadas.

As reagdes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de
0,5mL em volumes totais de 25uL, contendo 10pmol de cada primer, 2,0U de
Taq DNA polimerase, 100mM de desoxiribonucleotideostrifosfatados, 20 mM
de Tris-HCI (pH 8,4), 0,75 mM de MgCI2 e 3 yL da amostra. Em todas as
reagcoes realizadas foi utilizado um controle negativo, pela substituicao do
acido nucléico por agua. A incubagdo foi realizada em termociclador
Mastercycler Pro - Eppendorf®, empregando-se inicialmente os parametros
descritos por Johnson et al. (1991) com algumas modificacbes propostas por
Cunha et al. (2006) que consistem de: um primeiro ciclo a 94°C por quatro
minutos, desnaturacao a 94°C por 2 minutos, anelamento dos primers a 55°C e
extensdo a 72 °C por um minuto e 30 segundos. Posteriormente procede-se
um segundo ciclo de desnaturagcao a 94 °C por 2 minutos, anelamento dos
primers a 53 °C e extensao a 72 °C por um minuto e 30 segundos. No terceiro
ciclo a temperatura de anelamento é reduzida para 51 °C seguido por mais 37
ciclos com estes ultimos parametros. Apés completar os 40 ciclos, os tubos sao

incubados a 72 °C por sete minutos antes de resfriar a 4 °C.
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A eficiéncia das amplificagdes foi monitorada pela eletroforese em gel de
agarose a 1% preparado em tampao de TBE 1,0 X e corado com Syber® Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen)®, na concentracdo de 22uL/170 mL de gel . O
tamanho dos produtos amplificados foi comparado com o padrdao 100 pb e
posteriormente fotografado sob transiluminacdo UV. Cepas toxigénicas de
referéncia internacional de S. aureus foram utilizadas como controle positivo: S.
aureus produtor de sea: ATCC 13565; S. aureus produtor de seb: ATCC
14458; S. aureus produtor de sec: ATCC 19095 e S. aureus produtor de sed:
ATCC 23235.

As reagdes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5
mL em volumes totais de 25uL, contendo 10 pmol de cada primer, 2,0U de Taq
DNA polimerase, 100mM de desoxiribonucleotideostrifosfatados, 20 mM de
Tris-HCI (pH 8,4), 0,75 mM de MgCI2 e 3 pL da amostra. A incubagéo foi
realizada em termociclador apropriado, utilizando os primers mecA1 (AAA ATC
GAT GGT AAA GGT TGG) e mecA2 (AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG),
empregando os parametros descritos por Murakami et al. (1991) que consistem
de: 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por trinta segundos, anelamento dos
primers a 55,5°C por trinta segundos e extensao a 72°C por um minuto. Apos
completar os 40 ciclos, os tubos foram incubados a 72°C por cinco minutos

antes de resfriar a 4°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das dez propriedades visitadas, foram coletadas amostras de um
total de 134 vacas em lactagao, sendo que 74 (55,2%) apresentaram ao menos
um quarto com mastite subclinica. Através do CMT foram avaliados 535
quartos mamarios. Destes, 160 (29,9%) foram positivos, sendo submetidos a
analise microbiolégica, resultando em 50 (31,2%) amostras de ECN.

Foram identificadas 12 diferentes espécies de ECN, a mais frequentes
foram S. warneri e S. hyicus, ambos com 8 (16%). As demais espécies
encontradas foram: sete S. xylosus (14%); seis S.sacharolyticus e seis S.
lugdunensis, ambos com 12%; quatro S.haemolyticus (8%); trés S. epidermidis
(6%), dois S. pasteuri, dois S. chromogenes, dois S.hominis, ambos com 4% e
apenas uma amostra de S. saprophyticus e uma amostra de S. auricularis (2%)
(Tabela 1).
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TABELA 1. Estafilococos coagulase negativos (ECN) correspondendo a
47,6% dos isolados de 105 amostras de Staphylococcus spp.,obtidos de
mastite subclinica, procedentes de dez pequenas propriedades leiteiras do

Estado de Sao Paulo.

NUMERO
AGENTE %

ISOLAMENTOS
S. warneri 08 16,0
S. hyicus 08 16,0
S. xylosus 07 14,0
S. lugdunensis 06 12,0
S. sacharolyticus 06 12,0
S. haemolyticus 04 8,0
S. epidermidis 03 6,0
S. pasteuri 02 4,0
S. chromogenes 02 4,0
S. hominis 02 4,0
S. auricularis 01 2,0
S. saprophyticus 01 2,0
TOTAL 50 100,0

A avaliacdo pelo método de sensibilidade in vitro frente aos
antimicrobianos estudados demonstrou niveis de resisténcia das amostras de
ECN, para a penicilina e ampicilina, de 56 e 52% respectivamente. Para os
demais antibidticos testados a resisténcia foi de 36% para tetraciclina, 20%
para gentamicina, 18% para neomicina, 16% para oxacilina, 14% para

cefalexina, 12% para o sulfazotrim e 4% para enrofloxacina . A Tabela 2
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apresenta os resultados considerando-se o perfil de resisténcia dos ECN

isolados.

TABELA 2. Antibiograma, com resultados em porcentagem, de resisténcia dos

estafilococos coagulase negativos (ECN), isoladas de leite bovino.

Resisténcia

Drogas ECN
Penicilina G(10UlI) 56,0
Ampicilina (10 pg) 52,0
Tetraciclina (30ug) 36,0
Gentamicina(10ug) 20,0
Neomicina (30ug) 18,0
Oxacilina (10ug) 16,0
Cefalexina (30 ug) 14,0
Sulfazotrim (25 ug) 12,0
Enrofloxacina(5ug) 4,0

Com relagdo a presenga de genes codificadores de enterotoxinas, dos
50 isolados, trés ECN foram positivos para o gene sec, (6%) e negativas para o

gene sea, seb, sed e mecA (Tabela 3).

TABELA 3. Deteccédo de genes de enterotoxinas, pela técnica de Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) em amostras de leite com mastite subclinica por

estafilococos coagulase negativos (ECN).
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Espécie sea seb sec sed mecA
S.xylosus - - 1 - -
S.hyicus - - 1 - -
S.lugdunensis - - 1 - -

Total - 3 - -

Legenda: - = ndo detectado

Os ECN foram isolados em 31,2% das 160 amostras. As espécies mais
frequentes dentre as 12 espécies isoladas foram S.warneri, (16%), S. hyicus
(16%) e S. xylosus (14%). Guimaraes et al (2013), em 10 rebanhos no Brasil,
identificaram 263 amostras de Staphylococcus spp, sendo 135 (51%)
classificados como ECP e 128 (49%) como ECN, distribuidos em 18 diferentes
espécies, com maior prevaléncia para S.warneri, S.epidermidis e S. hyicus .

Rall et al., (2014), no Brasil, em 292 amostras de leite com mastite
subclinica, encontraram 22,6% de ECN, mas os resultados ndo associaram
estatisticamente estas espécies aos casos de mastite, sendo inclusive a
espécie S.saprophyticus, significativamente mais prevalente em vacas sadias.
Corroborando com este estudo, o S.warneri foi o mais prevalente, com 27,5%
dos isolados de vacas com mastite subclinica, seguidos por S.saprophyticus
(16,3%) e S.epidermidis (13,8%). S. xylosus foi isolado em 7,5% dos casos de
mastite subclinica, em nosso estudo 14% dos isolados eram de S. xylosus.
Alguns estafilococcos séo frequentemente encontrados na pele sadia do ubere
ou nas maos dos ordenhadores. S.warneri, S.epidermidis , S.simulans e
S.saprophyticus sdo considerados como da flora bacteriana normal, ja S.
xylosus e S.sciuri, parecem proceder do ambiente (PYORALA et al., 2009).

Vanderhaeghen et al (2014), consideram o S.xylosus uma espécie
versatii mas que pouco se conhece sobre sua epidemiologia. Luthje et al.,
(2006) na Alemanha isolaram 259 cepas de ECN de casos de mastite
subclinica com a seguinte distribuicdo; S.chromogenes (33,2%), S.simulans
(23,2%), S.epidermidis (11,7%) e S.haemolyticus, S.xylosus (9,4%). Park et al.,
(2011), em 263 amostras de ECN de vacas com infec¢des intramamarias (IMI)

no Estados Unidos identificaram como no presente estudo 11 diferentes
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espécies, incluindo, S.chromogenes (72,2%), S.xylosus (9,1%), S.haemolyticus
(6,1%), S.sciuri ssp. carnaticus e S. hyicus (3%), S.simulans (2,7%), S. caprae
(1,1%) S.epidermidis e S.succinus (0,8%), S.capitis e S.hominis (0,4%).

Segundo Vanderhaeghen et al (2014), as cinco espécies de ECN
frequentemente identificadas como causadoras de infecgdo intramamaria sé&o
S.chromogenes, S.simulans, S.haemolyticus, S.xylosus e S.epidermidis.
Trabalho realizado em Uganda ( Bjork et al., 2014) verificou-se que, de 166
quartos mamarios com mastite subclinica, provenientes de pequenas
propriedades leiteiras e submetidos a analise microbiolégica, resultaram em
31,7% de ECN, identificados como S.epidermidis (85%) e S.haemolyticus
(15%).

No Canada, de um total de 877 isolados de ECN, 20 diferentes espécies
foram identificadas, com a espécie S.chromogenes sendo a mais comum
(48%),seguido da S.simulans (19%) e S.xylosus (10%). Somente nove
espécies foram associadas a infecgdes persistentes e diferiram quanto a
influéncia no numero de células somaticas, sugerindo que algumas espécies
(S.chromogenes e S.simulans) sao mais adaptaveis ao hospedeiro (Fry et al.,
2014). Segundo, Vanderhaeghen et al, (2014), existem resultados ainda
conflitantes em relacdo a verdadeira importancia dos ECN para saude da
glandula mamaria, principalmente no aspecto epidemiolégico, do potencial de
viruléncia, seu papel nas infecgdes intramamarias persistentes e efeitos sobre
a contagem de células somaticas. Desta forma os ECN n&o devem ser
considerados um grupo homogéneo de bactérias, sendo necessario mais
estudos para elucidagdo destes aspectos, além de uma especial atengdo na
identificacdo, classificacdo e associacdo as patologias que possam
eventualmente causar (Vanderhaeghen et al., 2014).

Com relagdo a presenga de genes codificadores de enterotoxinas, dos
50 isolados, trés foram positivos para o gene sec, (6%) sendo, um S. xylosus,
um S. hyicus e um S. lugdunensis. e negativas para o gene sea, seb, sed e
mecA.

Guimaraes et al., (2013), encontraram prevaléncia maior do gene sea
em isolados de ECN (35,1%) quando comparados aos ECP (9,5%). No
presente estudo, o S.xylosus, S.hyicus e S.lugdunensis foram associados a

producao de enterotoxinas, todos para sec, em contrapartida o S.warneri,
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apesar de mais prevalente ndo apresentou genes codificadores de toxinas.
Neste trabalho, ainda, foi demonstrado que S.warneri e S.hyicus revelaram alta
porcentagem de gens codificadores de enterotoxinas, 77,5% e 81,3%
respectivamente. Sendo os mais frequentes para os ECN, os para sea (35,1%),
seb (7,1%) e sec (6,5%). No trabalho de Unal; Cinar (2012), de 81 isolados de
ECN, provenientes de vacas com mastite subclinica em 40,7% foram
encontrados genes codificadores de enterotoxinas.

A resisténcia bacteriana a meticilina, deve se na maioria das vezes, a
modificagdo de uma proteina adicional de ligagdo a penicilina (PBP?a)
codificada pelo gene mecA, e representa um sério problema tanto do ponto de
vista de sua detecgdo como por sua importancia em saude publica. Esta
resisténcia dos Staphylococcus spp , a meticilina implica em resisténcia aos
beta-lactdmicos em geral e apresenta um padrdo de resisténcia multipla a
outros antimicrobianos tais como as quinolonas e o0s aminoglicosideos
(MARIN, 2002). No presente trabalho foi encontrada resisténcia aos
aminoglicosideos de 20% para gentamicina e 18% para neomicina e 14% para
cefalexina, drogas bastante utilizadas em infecgdes intramamarias.

Na Finlandia, Gindonis et al. (2013), obteve 1,5% das amostras de S.
aureus obtidas de mastite subclinica positivas para este gene, enquanto um
numero maior de ECN 5,2% apresentaram o gene, sendo todos S.epidermidis.
Além deste, também o S.simulans e S.chromogenes tem sido associados a
mastite bovina e presenca de mecA (FESSLER et al., 2010). Segundo Gindonis
et al, (2013), a resisténcia a meticilina originada de mastite bovina é mais
comum nos ECN. No trabalho de Unal; Cinar (2012), foram detectadas 6,17%
de amostras de ECN isolados de mastite subclinica bovina, positivas para o
gene mecA. No presente estudo nenhuma cepa de ECN apresentou o gene
mecA , talvez pela baixa prevaléncia das espécies mais associadas a este
gene. Em contrapartida 16% das amostras de ECN foram resistentes a

oxacilina.

CONCLUSAO
Verificou-se que cepas de estafilococos coagulase negativos causadoras
de mastite subclinica estdo sendo isoladas nas pequenas propriedades

avaliadas e o perfil de resisténcia antimicrobiana destes agentes aos
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antimicrobianos  beta-lactdmicos, assim como aos aminoglicosideos,
demonstra a necessidade de se reavaliar a terapia antimicrobiana mais

adequada para o tratamento de mastite nestas propriedades.
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tanques de refrigeracao procedentes de pequenas
propriedades da regido de Bauru-SP” Protocolo n° 102/2014-
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ANEXO 2

Foram processados 300 pL do leite coletado diretamente do tanque,
bem como das amostras de leite dos tetos das vacas. Adicionou-se 900 uL da
solugao de lise em tubo de 1,5 mL, homogeneizando-se. A mistura foi incubada
a temperatura ambiente por cinco minutos. Realizou-se a centrifugagdo a
12000 rpm por 20 minutos. Apds a centrifugagdo removeu-se o sobrenadante
por aspiracdo. Do pellet realizou-se uma digestdo inicial das células de
estafilococos com lisozima (10 mg/mL) e proteinase K (20 mg/mL) e extragao
do DNA utilizando-se GFX Genomic Blood DNA Purification kit® (GE
Healthcare®). Adicionou-se 500 pL da solug¢do de extragdo a mistura e
centrifugacédo a 10.000 x g por 4 minutos. Em seguida o sobrenadante foi
transferido para a coluna GFX e centrifugado a 5.000 x g por 1 minuto. O
liquido coletado descartado e 500 yL de solugcédo de extragdo foi adicionada
novamente a coluna. Apds a centrifugacéo e descarte do liquido coletado, 500
ML da solugcdo de lavagem foi adicionada a coluna e esta submetida a
centrifugacéo a 20.000 x g por 3 min. A seguir, a coluna foi transferida para um
tubo de 1,5 mL e 200 yL de agua Milli Q aquecida a 70°C e utilizada para a
eluicdo (CUNHA et al., 2006).
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ANEXO 3

A extracao foi realizada com GFX GenomicBlood DNA Purification kit®
(GE Healthcare®). Foi transferido 200uL da suspensao de Staphylococcus
spp. com 24 h de incubagao para um eppendorf de 1,5 mL. Foi centrifugado a
10.000g por 1 minuto e removido todo o sobrenadante. A seguir, foi adicionou
se 40 pyL do tampéao de lisozima e misturou se imediatamente em vortex.
Adicionou se 10 pL de lisozima e agitar-se em vortex, incubando-se a
temperatura ambiente por 15 minutos e agitando-se ocasionalmente. Adicionou
10 pyL de proteinase K e agitar em vértex. Incubar a 56°C por 15 minutos,
homogeneizando-se em vortex. Adicionar 500 yL do tampédo de lise (Lysis
Buffer), agitando-se vigorosamente. Incubar a mistura por 10 minutos a
temperatura ambiente, agitando-se ocasionalmente. Em seguida, centrifuga-se
a 5.000g por 1 minuto. A parte, coloca-se a coluna GFX em um tubo de coleta
para cada purificacdo e coloca-se o tampao de eluigdo ( agua Mili Q) para
aquecer em banho maria a 70°C. Transfere-se todo o volume da mistura de
reacao a coluna GFX (aproximadamente 500 uL) e centrifuga-se a 5.000g por 1
minuto. Descarta-se o liquido coletado no tubo e novamente coloca-se a coluna
GFX para o tubo de coleta. Adiciona-se 500 pL do tampao de lise (Lysis Buffer)
a coluna GFX e centrifuga-se novamente a 5000g por 1 minuto. Descarta-se o
liquido coletado no tubo e novamente insere-se a coluna GFX para o tubo de
coleta. Adiciona-se 500 pL da solugao de lavagem (Wash Solution) a coluna e
centrifuga-se a 14.000 rpm por 3 minutos. Transfere-se a coluna GFX para um
eppendorf de 1,5 mL estéril. Adiciona-se 200 pL do tampao de eluicdo (agua
Mili-Q) pré-aquecido diretamente sobre a coluna GFX. Incuba-se a temperatura
ambiente por 1 minuto. Centrifuga-se a 5.000g por 1 minuto e recupera-se o
DNA que ficou no tubo. Em seguida, armazena-se o DNA extraido em freezer a

-20°C, identificando-se as amostras.
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APENDICE 1

FOTOS ARQUIVO PESSOAL — AMBIENTE DE ORDENHA

AMBIENTE DE ORDENHA

LEMOS, F. A.
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FOTOS ARQUIVO PESSOAL — TANQUES RESFRIAMENTO

LEMOS, F. A.



