RESUMO

A mastite € uma inflamacdo da glandula mamaria, geralmente causada
por infeccdo bacteriana, causando as maiores perdas econdmicas na
bovinocultura leiteira, devido a reducdo na producdo de leite e de sua
qualidade, aumento do uso de medicamentos e morte dos animais. Existem
muitos  micro-organismos  responsaveis pela mastite bovina, mas
Staphylococcus sp permanecem como 0S mais comumente isolados, em casos
de mastites clinicas e subclinicas. S&o vérios os fatores de viruléncia
envolvidos nessa patogénese, principalmente a producédo de biofilmes, o que
explicaria a cronicicidade da infeccdo e a producdo de toxinas. A presenca
constante desses micro-organismos pode ocasionar a selecdo de cepas
resistentes, além de ser um perigo no momento da ordenha, pois o leite
contaminado pode causar intoxicacdes, devido a ingestdo de enterotoxinas pré
formadas. Assim, o objetivo do trabalho foi identificar os Staphylococcus sp
isolados a partir de 279 amostras de leite de vacas saudaveis e 293 de vacas
com mastite (clinica ou subclinica), quanto a formacédo de biofilmes, além da
resisténcia a determinadas drogas. Foram isolados 63 (22,6%) cepas de
Staphylococcus sp, entre as amostras de leite de animais higidos e 80 (27,3%),
entre os doentes. A espécie mais frequentemente isolada entre os animais
doentes foi S. warneri (27,5%), mas S. aureus (17,5%) foi a Unica espécie onde
ocorreu diferenca estatisticamente significativa (p-valor 0,001) entre ambos o0s
grupos, comprovando sua maior ocorréncia em animais doentes. Em relacéo a
producdo de biofilme, foram testadas duas metodologias e a técnica da
microplaca (p-valor 0,47) foi melhor que a do vermelho congo (p-valor 0,29). O
gene mecA foi encontrado em 14 (9,8%) das 143 cepas analisadas,ocorrendo
somente em estafilococos coagulase negativa (ECN).

S. aureus ocorreu predominantemente em vacas doentes, enquanto 0s
ECN foram isolados de maneira indistinta, a partir do leite de vacas sadias e
doentes. De maneira instigante, varios fatores de viruléncia investigados foram
mais frequentemente encontrados nesse grupo, em relacdo a S. aureus,
sugerindo maiores pesquisas que evidenciem o real potencial patogénico desse
grupo.
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Abstract

Mastitis is an inflammation of breast tissue, by bacterial infection. It
causes economic losses to dairy cattle, because mastitis results in decrease of
production and in low quality of milk, increasing antimicrobial treatment and
cows mortality. Several microorganisms are associated to bovine mastitis, but
Staphylococcus spp. remain as the most commonly isolated bacteria from
clinical and subclinical mastitis. Several virulence factors are involved in mastitis
pathogenesis; one of the most important of them is the biofilm production that
can explain the infection persistency. The persistency of these microorganisms
can select antimicrobial resistant strains, besides, can contaminate the milk
during collection, resulting in foodborne for the consumers, if pre formed
enterotoxins were present. The aim of this study was to identify the species of
Staphylococcus, to detect the biofilm formation and to characterize the
antimicrobial susceptibility patterns in strains isolated from milk of 279 healthy
and 293 mastitic cows. Sixty-three strains of Staphylococcus spp. were isolated
from milk of healthy cow (22.6%), and 80 from mastitic cow milk samples
(27.3%). The most common species isolated from sick cows were S. warneri
(27.5%), but S. aureus was the only species that was significantly (P value
0.001) more associated with mastitic cows group. Regarding to biofilm
production, two methodologies were carried out. The microtiter plate assay
detected more biofilm producer strains (47%) than the congo red agar
technique (29%). In relation to mecA gene, that confers resistance to all beta-
lactam antimicrobial agents, it was detected in 14 (9.8%) out of 143 analyzed
strains, all of them occurring in coagulase-negative staphylococci. In summary,
we observed that S. aureus occurred mainly in mastitic cows, while coagulase-
negative staphylococci occurred equally between the healthy and sick cows
groups. Surprisingly, virulence factors were more associated to coagulase-
negative staphylococci strains, fact that brings up the needing of more studies

to elucidate the potential pathogenic role of these bacteria.

Keywords: antibiotic, biofilm, mastitis, mecA, Staphylococcus sp.



1. INTRODUCAO

A mastite € uma inflamacao da glandula mamaria, geralmente causada
por infeccdo bacteriana, levando a grandes perdas econbmicas na
bovinocultura leiteira, devido a reducdo na producdo de leite e de sua
qualidade, aumento do uso de medicamentos e morte dos animais (MELCHIOR
et al.,, 2006). Em relacdo a saude publica, essa doenca também merece
destaque devido ao perigo potencial de transmissao de micro-organismos
patogénicos ao homem, através do leite e seus derivados. (BALABAN &
RASSOLY, 2000).

A mastite pode ser classificada em clinica ou subclinica. O primeiro tipo
se caracteriza pela facil visualizacdo dos sinais do processo inflamatério, como
edema, aumento de temperatura, hiperemia e sensibilidade da glandula
mamadria, aparecimento de grumos, pus, sangue ou qualquer outra alteracéo
nas caracteristicas do leite (MARGATHO et al, 1998; FONSECA & SANTOS,
2000). A mastite subclinica caracteriza-se por alteragcdes na composicdo do
leite, como 0 aumento no numero de células somaticas e dos teores de cloro e
sédio, além da diminuicdo nos teores de caseina, lactose e gordura e
apresenta prevaléncia muito maior que a forma clinica (FONSECA & SANTOS,
2000).

Freitas & Magalhaes (1990), no Rio de Janeiro, observaram positividade
de 37,7%, nas amostras de leite de vaca com mastite subclinica. Valores
semelhantes foram encontrados por Vieira da Motta et al. (2001), com 39,7%
positivas entre 362, no interior do estado do Rio de Janeiro. Frequéncias

menores foram observados em S&o Paulo, por Nader Filho et al. (1988), com



11,9%, e em Minas Gerais, por Ribeiro et al. (1991), com 15,6% das amostras
positivas.

Os micro-organismos causadores da mastite podem ser classificados
em contagiosos ou ambientais e invadem o Ubere através do canal do teto,
onde se multiplicam. Pela Figura 1, pode-se observar o desenvolvimento da

mastite em um Ubere infectado.
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Figura 1 Representacdo esquematica do desenvolvimento da mastite

em um Ubere infectado.

Segundo Fostyer & Hook (1998), inicialmente, a bactéria se multiplica
no leite, com acesso a parte superior da glandula mamaria. ApGs a adesao as
células epiteliais alveolares, ocorre a producdo de toxinas. Essa adesdo
estimula a ativacdo de macrofagos e a migracao de neutrofilos do sangue para
o leite (0o que explica o aumento da contagem de células somaticas), com
inflamacé&o da glandula mamaria, diminuicdo da resposta imune do hospedeiro

e danos as ceélulas epiteliais. Assim, a bactéria consegue atingir a camada



subepitelial, se ligando ao fibrinogénio e outros receptores protéicos da célula
hospedeira, estabelecendo uma infec¢ao cronica.

Existem muitos micro-organismos causadores de mastite bovina, mas
Staphylococcus aureus e S. epidermidis estdo entre 0os mais comumente
isolados (VASUDEVAN et al., 2003; MELCHIOR et al., 2006, CLUTTERBUCK
et al., 2007).

A mastite, clinica ou subclinica, causada por S. aureus, um estafilococo
coagulase positiva (ECP) é reconhecida como uma das principais doencas que
afetam o gado leiteiro, causando perdas financeiras de, aproximadamente, dois
bilhbes de dodlares (VASUDEVAN et al., 2003). O papel dos estafilococos
coagulase negativa (ECN) recentemente foi revisto e esses micro-organismos,
antes considerados contaminantes, agora sao causa frequente de mastite,
principalmente subclinica (TAPONEN et al., 2007).

Os ECN sao comumente considerados oportunistas, geralmente residem
na pele do teto e causam mastite via infec¢cdo ascendente através do canal do
teto (RADOSTITSET al. 2007). Pyorala et al. (2009) concluiram que esses
micro-organismos podem causar infeccdo persistente, resultando em um
aumento da contagem de células somaticas do leite, afetando sua qualidade e
diminuindo a produgdo. Controlar esses micro-organismos é dificil, pois a
epidemiologia ndo é clara e o grupo € composto por mais de 45 espécies
diferentes de Staphylococcus (DSMZ.DE/DSMZ, 2011).

Em relacdo a mastites causadas pelos estafilococos, no Brasil, Pereira
et al. (2007) encontraram, nos rebanhos do sul do estado de Minas Gerais,
35,6% de ECP e 7,4% de ECN entre as 2.368 vacas submetidas ao California

Mastitis Test (CMT). Ferreira et al. (2007) identificaram o género



Staphylococcus sp em 74,6% dos casos de mastite no municipio de Teresina,
Piaui. Nos Estados Unidos, Hoe & Ruegg (2005) encontraram 19,5% de
positividade para ECN e Pol & Ruegg (2007) observaram 15%.

Os ECNs compreendem um grupo heterogéneo dentro do género
Staphylococcus, mas S. epidermidis, S. simulans e S. chromogenes sdo 0s
mais comuns (LUTHJE & SCHWARZ, 2006; TAPONEN et al., 2006). Sawant et
al. (2009), a partir de 168 cepas de ECN identificaram 36% de S. chromogenes,
22% de S. epidermidis e de S. hyicus, 10% S. simulans, 4% S. warneri, 2% de
S. hominis, 1% de S. intermedius, S. haemolyticus, S. sciuri e S. xylosus.

Varios fatores de viruléncia, incluindo producdo de hemolisina,
leucocidina, toxinas esfoliativas, enterotoxinas e capacidade de formar biofilme
foram observados em cepas de estafilococos, isolados de bovinos com mastite
(HAVERI et al., 2008).

A formacado de biofilmes por Staphylococcus constitui um importante
fator de viruléncia no quadro de mastite, envolvendo a adeséo da bactéria em
superficies solidas, através de polissacarideos capsulares, seguida de
multiplicac@o bacteriana, com o desenvolvimento de multicamadas de bactérias
envolvidas por uma matriz, composta de uma adesina intercelular
polissacaridica (PIA), conforme Figura 2 (LASA & PENADES, 2006;
CLUTTERBUCK et al.,, 2007) Essas estruturas dificultam a acédo de células
fagocitarias da resposta imune e de antimicrobianos, devido a baixa difuséo
atraves da matriz (FOX et al., 2005; HARRAGHY et al., 2006; CLUTTERBUCK
et al., 2007). Tais caracteristicas permitem a colonizacdo do epitélio da
glandula mamaria e o estabelecimento de uma infeccao persistente (FOX et al.,

2005; MELCHIOR et al., 2006).
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Figura 2 Formacao e maturacado do biofilme.

A capacidade dos Staphylococcus produzir biofilme pode ser
detectada pela triagem das cepas possuidoras dos genes responsaveis pela
formacdo desse composto, seguido de testes in vitro (CUCARELLA et al.,
2004). Varios genes sao responsaveis por essa producao.

A producdo da adesina intercelular polissacaridica (PIA) é mediada
pelo locus ica (intercellular adhesion) (McKENNEY, et al., 1998; CRAMTON et
al., 1999), constituidos pelos genes icaA, icaD, icaB e icaC e 0s que parecem
ter maior importancia na producao de biofilmes séo o icaA e icaD (ARCIOLA et
al., 2001). O gene icaA € responsavel pela producdo da enzima N-
acetilglicosaminiltransferase, envolvida na sintese de N-acetilglicosamina
(ARCIOLA et al.,, 2001). O gene icaD influi na expressdo dessa enzima,
responsavel pela expressao fenotipica do polissacarideo capsular (GERKE et
al., 1998).

Outros genes importantes, que também regulam a formacdo de

biofilmes séo o bap (biofilm-associated protein), agr (acesory gene regulator) e



sar (staphylococcal acessory regulator) (ARCIOLA et al., 2001; VASUDEVAN
et al., 2003; FOX et al., 2005; MELCHIOR et al., 2006).

O gene bap, localizado em uma ilha de patogenicidade, sintetiza a
proteina de superficie Bap, que apresenta 2.276 aminoacidos e promove a
ligacdo primaria a superficies abibticas e a adesao intercelular, ao contrério da
adesina intercelular polissacaridica (PIA), que parece estar envolvida somente
na adesao intercelular (UBEDA et al., 2003; CUCARELLA et al., 2004; LASA &
PENADES, 2006). Segundo Cucarella et al. (2004), cepas de S. aureus bap
positivas, com inativacdo ou auséncia do operon ica continuaram a apresentar
sintese de biofilme in vitro sem alteracfes, sugerindo que somente o gene bap
pode suprir a deficiéncia da producéo de PIA. Tormo et al. (2005) observaram
que cepas de Staphylococcus que apresentaram o0 gene bap eram fortemente
produtoras de biofilme mesmo n&o apresentando os genes icaABCD.

O quorum-sensing € um sistema de comunicacdo entre células
bacterianas, que afeta a expressdo de varios fatores de viruléncia. O Unico
sistema desse tipo em S. aureus é codificado pelo locus agr, que consiste de 4
genes (agrA, agrC, agrD, agrB), sendo este locus ativado durante a transicéo
da fase de multiplicacdo exponencial para a estacionéaria. (VOUNG et al., 2000;
JEFFERSON, 2004). Quando ativado, esse sistema parece inibir a formagao
de biofilme, nas células de S. aureus (VOUNG et al., 2000; UBEDA et al.,
2003).

O sistema sar é composto por um unico gene (sarA), trancrito pelos
promotores P1, P2 e P3, resultando nos mRNAs sarA, sarB e sarC. A proteina
SarA age inibindo ou aumentando a transcricdo de varios genes. Beenken et al.

(2003) observaram que cepas de S. aureus com mutagdo no locus sarA



apresentaram menor capacidade em formar biofilme, ao contrario do que
acontece com o locus agr, cuja perda parece aumentar a capacidade de
formacao de biofilmes (VUONG et al. 2000).

A descricdo da producdo de biofilmes por cepas de S. aureus
causadores de mastites clinicas ou subclinicas é bem variavel. Em 1993,
Baselga et al. encontraram uma baixa porcentagem de cepas produtoras, de
12%. Entretanto trabalhos mais recentes como de Arciola et al (2001) relataram
positividade maiores, de 60,8%, semelhantes a encontrada por Vasudevan et
al. (2003), de 68,5%. Fox et al. (2005) encontraram 41%, enquanto Oliveira et
al (2006) e Vautor et al. (2007) observaram 37,5% e 39%, respectivamente.

Em relacdo a S. epidermidis, Arciola et al. (2001) observaram
positividade de 48,5% e Oliveira et al. (2006) observaram, para essa espécie, a
mesma porcentagem de cepas produtoras de biofilmes encontradas em S.
aureus, de 37,5%.

A formacédo do biofilme pode ser verificada por diferentes métodos. A
técnica de microplaca € quantitativa, por leitura em espectrofotbmetro
(VASUDEVAN et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2007). Existem alguns métodos
qualitativos, como a utilizacdo de agar vermelho Congo (CHRISTENSEN et al.,
1982; BASELGA et al.,, 1993), para identificar estafilococos produtores e
baseia-se no cultivo de estafilococos sobre o agar sélido, suplementado com o
corante vermelho Congo. Outra metodologia qualitativa é a verificacdo da
producdo de biolfilme em tubo de borossilicato, corado com azul de tripan
(CHRISTENSEN et al., 1982). Ainda, pode-se avaliar a habilidade dos micro-
organismos em produzir biofilme sobre superficie abiotica, por meio do

microscopio eletronico de varredura (P1IZZOLITTO, 1997).
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Melo (2008) observou a producao de biofilme por cepas de S. aureus
em 85% das amostras pelo método vermelho-congo. No teste em microplaca,
98,9% dos isolados foram produtores de biofilme e 95,7% apresentavam os
genes icaA e icaD. Ciftci et al. (2009) analisaram 59 cepas de S. aureus e 22
(37,2%) foram produtoras de biofilme pelo método vermelho-congo. No entanto
somente 15 foram positivas para os genes icaA e icaD.

Outro importante fator de patogenicidade em S. aureus é a producéo
de enterotoxinas, sendo um dos maiores causadores de intoxicagdo alimentar
no mundo, devido a ingestédo de toxinas pré formadas no alimento (HATA et al.,
2006). A presenca de cepas de S. aureus possuidoras dos genes responsaveis
pela producdo de enterotoxinas ndo implica necessariamente na ocorréncia de
casos de intoxicagdes, entretanto, o leite € um excelente substrato para a
proliferacdo desses micro-organismos, devido a abundancia de nutrientes.
Além disso, a temperatura da glandula mamaria é ideal para a producéo de
enterotoxinas em concentragcdes suficientes para causar a doengca no homem
(NADER FILHO et al., 2007).

As enterotoxinas estafilocécicas classicas sdo exoproteinas
hidrossollveis, com peso molecular de 26 a 29 KDa, caracterizadas por uma
ponte dissulfeto, proximo ao centro da molécula. Os cinco tipos sorologicos
classicos foram designados pelas letras A, B, C, D e E (BERGDOLL &
ROBBINS, 1973). Apresentam grandes quantidades de lisina, acido aspartico,
glutdmico, tirosina, dois residuos de triptofano e cistinas, formando a cisteina, a
qual, provavelmente, se atribui o sitio de toxicidade. A composicdo dos
aminoacidos das toxinas A, D, E, B, C;, C, e C; € semelhante (BERGDOL,

1989).
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As enterotoxinas estafilococicas sdo consideradas superantigenos,
pois sao substancias capazes de se ligar simultaneamente ao Complexo Maior
de Histocompatibilidade (CMH) de classe Il na célula apresentadora de
antigeno e aos receptores de células T, sem a presenca de antigenos
especificos. Com essa ligacdo, ocorrem efeitos sistémicos como febre alta,
vomito, diarréia e disfuncbes hepéaticas e renais (FERNANDEZ et al., 2006).

Existe uma grande controvérsia sobre o papel das enterotoxinas na
mastite. Segundo Sutra & Poutrel (1994), SEC e SED sao as mais importantes
nos processos infecciosos intramamarios, uma vez que induzem a liberacao de
fatores inflamatérios. Recentemente, Zecconi et al. (2006) identificaram ao
menos um gene das enterotoxinas em todos 0s bovinos estudados na Italia.
Por outro lado, autores como Larsen et al. (2000) argumentaram que 0S genes
dessas enterotoxinas ndo parecem ter um papel importante no quadro de
mastite, uma vez que somente um em 414 animais com mastite apresentou S.
aureus com o gene sec, na Dinamarca.

A enterotoxina estafilocécica do tipo A (SEA) € a mais comumente
implicada nos casos de intoxicagdo alimentar. O gene entA é composto por 771
pares de base e carreado por um bacteriéfago temperado (BORST & BETLEY,
1992). O gene entB regula a producdo da enterotoxina do tipo B (SEB), que
apresenta, aproximadamente, 900 nucleotideos (JOHNS & KHAN, 1988). Esse
gene pode estar integrado ao DNA bacteriano, no caso de amostras clinicas ou
carreado por um plasmidio de 750 Kb, em amostras de outras origens
(SHAFER & IANDOLO, 1978).

O grupo da toxina C (SEC) e formado por trés subtipos

antigenicamente distintos e denominados de SEC1, SEC2 e SEC3. Segundo
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Marr et al. (1993), a enterotoxina C € heterogénea e apresentas variagdes
antigénicas e em sua sequéncia molecular, ocorrendo ainda, as variantes SEC
bovina e SEC ovina, cuja classificacdo é baseada em diferencas antigénicas e
no animal hospedeiro da qual foi isolada.

A enterotoxina estafilocdcica tipo D (SED) € o segundo tipo mais
comum, associado a casos de intoxicacdo alimentar. O gene responsavel por
essa toxina € o entD, estando localizado no plasmidio PIB 485 (BAYLES &
IANDOLO, 1989). O gene para a enterotoxina E (SEE) € o entE e codifica uma
proteina de 29 Kda (VAN de BUSSCHE et al., 1993). Assim como a SEA e
SEP, este gene também é carreado por um fago (BAYLES & IANDOLO, 1989)

Em 1992, Betley et al. caracterizaram a toxina G e REN et al. (1994),
sequenciaram o0 gene da toxina H. Mempel et al. (2003) observaram que os
genes para as toxinas G, I, M, N e O pertencem ao mesmo cluster e a deteccéo
de um desses genes, geralmente indica a presenc¢a dos outros quatro.

A enterotoxina tipo | (SEI), codificada pelo gene entl apresenta a
menor homologia entre as enterotoxinas, apresentando 218 nucleotideos e,
junto com a SEG, ambas tém a capacidade de causar resposta emética e
proliferacdo de células T, com producao de Interleucina Il e Interferon gama
(MUNSON et al., 1998).

Mais recentemente, varias outras toxinas tém sido descritas e seus
genes sequenciados, sendo nomeadas como enterotoxinas K, L, M, N, O, P, Q,
R e U (JARRAUD et al.,, 2001; KURODA et al., 2001; ORWIN et al., 2001,
LETERTRE et al., 2003; OMOE et al., 2003). Porém, até 0 momento, a relacao
entre as novas enterotoxinas e intoxicagdes de origem alimentar ainda néo esta

completamente esclarecida, pois a maior incidéncia desses genes foi
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observada a partir de isolados clinicos ou cepas de cole¢fes de cultura (OMOE
et al., 2002; BECKER et al., 2003).

Essas novas enterotoxinas tem sido designadas como membros da
familia das enterotoxinas estafilococicas baseadas na sequencia de
similaridade com as enterotoxinas classicas. O Comite internacional de
Nomenclatura para Superantigenos de Staphylococcus (INCSSN) recomendou
que somente superantigenos que induzam emese por administracdo oral em
experiéncias utilizando primatas sejam chamadas de enterotoxinas, enquanto
outras toxinas relacionadas, mas que ndo causam emese nesse modelo
experimental sejam designadas como “enterotoxina estafilococica semelhante
a superantigeno” (staphylococcal entrotoxin-like (Sel) superantigens) (LINA et
al., 2004). Baseando-se nas recomendacdes do INCSSN, as toxinas SEJ, SEK,
..., SEU deveriam ser renomeadas como SEIJ, SEIK, ..., SEIU, respectivamente
(OMOE et al, 2005). Com excecéo de SEIH, SEll e SEIG, que ja apresentaram
atividade emética (SU & WONG, 1995; MUNSON et al., 1998), o envolvimento
das outras SElI em surtos de origem alimentar ainda ndo esta totalmente
exclarecido.

Existem poucos relatos sobre intoxicacdo estafilococica envolvendo
essas novas enterotoxinas (ROSEC & GIGAUD, 2002), em contraste com a
extensa literatura sobre surtos causados pelas cinco enterotoxinas classicas
(AKINEDEN et al.,, 2001; FUEYO et al.,, 2001; HOLECKOVA et al, 2002,
ROSEC & GIGAUD, 2002; ERCOLINI et al, 2004).

Rosec & Gigaud (2002) testaram 258 cepas de Staphylococcus aureus
e 74 de ECN, quanto a presenca dos genes das enterotoxinas SEA, SEB, SEC,

SED, SEE, SEG, SEH, SEI e SEI. Nenhuma cepa de ECN apresentou genes
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para quaisquer toxinas. A presenca dos genes das toxinas classicas ocorreu
em 76 (29,5%) das 258 cepas de S. aureus, enquanto os das toxinas G, H, | e
J foram detectados em 147 isolados (57%).

S. aureus foi detectado em Mildo, na Italia, em 96% (93 em 97 cepas)
do total de amostras de leite cru e de queijo produzido a partir de leite bovino e
de cabra. A partir dos isolados, foi pesquisadas a presenca dos genes que
codificam para a producédo das enterotoxinas SEA, SEC, SED, SEE, SEG,
SEH, SEI, SEJ, SEL, obtendo-se 66 (71%) amostras positivas para, pelo
menos, um desses genes. Os mais comumente encontrados, provenientes de
leite bovino foram o sed, com 28 cepas positivas (30,1%), seguido do sea com
27 (29%), de sej com 24 (25,8%), sei com 6 (6,5%) e sec, seh e sel, com 1
(1,1%) cada. Segundo os autores, todas as cepas que apresentaram genes
para as enterotoxinas classicas, foram produtoras, quando testadas com o
auxilio de um kit comercial (CREMONESI et al., 2005).

Outras espécies de Staphylococcus coagulase positiva, como S.
hycus, S. intermedius e varios estafilococos coagulase negativa (ECN) também
tém sido envolvidos em casos de intoxicagao alimentar (KHAMBATY et al.,
1994; UDO et al., 1999). Rall et al (2010) encontraram a presenca de genes
para as enterotoxinas classicas em 26,2% das 65 cepas de ECN isoladas de
queijo tipo Minas e nenhuma delas foi produtora. Park et al.(2011) observaram
genes que codificam para enterotoxinas (classicas e novas) em 31,2% das
amostras de ECN isolados de amostras de leite coletados de quartos
infectados. Entretanto, anteriormente, Nemati et al. (2008) investigaram a
presenca desses genes em ECN isolados de mastite clinica e subclinica e ndo

encontraram nenhum gene.
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Carmo et al. (2002) verificaram 2 surtos relacionados a cepas de S.
aureus enterotoxigénicos em Manhuacu e Passa-Quatro, MG, Brasil. No
primeiro surto, 50 individuos ficaram doentes pelo consumo de queijo Minas e,
no segundo 328 individuos foram afetados apds consumirem leite cru. As
enterotoxinas especificas encontradas em cada surto levaram a concluir que a
contaminagao do primeiro surto estava relacionada com os manipuladores de
alimentos e o segundo, com mastite bovina.

O tratamento das mastites clinica, subclinica, recorrente ou crénica é
baseado em antibioticoterapia. O tratamento com antimicrobianos €
recomendado para a reducdo da infeccdo intramamaria e, consequentemente,
da transmissédo da doenca pelo rebanho (MENZIES & RAMANOON, 2001).
Entretanto, o uso indiscriminado de antimicrobianos para o tratamento de
mastite ou qualquer outra infecgdo pode levar a um aumento dos niveis de
resisténcia dos micro-organismos, em relacdo a essas drogas (CONTRERAS
et al., 1995).

Para avaliar a suscetibilidade a antimicrobianos dos espécimes isolados,
0s métodos habituais sdo baseados em técnicas de difusdo e diluicdo em agar.
O método de difusdo em disco consiste na interpretacdo da medida do halo de
inibicdo formado ou nado pelo antibidtico (NCCLS, 2000).

Varios estudos epidemiol6gicos mostraram que ocorre uma correlagéo
moderada entre a susceptibilidade de S. aureus as drogas in vitro e a cura
apoOs tratamento com antimicrobiano in vivo (SOL et al., 2000), pois em um
antibiograma, os medicamentos ndo sofrem interferéncia de fatores fisioloégicos
como a presenca de tecido residual e de descamacao presente no processo

inflamatorio, que dificultam a penetracdo e concentracdo adequada da droga
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em todos os sitios de infeccdo da glandula mamaria, explicando porque
algumas bactérias sdo destruidas in vitro e ndo in vivo (PHILPOT, 2002).
Assim, algumas vezes, o quadro de mastite € dificil de ser erradicado,
independente da susceptibilidade in vitro dos antibidticos utilizados
(VASUDEVAN et al., 2003, CLUTTERBUCK et al., 2007)

S. aureus meticilina resistente (MRSA) pode expressar alta
variabilidade nos niveis de resisténcia a p— lactamase. A concentragdo inibitoria
minima & oxacilina pode variar de 1 ug ml™* a 1.000 pg ml™. Cepas de MRSA
com niveis de resisténcia extremamente baixos sdo preocupantes, pois
frequentemente, essa resisténcia ndo € detectada fenotipicamente. Enquanto
parecem ser fenotipicamente susceptiveis, estas amostras carreiam o gene
MecA que codifica para resisténcia a p-lactamase, pela producdo de proteinas
fixadoras de penicilina 2 (PBP), com baixa afinidade ao antimicrobiano,
expressando resisténcia de modo heterogéneo. Cepas MRSA frequentemente
também sdo mais resistentes a outros B-lactamicos, inclusive os sintéticos,
como carbapenemas e cefalosporinas (ENDER et al., 2008).

Ferreira et al. (2006) isolaram 77 cepas de S. aureus, a partir do leite de
40 vacas com mastite subclinica, no estado de Sdo Paulo e 58 (75,3%) foram
sensiveis aos antimicrobianos testados (ampicilina, cefalotina, eritromicina,
gentamicina, lincomicina, neomicina, norfloxacina, oxacilina, penicilina,
sulfazotrim, tetraciclina e vancomicina).

Assim, devido aos diversos fatores de patogenicidade envolvidos no
guadro da mastite, é de extrema importancia o isolamento dos estafilococos e o

estabelecimento de um perfil patogénico mais abrangente possivel.
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OBJETIVOS

- Caracterizacao fenotipica quanto a producao de biofilme, das cepas de
Staphylococcus sp isoladas de leite de vacas com mastite ou saudaveis.

- Comparagdo entre os métodos de visualizacdo da producdo de
biofilme, a partir das cepas isoladas.

- Caracterizagao do perfil de sensibilidade a antimicrobianos e pesquisa

do gene mecA.
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Resumo

Staphylococcus sp isolados de leite de vacas com mastite subclinica e
producao de biofilme a partir das cepas isoladas.

A mastite é uma inflamacdo da glandula mamaria causada,
principalmente, por Staphylococcus sp, em casos clinicos e subclinicos. Séo
véarios os fatores de viruléncia envolvidos nessa patogénese, entre 0os quais, a
producao de biofilmes, o que explicaria a cronicicidade da infeccéo. A presenca
constante desses micro-organismos pode selecionar cepas resistentes,
dificultando ainda mais sua erradicacdo. Também pode ser um perigo a saude
publica no momento da ordenha, pois o leite contaminado pode causar
intoxicacdes, devido a ingestdo de enterotoxinas pré formadas. O presente
trabalho teve como objetivo a identificacdo de Staphylococcus sp isolados a
partir de 279 amostras de leite de vacas saudaveis e 293 de vacas com mastite
subclinica e formacdo de biofilmes. Foram isolados 63 (22,6%) cepas de
Staphylococcus sp, entre as amostras de leite de animais higidos e 80 (27,3%),
entre os doentes. A espécie mais isolada entre os animais doentes foi S.
warneri (27,5%), mas S. aureus (17,5%) foi a Unica espécie onde ocorreu
diferenca estatisticamente significativa (p< 0,001) entre ambos o0s grupos,
comprovando sua maior ocorréncia em animais doentes. Foram utilizadas duas
metodologias para a verificagcdo da producdo de biofilme, o crescimento em
agar vermelho congo e a técnica da microplaca, que foi melhor (p-valor 0,47)
em relacdo ao vermelho congo (p-valor 0,29). S. aureus ocorreu
predominantemente em vacas doentes, enquanto os ECN foram isolados de
maneira indistinta, a partir do leite de vacas sadias e doentes. Assim, esse
grupo deve ser melhor estudado para que seu real potencial patogénico seja
definido

Palavras-chave: biofilme, mastite, Staphylococcus sp
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Abstract

Biofilm production by Staphylococcus sp from milk of mastitics and
healthy cows

Mastitis is an inflammation of breast tissue caused mainly by
Staphylococcus sp in clinical and subclinical cases. Several virulence factors
are involved in this pathogenesis, including the biofilm production which
explains the chronic infection. The constant presence of these micro-organisms
can select resistant strains, of difficulty its eradication. It can also be a hazard to
public health during milking, because the contaminated milk can cause
foodborne disease due to ingestion of preformed enterotoxin. This study aimed
to characterize Staphylococcus sp isolated from 279 milk samples from healthy
cows and 293 from cows with subclinical mastitis and the formation of biofilms.
Were isolated 63 (22.6%) strains of Staphylococcus sp from milk samples from
healthy animals and 80 (27.3%), from sick animals. The species most
commonly isolated from sick animals was S. warneri (27.5%), but S. aureus
(17.5%) was the only species with statistics differences (p-value 0.001) between
both groups, demonstrating the highest occurrence in sick animals. Two
methodologies for the verification of biofilm production was used, the growth in
Congo red agar plate and microtiter plate assay and the last one was better
(0.47) when compared to Congo red agar (0.29). S. aureus occurred
predominantly in diseased cows, while the CNS were isolated in both groups
Thus, this group should be further studied in order to define its real pathogenic

role

Keywords: biofilm, mastitis, Staphylococcus sp
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1. Introducéo

A mastite bovina é uma das mais frequentes doencas infecciosas em
rebanhos leiteiros (Pol & Ruegg, 2007), podendo ser classificada em clinica ou
subclinica. Em estudo realizado por Martins et al. (2010), a prevaléncia de
mastite, clinica ou subclinica, foi observada em 92 (85,2%) das 108 vacas
examinadas, em propriedades leiteiras da microrregido de Cuiaba, MT/Brasil.

A mastite clinica é facilmente detectada pelos sintomas de inflamacéo
de, pelo menos, um teto e/ou pela presenca de grumos, flocos, ou
anormalidade na coloragcdo ou na consisténcia no leite, nos primeiros jatos de
ordenha. Na mastite subclinica, os animais, aparentemente, estdo saudaveis e
para sua determinacdo sdo utilizados o California Mastitis Test (CMT) e a
contagem de células somaticas (CCS) (Breen et al., 2009 & Pantoja et al.,
2009). O aumento dessas células no leite ocorre devido ao combate dos micro-
organismos infecciosos, através da fagocitose e pela reparacdo dos tecidos de
secrecdo de leite, danificados pela infeccdo ou lesdo (Philpot & Nickerson,
2002).

Staphylococcus estdo entre 0S micro-organismos mais comumente
isolados em mastites (Freitas et al., 2005), sendo o S. aureus, a causa mais
comum de mastite bovina, responsavel pelas maiores perdas econdmicas
(Kozytska et al., 2010). A mastite causada por essa bactéria pode ser
subclinica ou clinica, podendo apresentar severos sinais sistémicos (Pyorala &

Taponen, 2009).
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Embora S. aureus seja considerado o principal patégeno envolvido em
infec¢des intramamarias, o papel dos estafilococos coagulase negativa (ECN)
recentemente foi revisto e esses micro-organismos, antes considerados
contaminantes, agora sao causadoras frequente de mastite, principalmente
subclinica (Taponen et al., 2007), sendo responséaveis pelo aumento do nimero
de células sométicas do leite e uma queda na sua producéo (Luthje & Schwarz,
2006), fibrose intra-alveolar do tecido mamario e perda da funcdo secretéria
(Marqgues, 2003).

Devido a heterogeneidade deste género, pois sdo mais de 45 espécies
diferentes de Staphylococcus, a mastite causada por ECN é pouco
compreendida e seu controle é complicado (Capurro et al., 2009;
Dsmz.De/Dsmz, 2011), sendo causa persistente de inflamacao intramamaria,
que pode (GILLESPIE et al., 2009) persistir durante os meses de lactagao,
caso nao seja feito uma intervencdo. Park et al. (2011) isolaram 263 ECN de
amostras de leite de vacas com infeccdo intramamaria, identificando 11
espécies, sendo S. chromogenes (72,2%), S. xylosus (9,1%) e S. haemolyticus
(6,1%), as mais frequentes.

A formacgéo de biofilme, entre outros fatores de viruléncia, foi observados
em S. aureus isolados de mastite bovina (Cucarella et al, 2004 & Zecconi et al.,
2006 & Oliveira et al., 2006), mas existem poucos estudos realizados com
ECNs (Oliveira et al., 2006 & Taponen et al., 2008).

De acordo com Donlan & Costerton (2002), os biofilmes sé&o
caracterizados por ceélulas que formam  microcolénias, estando
irreversivelmente aderidas a um substrato ou umas a outras, embebidas numa

complexa matriz extracelular de substancias poliméricas. O exopolimero que
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forma o biofilme protege as bactérias dos componentes do sistema imune do
hospedeiro e a varios fatores externos. Cepas de S. aureus isoladas de mastite
podem produzir biofilme, que parece auxiliar na aderéncia e colonizacdo do
micro-organismo ao epitélio glandular mamario. Algumas cepas produtoras
apresentam aumento significativo na capacidade de colonizagdo quando
comparadas as cepas nado produtoras (Aguilar & Iturralde 2001).

Assim, o presente estudo teve por objetivo identificar espécies de
Staphylococcus isolados de amostras de leite de vacas saudaveis e com
mastite subclinica e verificar a formacdo de biofilme por dois métodos

fenotipicos.

2. Material e Métodos

2.1. Amostras de leite
Foram coletadas 279 amostras de leite de vacas saudaveis e 293, de
vacas com mastite subclinica. As coletas foram realizadas durante 12 meses,

em 10 propriedades distintas, no estado de S&o Paulo, Brasil.

2.1.1. California Mastitis Test (CMT)

Todas as amostras de leite foram submetidas ao CMT, de acordo com
Schalm et al. (1971). Resumidamente, ap0s a exclusdo dos primeiros jatos de
leite, 3 mL da amostra eram coletadas em bandeja especifica do Kit, ao qual
era adicionada a mesma quantidade do reagente (10 mg de purpura de

bromocresol, 1,5 g de hidréxido de sodio, 15 mL de teepol e 1000 mL de agua
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destilada). A mistura era gentilmente homogeneizada e as alteracdes de cor e
consisténcia eram observadas em até 30 segundos.

A avaliagdo das amostras variou de negativa até 5 “cruzes” (fortemente
positiva). Em uma escala de 1 a 5, amostras com o score a partir de 2 foram
consideradas suspeitas de infeccdo intramamaria e foram submetidas a

contagem de células somaticas.

2.1.2. Contagem de Células Sométicas (CCS)

As amostras de leite positivas no CMT, a partir de 2 “cruzes”, foram
submetidas a contagem de células somaéticas, a fim de confirmar a infecgéo.
Essa analise foi realizada pela técnica de citometria de fluxo, com o auxilio do
SomaCount 300 (Bentley Instruments).

Animais cujas amostras de leite apresentaram mais de 200.000
células/mL, juntamente com o CMT positivo (pelo menos 2 cruzes), foram
considerados como portadores de mastite subclinica (Green et al., 2007 &

Breen et al., 2009 & Pantoja et al., 2009).

2.2. Isolamento e Identificacdo das cepas de Staphylococcus

Todas as analises foram realizadas com meios de cultura da marca
Oxoid (Inglaterra), exceto quando especificado.

O isolamento de estafilococos foi realizado em agar Baird-Parker,
incubado a 35°C/48h. Colbnias caracteristicas (pretas, com ou sem halo) foram
submetidas aos testes de catalase e coagulase.

As cepas coagulase positiva foram submetidas ao kit "Staphytect Test

Dry Spot" (Oxoid). A separacdo entre as duas espécies clumping positivo (S.
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aureus e S. intermedius) foi realizada pela prova de Voges Proskauer e -
galactosidase.

As cepas de estafilococos coagulase negativa foram submetidas a um
antibiograma, com bacitracina (0.04 U) and furazolidona (100 ng) a fim de
separar ECN de Kocuria. (Bannerman & Peacock, 2007). Finalmente, as cepas
foram identificadas utilizando o API Staph (Biomérieux, Franga) e, quando
necessarios, foram utilizados testes bioquimicos adicionais, segundo Murray

(2007).

2.3. Produgéo de biofilme

2.3.1. Pesquisa da producéo de biofilme pelo método do Agar Vermelho Congo

Cada cepa foi semeada em agar Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI),
acrescido do corante Vermelho Congo (0,8%) e incubada a 35°C/72 horas. Os
isolados produtores de biofilme formaram colbnias pretas, enquanto os nao
produtores permaneceram vermelhos (Freeman et al., 1989). Como controle
positivo foi usada a cepa ATCC 35556 de S. aureus e como negativo, foi

utilizado S. epidermidis ATCC 12228 (Arciola et al., 2001).

2.3.2 Formacéao de biofilme em microplaca.

A cultura, crescida em caldo tripticase soja (TSB), foi diluida até 1,5 x
10® UFC (0,5 na escala de MacFarland), com o auxilio do Densicheck
(Biomeriéux), utilizando-se TSB. Uma aliquota de 200 pl foi semeada, em
quadruplicata, em microplaca de 96 pocos, com fundo chato. ApGs periodo de

incubacéo de 48 horas para S. aureus e 72 horas para ECN, a placa foi lavada
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trés vezes, com PBS (pH 7,4), seca a temperatura ambiente e corada com
violeta cristal 1%, por 15 minutos. Apds trés lavagens com agua destilada, para
a remoc¢ao do corante, a placa foi seca em temperatura ambiente e colocada
em um leitor de ELISA (Babsystems, MultiSkan EX), com leitura em 570 nm. As
cepas que apresentaram valores maiores que 0,1 foram consideradas
produtoras de biofilme (Mack et al., 2000 &, Vasudevan et al., 2003 & Oliveira
et al., 2007). Os controles utilizados foram os mesmos citados no item 2.3.1.
Para comparar a producdo de biofilmes pelos dois métodos, os dados
foram submetidos ao Teste entre Duas Proporc¢des (p-valor igual a 0,001)

(ZAR, 1996).

3. Resultados

Foram analisadas 279 amostras de leite de vacas saudaveis, com 0
isolamento de 63 (22,6%) cepas de Staphylococcus sp. Entre as 293
amostras de leite de vacas com mastite subclinica, 80 (27,3%) foram positivas
para esses micro-organismos.

Pela Tabela 1, pode-se observar as espécies identificadas, a partir das
amostras de leite de vacas saudaveis e doentes positivas para estafilococos,

sendo isoladas 15 cepas de S aureus e 128 de ECN.
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Tabela 1. Identificacdo das espécies de Staphylococcus, isoladas a partir de

amostras de leite de vacas saudaveis e com mastite subclinica.

Espécies Saudaveis Doentes Total
(N) N(%) N(%) N(%)
S. aureus 1(1,6) 14 (17,5) 15 (10,5)
S. epidermidis 11 (17,5) 11 (13,8) 22 (15,4)
S. warneri 15 (23,8) 22 (27,5) 37 (25,9)
S. haemolyticus 5(7,9) 7 (8,8) 12 (8,4)
S. saprophyticus 19 (30,2) 13 (16,3) 32 (22,4)
S. simulans 1(1,6) 4 (5) 5(3,5)
S. xylosus 7 (11,1) 6 (7,5) 13 (9,1)
S. cohnii spp cohnii 1(1,6) 1(1,3) 2 (1,4)
S. chromogenes 2(3,2) - 2(1,4)
S. hominis 1(1,6) - 1(0,7)
S. capitis - 2 (2,5) 2(1,4)
Total 63 (44,1) 80 (55,9) 143 (100)

S. aureus apresentou associacao significativa (p-valor 0,001) entre os
grupos, estando mais presente no grupo de vacas doentes. Em relacdo a S.
saprophyticus, também ocorreu uma associacdo significativa (p-valor 0,024),
entretanto, devido seu maior isolamento entre as vacas saudaveis. Essa
espécie foi a mais comumente isolada entre os ECNs (30,2%), a partir de

animais higidos, seguido por S. warneri (23,8%) e S. epidermidis (17,5%).
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Considerando-se as cepas de Staphylococcus sp isoladas entre os
animais com mastite subclinica, a espécie mais isolada foi S. warneri (27,5%),
seguida por S. aureus (17,5%) e S. saprophyticus (16,3%).

Pela Figura 1, pode-se observar a aparéncia de duas cepas produtoras

de biofilme (colénia preta) e de duas nao produtoras (col6nia vermelha).

Figural. Colbnias pretas, positivas (+) para a produgao
de bioflime e vermelhas, negativas (-), para a ndo producao.

A producéo de biofilme em microplaca pode ser visualizada pela Figura
2. A maior ou menor coloracdo dos pocos indica a quantidade de biofilme
formada e corada pelo violeta genciana, cuja leitura foi realizada em leitor de

Elisa.

Figura2. Produgéo de biofilme em microplaca
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A Tabela 2 apresenta os resultados da producdo de biofilme, pelos
métodos de vermelho congo e microplaca, pelas cepas isoladas, de ambos os
grupos. Comparando-se os dois métodos, ocorreu diferenca estatistica entre
ambos, sendo a microplaca (p-valor 0,47) melhor do que o vermelho congo (p-

valor 0,29) com p-valor igual a 0,001.

Tabela 2. Formacao de biofilme, pelos dois métodos, pelas diferentes espécies

de Staphylococcus, isoladas das amostras de leite de vacas saudaveis e

doentes.
Producéo de biofilme

Vacas saudaveis Vacas doentes

+ (%) - (%) + (%) - (%)
S.aureus 1 (100) - 11 (78,6) 3(21,4)
S. epidermidis 4 (36,4) 7 (63,6) 6 (54,5) 5 (45,5)
S. warneri 3 (20) 12 (80) 14 (63,6) 8 (36,4)
S. haemolyticus 2 (40) 3 (60) 5(71,4) 2 (28,6)
S. saprophyticus 17 (89,5) 2 (10,5) 10 (76,9) 3(23,1)
S. simulans - 1 (100) 2 (50) 2 (50)
S. xylosus 4 (57,1) 3(42,9) 5 (83,3) 1(16,4)
S. cohinni cohinni - 1(100) - 1 (100)
S. chromogenes 2 (100) - - -
S. hominis 1 (100) - - -
S. capitis - - 1 (50) 1 (50)
TOTAL 34 (54%) 29 (46%) 54 (67,5%) 26 (32,5%)

S. warneri foi a Unica espécie que apresentou diferenca estatistica
(p=0,004), onde as cepas isoladas de vacas doentes realmente foram mais

produtoras de biofilme, em relagcéo as cepas oriundas de vacas saudaveis.
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As espécies S. aureus, S. simulans, S. cohinni cohinni e S. hominis
produtoras de biofilme isoladas de leite de vacas sadias ndo serdo
consideradas na discusséo devido ao baixo niumero de cepas isolados (1 ou 2).
Entre as doentes, pela mesma razdo, as espécies S. cohinni cohinni e S.
capitis serdo desconsideradas.

A producéo de biofilme entre os grupos apresentaram uma tendéncia
significativa (p-valor 0,070) para o grupo doente.

O meétodo da microplaca foi o mais eficiente, onde 67 cepas foram
produtoras de biofilme. Na técnica do Agar Vermelho-Congo, somente 43

espécies foram produtoras.

4. Discussao e Concluséao

O género Staphylococcus sp € um dos principais organismos causadores
de mastite bovina. No atual trabalho, entre as 293 amostras de leite de vacas
com mastite subclinica, 27,3% foram positivas para esses micro-organismos. Em
Goiania, Drescher et al. (2010) observaram um valor um pouco maior, de 31,4%,
entretanto porcentagem muito maior foi observada por Ferreira et al. (2007), em
Teresina/Piaui, de 74,6%.

S. aureus € um dos principais patdégenos relacionados a mastite bovina.
Considerando-se as 293 amostras de leite de vacas com mastite subclinicas
analisadas, esse micro-organismo esteve presente em 4,8% delas. Benites et al.
(2002), encontraram 7,8%, no estado de Sdo Paulo e Zafalon et al. (2007), em
Jaboticabal, observaram 5% de positividade durante o desenvolvimento de um

trabalho da relacdo custo-beneficio da antibioticoterapia durante a lactacao. Em
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1988, Nader Filho et al., em Sao Paulo, também encontraram baixa positividade,
de 11,9% de S. aureus isolados do mesmo tipo de amostra. Frequéncias um
pouco maiores foram observadas em Minas Gerais, por Ribeiro et al. (1991), que
encontraram 15,6% das amostras positivas. Em 2000, Andrade et al., em Goias,
observaram positividade expressivamente maior, de 43,6% e valores proximos
foram determinados em 2001, por Vieira da Motta et al., que encontraram 39,7%
de positividade, a partir de 362 amostras de leite de vaca com mastite subclinica,
no interior do estado do Rio de Janeiro. Recentemente, Martins et al. (2010)
isolaram 21,5% de S. aureus a partir de leite de vaca com mastite subclinica em
propriedades leiteiras da microrregido de Cuiaba, MT/SP.
Entre as 293 amostras de leite de vacas doentes, foram isoladas 66
(22,5%) cepas de ECN. Reis et al. (2003), no Amazonas observaram 20% e
Santos et al. (2010), no Parana, encontraram esses micro-organismos em
24,4% das 427 amostras de leite analisadas. Valores menores e maiores foram
observados por Machado e Marin (2008), em Jaboticabal e por Benites et al.
(2002).,em Séao Paulo, de 14,9% e 53,8%, respectivamente.
Considerando-se as cepas de Staphylococcus sp isoladas de animais
doentes, 82,5% foram classificadas como ECN. Pyorala & Taponen (2009)
concluiram que esses micro-organismos podem causar infeccao persistente,
resultando em um aumento da contagem de células somaticas do leite,
afetando sua qualidade e diminuindo a produgéo.
Alguns Staphylococcus sédo encontrados normalmente na pele de tetos
sadios e nas maos dos ordenhadores. As espécies S. epidermidis, S. simulans e
S. warneri sdo consideradas parte da microbiota bacteriana dessas regioes,

enquanto S. xylosus e S. sciuri estdo relacionados a contaminagcdo ambiental
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(Philpot & Nickerson, 2002). Esses dados justificam o isolamento de varias
dessas espécies nas amostras de leite de vacas sadias ou doentes, nesse
trabalho, com uma alta porcentagem de S. warneri (25,9%), S. saprophyticus
(22,4%) e S. epidermidis (15,4%).

Nos Estados Unidos, Rajala-Schultz et al. (2004) encontraram 65,5%
de S. chromogenes, 10,1% de S. simulans e 4,4% de S. epidermidis entre os
ECNs isolados. Luthje & Schwarz (2006), na Alemanha, de um total de 259
cepas de ECN isoladas de mastite subclinica identificaram S. chromogenes
(33,2%), S. simulans (23,2%), S. epidermidis (11,7%), S. xylosus e S.
haemolyticus (9,4%). No mesmo ano, Taponen et al. na Finlandia isolaram
38,5% de S. simulans, 26,15% de S. chromogenes, 4,6% de S. haemolyticus,
3% de S. warneri e 1,54% de S. epidermidis, S. equorum e S. hominis. Sawant
et al. (2009), nos Estados Unidos, encontraram S. chromogenes e S. epidermidis
como as espécies mais isoladas e Febler et al. (2010), na Alemanha,
encontraram resultados semelhantes, onde as espécies mais encontradas foram
S. chromogenes e S. simulans. Park et al. (2011), nos Estados Unidos, isolaram
263 cepas de ECNSs, a partir de infec¢cdo intramamaria, com a identificacéo de 11
espécies sendo S. chromogenes (72,2%), S. xylosus (9,1%), S. haemolyticus
(6,1%), S. sciuri subsp. carnaticus (3%), S. hycus (3%), S. simulans (2,7%), S.
caprae (1,1%), S. epidermidis (0,8%), S. succinus (0,8%), S. capitis e S. hominis
(0,4%).

No presente estudo, S. chromogenes nao foi isolado entre as amostras
de leite de vacas doentes, sendo encontrada somente em isolados de vacas
saudaveis, em uma baixa porcentagem, de 3,2%. S. simulans foi isolado a partir

de amostras de leite de vacas doentes, também em baixa porcentagem, de 5%.
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Pode-se observar, nos trabalhos acima citados, que as espécies
predominantes foram, principalmente, S. chromogenes e S. simulans. Todos
esses trabalhos sdo de paises do hemisfério norte, com condi¢Bes climéticas e
de manejo dos animais muito diferentes das brasileiras, pois nesses paises, 0
inverno é extremamente rigoroso e, por muitos meses, 0s animais sdo mantidos
confinados. Nos trabalhos brasileiros pesquisados (BENITES et al., 2002; REIS
etal., 2003; MARTINS et al, 2010;SANTOS et al.,, 2010), os autores nao
chegaram a identificar o grupo dos ECNs a nivel de espécies, impossibilitando
uma discussdo maior sobre quais seriam as predominantes em nosso pais.

Staphylococcus produzem muitos fatores de viruléncia e varios deles
estao envolvidos no quadro de mastite, sendo um dos principais, a producao de
biofilme. A produgcdo de biofilme pode ser verificada por varios métodos,
utilizando-se tubos de borossilicato, agar vermelho-congo, microplaca, ensaio de
bioluminescéncia ou microscopia de fluorescéncia (Zufferey et al.,1998). Embora
cada método apresente vantagens e desvantagens, o da microplaca foi descrito
como sendo de alta especificidade e sensibilidade (Mathur et al., 2006).

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com Mathur et.
(2006), pois o meéetodo da microplaca apresentou diferencas estatisticamente
significativas, com 67 cepas positivas (46,8%), em relacdo ao vermelho congo,
com positividade de 43 cepas (29,3%). Entretanto, assim como outros autores,
varias cepas eram positivas em um meétodo e negativas no outro e vice-versa.
Vasudevan et al. (2003) testaram 35 cepas de S. aureus isoladas de vacas com
mastite e 32 (91,4%) produziram col6nias pretas no VC, enquanto somente 24
(68,6%) foram produtoras pela técnica da na microplaca. Oliveira et al. (2006)

observaram que, de 8 cepas S. aureus isolados de vacas com mastite
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subclinica, somente 2 (25%) foram positivos para os dois métodos, enquanto
gue, entre as 6 cepas de S. epidermidis, 4 (66,6%) foram positivas em ambos o0s
métodos.

Ainda em relagcédo as 67 cepas positivas (46,8%) pela metodologia da
microplaca, Mathur et al. (2006) observaram resultados semelhantes, utilizando
a mesma técnica, pois onde 80 (52,6%) de 152 cepas de Staphylococcus spp
80 (52,6%) foram produtoras de biofilme.

Considerando-se as cepas isoladas de vacas doentes, em nosso
estudo, 54 (67,5%) cepas de Staphylococcus sp foram positivas, por uma e/ou
outra técnica. A espécie mais produtora foi S. xylosus, com 5 (83,3%) cepas
positivas entre 6, entretanto, deve ser ressaltado o pequeno numero de
amostras.S. aureus foi 0 segundo maior produtor, pois 11 (78,6%) das 14 cepas
foram produtoras. Fox et al (2005) encontraram positividade de produgédo menor
para esse microrganismo, de 41%, mas deve ser lembrado que o0s autores
utilizaram somente uma metodologia, a da microplaca, assim como Vautor et al
(2007), que observaram valores menores ainda, de 26%.

Quanto as cepas de Staphylococcus sp isoladas a partir de leite de
vacas saudaveis, 34 (54%) foram produtoras de biofilme por qualquer um dos
métodos analisados, enquanto o restante das outras 29 (46%) ndo produziram.
Embora essa diferenca ndo tenha sido estatisticamente significativa, ocorreu a
producdo de biofilme pela maioria das cepas. Nao foram encontrados na
literatura, nenhum trabalho que tenha pesquisado a producdo de biolfilme por
Staphylococcus sp, isolados de vacas saudaveis.

Pode-se dizer que foi surpreendente a grande quantidade de cepas

produtoras desse fator de viruléncia, tdo importante na patogénese da doenca.
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Entretanto, esses animais podem ter sido classificados erroneamente, como
saudaveis, abrigando uma mastite oculta, ndo detectavel pelos testes
normalmente utilizados (CMT e CCS). Inicialmente, a bactéria infecta o Ubere,
ganha acesso a regido superior da glandula mamaria, se adere ao epitélio dos
ductos alveolares e comecam a produzir toxinas, o que estimula a quimiotaxia
para macréfagos e neutréfilos do sangue para o leite, resultando no aumento da
contagem de células sométicas, com inflamacdo das glandulas mamérias e
danos as células epiteliais. Como resultado, a bactéria alcanca a camada
subepitelial, se ligando ao fibrinogénio e outros receptores celulares e
estabelece uma infeccdo cronica (Foster & Hook, 1988). Muitas dessas
infecgcdes estdo associadas com o crescimento bacteriano envolto por uma
matrix exopolissacaridica, conhecida como biofilme, que confere protecdo as
microcoldnias (Costerton et al., 1999). Devido ao biofilme, as células ndo estéo
susceptiveis a fagocitose pelos macrofagos e ficam mais resistentes a alguns
antimicrobianos (Amorena et al., 1999 & Monzon et al., 2002). Sabe-se que a
producéo de biofilme nos estafilococos € regulada por varios genes, incluindo o
bap e o cluster ica (icaABCD). Segundo Ubeda et al. (2003), o gene bap pode
ser inserido numa ilha de patogenicidade, SaPlbov2. Essa caracteristica foi
encontrada somente em cepas de Staphylococcus aureus (Cucarella et al.,
2001) e de outros ECNs como S. epidermidis, S. chromogenes, S. xylosus e S.
simulans, isolados de mastite (Tormo et al., 2005a). Segundo os resultados de
Cucarella et al. (2004), a presenca desses dois genes (bap e ica ) favoreceu a
ocorréncia de infecgbes suaves em 22% dos Uberes pesquisados, com baixas
contagens de células somaticas. Essa situacdo, entdo, leva ao engano, no

s

momento da classificagdo da mastite, isto €, o animal apresenta a mastite
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subclinica, ndo acusada pelos testes e assim esse animal néo é tratado e nem
separado do resto do rebanho, podendo ocorrer a disseminacdo da bactéria pelo
rebanho. Essa situacdo parece ocorrer porque, na ilha de patogenicidade
SaPlbov2, os genes responsaveis pela producdo de toxinas podem ser
substituidos ou sofrer insercdo de varios transposon, incluindo o gene bap.
Assim, ndo ocorre a producao de toxinas que desencadeiam a resposta imune e
nem ocorre reconhecimento da bactéria pelos macréfagos, uma vez que estas
estdo protegidas pelo biofilme, causando pouca ou nenhuma injaria, com uma
baixa contagem de células sométicas. Por outro lado, cepas ndo produtoras de
biofilme ficam mais expostas, mas se forem produtoras de toxinas, vao causar
lesdo dos tecidos em curto periodo de tempo, resultando na exposicdo de
adesinas da célula hospedeira, o que permite que a bactéria se fixe nesses
receptores e consiga se disseminar pelo organismo.

No atual trabalho, todas as cepas de Staphylococcus sp, isoladas de
vacas classificadas como saudaveis apresentaram o gene bap (dados néo
mostrados), embora ainda ndo tenha sido realizada a pesquisa dos genes do
cluster ica.

Com a excecgdo de S. aureus, que ocorreu predominantemente em
vacas doentes, varias espécies de ECNs foram encontradas de maneira
indistinta em ambos 0s grupos de animais, sugerindo maiores pesquisas que
evidenciem o real potencial patogénico desse grupo. Na producéo de biofilme, o
meétodo da microplaca foi 0 mais eficiente. Essa producéo ocorreu em ambos os
grupos, demonstrando ser o biofilme um dos fatores de viruléncia envolvidos,

mas nao o unico, na patogénese da doenca.
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Resumo

Sensibilidade a antimicrobianos por cepas de Staphylococus sp, isolados
de vacas sadias e com mastite subclinica

A mastite, clinica ou subclinica, causada por S. aureus e estafilococos
coagulase negativa (ECN) é reconhecida como uma das principais doencas
que afetam o gado leiteiro, causando enormes perdas financeiras. Assim, € de
extrema importancia o controle da disseminacdo da doenca entre o rebanho,
assim como, o tratamento de cada animal doente. Foram analisadas 279
amostras de leite de vacas saudaveis, com o isolamento de 63 (22,6%) cepas
de Staphylococcus sp e 293 amostras de leite de vacas com mastite subclinica,
onde 80 (27,3%) foram positivas para esses micro-organismos. O gene mecA
foi observado em 14 (9,8%) entre as 143 cepas de estafilococos, ndo sendo
observado em S. aureus. Varias cepas foram resistentes a oxacilina, na
auséncia do gene mecA, sugerindo o envolvimento de outros mecanismos de
resisténcia. Somente uma (7,2%) entre as 14 cepas de S. aureus, isolado de
vacas doentes apresentaram resisténcia a penicilina, enquanto essa
caracteristica foi observada em 61,6% das cepas de S.saprophyticus.
Staphylococcus sp, isolados de leite de vacas com mastite ou saudaveis foram
resistentes a varios antimicrobianos. Cepas naturalmente resistentes podem

ocorrer no ambiente, mas também podem sugerir que ocorra a disseminacao

de bactérias resistentes entre os animais sadios.

Palavras-chave: antibiético, mastite, mecA, Staphylococcus sp.
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ABSTRACT

Sensitivity to antibiotics by strains of Staphylococcus sp, isolated from
healthy and subclinical mastitic cows.

Mastitis clinical or subclinical caused by S. aureus and coagulase
negative staphylococci (CNS) is recognized as one of the major diseases
affecting dairy cattle, causing huge financial losses. Thus, it is extremely
important to control the spread of disease among the herd as well as the
treatment of each infected animal. We analyzed 279 milk samples from healthy
cows, with the isolation of 63 (22.6%) strains of Staphylococcus sp and 293,
from cows with subclinical mastitis, where 80 (27.3%) were positive for these
microorganisms. The mecA gene was observed in 14 (9.8%) among 143 strains
of staphylococci, but not in S. aureus. Several strains were resistant to oxacillin
in the absence of the mecA gene, suggesting the involvement of other
resistance mechanisms. Only one (7.2%) among 14 strains of S. aureus
isolated from sick cows were resistant to penicillin, while this feature was
observed in 61.6% of S.saprophyticus isolates. Staphylococcus sp isolated from
milk of cows with mastitis and healthy ones were resisitent to several antibiotics.
Naturally resistant strains may occur in the environment but can also suggest
the occurrence of spreading of the multiple antibiotic resistance among healthy

animals.

Keywors: antibiotic, mastitis, mecA, Staphylococcus sp
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1. Introducéo

A mastite bovina € uma das doencas mais freqtientes e a principal causa
do uso de antimicrobianos em vacas leiteiras (Pol & Ruegg, 2007). No mundo
todo, S. aureus € considerado um dos principais patégenos causadores de
mastite clinica e subclinica (De Oliveira et al., 2000; Tenhagen et al., 2006). A
prevaléncia de S. aureus, isolados do leite de vacas com mastite pode ser bem
variada. Pitkala et al. (2004) observaram positividade de 10,2% na Finlandia e
Shitandi et al. (2004), de 30,6%, no Quénia. Em 2007, Wang et al. encontraram
a prevaléncia de 25,2% na China. No Brasil, também foram observadas
porcentagens bem diferentes. Em 2000, Andrade et al., em Goias, encontraram
alta positividade, de 43,6%. Zafalon et al. (2007), em Jaboticabal, isolaram S.
aureus em 5% dos casos de mastite subclinica. Recentemente, Martins et al.
(2010) isolaram 21,5% de S. aureus, a partir do mesmo quadro clinico. J& os
estafilococos coagulase negativa (ECN) sdo mais frequentemente isolados do
que S. aureus, causando, principalmente, mastite subclinica, com aumento da
contagem de células somaticas e diminui¢cdo da producao de leite (Salmon et
al., 1998; Gentili et al., 2002).

Os ECNs parecem ser mais resistentes aos antimicrobianos, quando
comparados com S. aureus, podendo tornar-se multiresistentes. O mecanismo
de resisténcia mais comum em estafilococos € a producdo da enzima beta-
lactamase, o que resulta em resisténcia a penicilina G e aminopenicilinas
(Taponen and Pyrola, 2009).

Em um estudo realizado por Silva et al. (2004), onde se isolou 37% de S.
aureus de mastite clinica e subclinica, 64% das cepas foram sensiveis a

penicilina G, 96% a oxacilina e 100% a trimetoprim/sulfametoxazole. Entre os
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ECNs isolados (60%), a sensibilidade a penicilina G foi de 40%, para a
oxacilina e para trimetoprim/sulfametoxazole, a sensibilidade foi de,
respectivamente, 77,5% e 97,5%.

Pyrola & Taponen (2009) concluiram, baseados em relatos disponiveis,
gue a mastite causada por ECN parece responder bem aos antimicrobianos
utilizados no tratamento, com taxas de cura de 80 a 90%. Entretanto, o uso
indiscriminado de antimicrobianos para o tratamento de mastite ou qualquer
outra infeccdo pode levar a um aumento dos niveis de resisténcia dos micro-
organismos, em relacdo a essas drogas, incluindo-se ai as bactérias que
compdem a microbiota do animal (Contreras et al., 1995).

Para tratamento da mastite, a resisténcia a meticilina, que é causada
pela expressdo do gene mecA, é de particular interesse. Na verdade, esse
mecanismo confere resisténcia a quase todos os pf-lactamicos e estes
antibioticos ainda sdo usados com frequiéncia no tratamento de mastites por S.
aureus (Sawant et al., 2005). Essa resisténcia parece ser mais rara em S.
aureus do que em ECNs (Taponen & Pyorala 2009). Entretanto, Moon et al.
(2007) nao observaram diferencas, pois isolaram 835 cepas de S. aureus e 763
de ECNs de amostras de leite de vacas com mastite. Destas, das 21 cepas de
S. aureus resistentes a oxacilina pelo antibiograma, 13 (61,9%) possuiam o
gene mecA e entre 0s 19 ECNSs, 12 (63,2%) apresentaram esse gene.

Olson et al. (2002) demonstraram, em estudos in vitro, que o
crescimento das bactérias em biofilme pode torna-las de 10 a 1000 vezes mais
resistentes aos efeitos de agentes antimicrobianos, quando comparado ao
crescimento de bactérias planctonicas da mesma linhagem. Muitos

mecanismos sao conhecidos por influenciarem na resisténcia do biofilme aos
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agentes antimicrobianos, incluindo a dificuldade na penetracédo desses agentes
através da matriz do biofilme, taxa de crescimento alterado dos organismos no
biofilme e alteragfes fisiologicas devido ao modo de crescimento do biofilme
(Melchior et al., 2006).

O presente estudo teve como objetivo determinar a sensibilidade das
cepas de Staphylococcus sp, isoladas de amostras de leite de vacas sadias e

doentes, a varios antimicrobianos e pesquisa do gene mecA.

2. Material e Métodos

2.1. Bactérias

Todas as analises foram realizadas com meios de cultura da marca
Oxoid (Inglaterra), exceto quando especificado.

Amostras de leite de vacas saudaveis (279) e mastiticas (293) foram
coletadas durante 12 meses em propriedades localizadas no estado de S&o
Paulo, Brasil. O isolamento de estafilococos foi realizado em &gar Baird-Parker
com 5% de emulsdo de gema de ovo e telurito e incubado a 35°C por 48h;
colbnias caracteristicas de estafilococos foram triadas pelos testes de catalase
e coagulase. As cepas coagulase positiva foram submetidas ao kit "Staphytect
Test Dry Spot" (Oxoid). A separacao entre as duas espécies clumping positivo
(S. aureus e S. intermedius) foi realizada pela prova de Voges Proskauer e
B— [Jgalactosidase. As cepas de estafilococos coagulase negativa foram
identificadas utilizando o API Staph (Biomérieux) e, quando necessarios, foram

utilizados testes bioquimicos adicionais, segundo Murray (2007).
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2.2. Deteccao do gene mecA

Para extracdo e purificagdo empregou-se o kit comercial “MiniSpin” (GE
Healtcare). Para as reagdes de PCR foi utilizado um volume total de 25 pL,
composto por 2,5 pL de PCR Buffer 10x, 1,0 uM de Cloreto de Magnésio, 200
UM de cada dNTP, 1 U de Taq DNA Polimerase, 10 picomoles de cada primer,
agua ultrapura autoclavada (gsp) (Milli-Q Plus, Millipore) e 3 pL da amostra de
DNA. A incubacéo foi realizada em termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.),
com ciclo inicial de 94°C durante 5 minutos para desnaturacdo inicial, 94°C
durante 2 minutos para desnaturacdo, anelamento dos primes (F 5'-
ACTGCTATCCACCCTCAAAC-3) e R 5-CTGGTGAAGTTGTAATCTGG-3) a
58 °C por 30 segundos e 72°C durante 1 minuto para extensdo. Como controle

positivo foi usada a cepa S. aureus BMB 9393 (Arciola et al., 2001).

2.3. Teste de disco-difusao

As cepas foram submetidas a testes de susceptibilidade a alguns
antimicrobianos, através do método Kirby-Bauer, com discos impregnados. Os
isolados a serem testados foram repicados em tubos com caldo de infusdo de
cérebro e coracao (BHI), que foram incubados a 35°C/24 h. Apés esse periodo,
com o auxilio de uma solugdo salina, o crescimento foi ajustado numa
concentracéo de, aproximadamente 10° UFC/mL (escala 0,5 de MacFarland) e,
com auxilio de uma zaragatoa esterilizada, o indculo foi espraiado na superficie
de uma placa com agar Mueller — Hinton. Apds a absor¢cdo completa do
in6culo, os discos foram colocados sobre o agar com o auxilio de uma agulha

esterilizada.
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Foram usados os seguintes antimicrobianos (Cefar Diagnéstica Ltda):
penicilina G (10 U.l.), oxacilina (1 ng), cefoxitina (30 ug), cefuroxima (30 pg),
trimetropina (5 ng),sulfametaxazol/trimetropin (25 ug), gentamicina (10 mcg),
cefalexina (30 ng), ceftriaxona (30 pug).

As cepas foram consideradas resistentes, de sensibilidade intermediaria
ou sensiveis, de acordo com uma tabela de mensuracdo dos halos para cada
antimicrobiano usado, fornecido pelo fabricante dos discos impregnados (CLSI,
2010).

Para a comparacdo entre as diferencas de sensibilidade entre as

espécies, foi utilizado o Teste do Qui-quadrado.

3. Resultados

Das 293 amostras de leite de vacas com mastite subclinica, 80 (27,3%)
foram positivas para a presenca de bactérias do género Staphylococcus, sendo
22 cepas de S. warnei (27,5%), 14 de S. aureus (17,5%), 13 de S.
saprophyticus (16,3%/), 11 de S. epidermidis (13,8%), 7 de S. haemolyticus
(8,8%), 6 de S. xylosus (7,5%), 4 de S. simulans (5%), 2 de S. capitis (2,5%) e
uma de S. cohnii ssp cohnii (1,3%).

Entre as 279 amostras de leite de vacas saudaveis, 63 (22,6%) foram
positivas sendo 19 isolados de S. saprophyticus (30,2%), 15 de S. warnei
(23,8%), 11 de S. epidermidis (17,5%), 5 de S. haemolyticus (8%), 7 de S.
xylosus (11,1%), 2 de S. chromogenes (3,2%), e uma (2%) de S. hominis, S.

aureus, S. cohnii ssp cohnii de S. simulans.
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Os resultados de resisténcia e sensibilidade das espécies nos grupos
doentes e saudaveis em relacdo aos antibidticos utilizados podem ser
observados nas Tabelas 1e 2.

Espécies com pequeno numero de cepas isoladas (1 a 5) ndo foram
consideradas, pela mé interpretacdo que isso pode ocasionar, pois seriam
descritas resisténcia de 50% ou 100% , para varias espécies, independente de
sua origem.

Entre as cepas de S. aureus isoladas de vacas doentes, somente uma
(7,15%) apresentou resisténcia a penicilina. Em relacdo a este antibiotico, S.
saprophyticus foi a espécie que apresentou maior resisténcia com 8 cepas
(61,6%), entre as vacas doentes e 8 (42,1%), entre as saudaveis.

Em relacdo a oxacilina, um dos principais marcadores fenotipicos da
presenca do gene mecA, 18 (28,6%) entre as 63 cepas isoladas de leite de
vacas sadias e 12 (15%) das 80 cepas de animais doentes foram resistentes a
esse antibiético. Embora biologicamente essa resisténcia tenha ocorrido mais
em cepas isoladas de vacas sadias do que das doentes, essa diferenca néo foi
estatisticamente significativa (p> 0,05). Dentre as 30 cepas resistentes a esse
antibiotico, somente 6 (20%) apresentavam o gene mecA (3 S. saprophyticus, 2

S. xylosus e 1 S. chromogenes).
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Tabela 1. Perfil de sensibilidade aos antibioticos das cepas de Staphylococcus sp isoladas, a

partir de amostras de leite de vacas doentes.

3 ~ g 2 o Sy
g 3 5 S S 5 g 2 @
g 3 S S S 2 § £z %
3 5y 3 2 ] F = S < S
" a3 3 “\ “\ “ “ » 3 i
N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
PEN R 1(7,2) 3(27,3) 4 (25) 2 (28,6) 8 (61,6) - 4 (66,6) - -
S 13(92,9) 8(72,8) 12 (75) 5(71,4) 5 (38,4) 4(100) 2(33,4) 1(100) 2 (100)
SuT R - - - - 2 (15,4) - - - -

S 14(100)  11(100)  16(100)  7(100)  11(84,6)  4(100) 6(100) 1(100) 2 (100)
CFO R - - - - 1(7,7) - - - -

S 14(100)  11(100)  16(100)  7(100)  12(92,3) 4(100) 6(100) 1(100) 2 (100)
CRX R - - - - 3(23,1) - 1(16,7) - -

S 14(100)  11(100)  16(100)  7(100)  10(76,9)  4(100) 5(83,3) 1(100) 2 (100)
CFE R - - - - 1(7,7) - 1(16,7) - -

S 14(100)  11(100)  16(100)  7(100)  12(92,3) 4(100) 5(83,3) 1(100) 2 (100)
TRI R - - - - 1(7,7) - - - -

S 14(100)  11(100)  16(100)  7(100)  12(92,3)  4(100) 6(100) 1(100) 2 (100)
OXA R - 1(9,1) 5(31,3) - 5 (46,2) - 1(16,7) - -

S 14(100)  10(90,9) 11(68,8)  7(100) 7(53,9)  4(100) 5(83,3) 1(100) 2(100)

CRO R - - 5(31,3) - 6 (46,2) - 1(16,7) - -
S 14(100) 11(100)  11(68,8)  7(100) 7(53,9)  4(100) 5(83,3) 1(100) 2(100)
GEN R - - - - 1(7,7) - 1(16,7) - -

S 14(100) 11 (100) 16 (100) 7 (100) 12(92,3) 4(100) 5(83,3) 1(100) 2(100)

Legenda: PEN: penicilina; SUT: sulfametaxazol/trimetropin; CFO: cefoxitina;CRX: cefuroxima;CFE: cefalexina; TRI:
trimetropina; OXA: oxacilina; CRO: ceftriaxona; GEN: gentamicina
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Tabela 2. Perfil de sensibilidade aos antibidticos das cepas de Staphylococcus sp isoladas, a
partir de amostras de leite de vacas saudaveis.

%) 3 = = S e ] Q ]
e F 32 R s ¥
) Q. S IS
3 bS] S S S g = @ £ 5
S > Y S & x s o <
v v 2 < ] v “ S S “©
“ u ui " v
(%)
N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N (%)
PEN R - 3(27,3) 3(50) 2(40)  8(42,1) - 2 (28,6) - 1(50) -

S 1(100) 8(72,7) 3(50) 3(60) 11(57,9) 1(100) 5(71,4)  1(100)  1(50)  1(100)
SUT R - - - 1(20)  2(10,5) - 2(28,6) . 1(50) .
S 1(100) 11(100) 6(100) 4(80)  17(89,5)  1(100) 5(71,4)  1(100)  1(50)  1(100)
CFO R - - - - 1(5,3) - . 1(50) .
S 1(100) 11(100) 6(100) 5(100) 18(94,8)  1(100)  7(100)  1(100)  1(50)  1(100)
CRX R - - - 1(20)  3(15,8) - 1(14,3) - 1(50) -
S 1(100) 11(100) 6(100) 4(80)  16(842)  1(100) 6(857)  1(100)  1(50)  1(100)
CFE R - - - - 2(10,5) - 1(14,3) . 1(50) .
S 1(100) 11(100) 6(100) 5(100) 17(89,5)  1(100)  6(857)  1(100)  1(50)  1(100)
TR R - - - 1(20)  2(10,5) - 2 (28,6) - 1(50) -

S 1(100) 11(100) 6(100) 4(80)  17(89,5)  1(100) 5(71,4)  1(100)  1(50)  1(100)

OXA R - 3(33,4) 2(40)  8(42,1) - 2(286)  1(100)  1(50)  1(100)
S 1(100) 11(100) 4(66,6) 3(60)  11(57,9)  1(100)  5(71,4) . 1(50) -

CRO R - - 2(33,4) 2(40)  7(36,9) - 3(42,9) 1(100)  1(50)  1(100)
S 1(100) 11(100) 4(66,6) 3(60) 12(63,2)  1(100)  4(57,2) . 1(50) -

GEN R - - - - - - 2 (28,6) . 1(50) .

S 1(100) 11(100) 6(100) 5(100) 19(100)  1(100) 5(71,4)  1(100)  1(50)  1(100)

Legenda: PEN: penicilina; SUT: sulfametaxazol/trimetropin; CFO: cefoxitina;CRX: cefuroxima;CFE: cefalexina; TRI:
trimetropina; OXA: oxacilina; CRO: ceftriaxona; GEN: gentamicina

Entre as 143 cepas, 129 (90,2%) ndo apresentaram o gene mecA e
tampouco foram resistentes a cefoxitina, outro antibiético considerado

marcador fenotipico desse gene. Entre os 14 isolados positivos para 0 mecA,
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(9,8%), 5 (3,5%) eram S. saprophitycus, seguido por 3 (2,1%) cepas de S.
xylosus e de S. warneri e por uma cepa (0,7%) de S. epidermidis, S.
chromogenes e S. haemolyticus. Entre as 14 cepas, 2 foram resistentes ao
antibiotico cefoxitina (S. saprophyticus e S. chromogenes) e 12 foram
sensiveis, apesar da presenca do gene. Considerando-se as mesmas 14

cepas, positivas para 0 gene mecA, 6 (42,9%) foram resistentes a oxacilina.

4. Discussao e Concluséao

Antimicrobianos sdo usados comumente para o controle de bactérias
causadoras da mastite, sendo necessario monitorar a susceptibilidade dos
patogenos envolvidos (Gentilini et al., 2002; Sawant et al., 2005; Luthje and
Schwarz, 2006).

Na literatura pesquisada, foram encontrados poucos relatos de
Staphylococcus isolados de leite de vacas saudaveis, dificultando a discusséo
desses resultados.

Embora biologicamente as cepas de animais saudaveis tenham
demonstrado maior resisténcia, essa diferenca ndo foi estatisticamente
significativa.

Entre os trabalhos encontrados, poucos classificaram os ECNs até
espécie (Machado et al.,, 2008; Pyorala and Taponem, 2009; Ferreira et al.,
2010). Por esse motivo, usaremos o grupo ECNs no geral para facilitar a
discusséao dos resultados.

Lollai et al. (2008) analisaram a resisténcia a penicilina de
Staphylococcus sp, isolados de mastite ovina na Italia, encontrando baixos

valores para os S. aureus (4,1%) e Staphylococcus sp. (15,3%).
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Pyorola & Taponen (2009), em uma revisdo, relataram niveis de
resisténcia a penicilina em S. aureus de 7% na Noruega, 7 a 12% na Europa,
sendo esses valores semelhantes ao obtido em nosso estudo (7,15%). Valores
maiores foram encontrados na Dinamarca (18 a 30%) e Finlandia (52%). Entre
0os ECNs, 25% das cepas apresentaram resisténcia, na Dinamarca; 32% na
Finlandia, 36% na Noruega, sendo esses resultados semelhantes ao nosso,
onde 26,5% dos ECNs foram resistentes a esse antibidtico. No entanto,
segundo esses autores, valores maiores foram encontrados na Europa (41 a
61%). Essa grande variacdo encontrada talvez possa ser explicada pelo uso
indiscriminado e inadequado da penicilina na medicina veterinéria,
selecionando assim cepas resistentes e, ainda, pela presenca da -lactamase
em algumas cepas do S. aureus. Esta enzima consegue romper o anel -
lactamico, a molecular fundamental no mecanismo de acdo deste antibiético
(Andrade et al., 2000).

As cefalosporinas também contém o anel B-lactamico, diferenciando-se
das penicilinas por apresentarem um anel diidrotiazina de seis membros em
vez do anel tiazolidina de cinco membros (Madigan et al., 2004). No presente
estudo, as cepas foram testadas com quatro tipos de cefalosporinas (CFO,
CFE e CRX, CRO). Entre os ECNs isolados de amostras de leite de vacas com
mastite subclinica, a resisténcia encontrada para esses antibidticos foram de
0%, 1,25%, 3,75% e 15%, respectivamente. Rajola-Schultz et al. (2004), nos
EUA, ndo encontraram resisténcia entres os ECNSs isolados para os antibidticos
Cefalotina e Ceftiofur. Andrade et al. (2000) em Goiana/GO testaram
cefaperazona entre os S. aureus isolados de amostras de leite de vacas com

mastite subclinica, obtendo 8,25% de resisténcia.
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Nunes et al. (2007), em Portugal, testaram cepas de S. aureus e S.
epidermidis ao cefazolin e todas foram sensiveis. Entre os ECNs testados com
cefotaxima e cefalexina por Machado et al. (2008), a resisténcia foi de 50,4% e
77%, respectivamente. Ferreira et al. (2010) no municipio de Teresina/Piaui
encontram uma resisténcia a cefalotina de 13,33% entre os Staphylococcus sp
isolados.

Poucos trabalhos foram encontrados utilizando o antibidtico
sulfametoxazole/trimetoprim no controle da mastite. Em Recife/PE, nenhuma
cepa de estafilococcos coagulase positiva foi resistente a esse antibiético
(Freitas et al., 2005), concordando com nossos resultados. Todas as cepas de
S. aureus isoladas por Nunes et al. (2007) também foram sensiveis. Entre os
ECNs testados por Rajola-Schultz et al., (2004), 12,5% foram resistentes a
esse antibidtico. Machado et al. (2008) encontraram resisténcia de 52,2%, valor
superior ao encontrado nesse estudo (1,25%).

A avaliacdo com gentamicina para as cepas de S. aureus foi de 3,4% de
resisténcia na Argentina (Gentilini et al., 2000). No mesmo ano Andrade, et al.,
em Goiania encontraram 9,28% de resisténcia. Em 2005, Freitas et al,
encontraram 51% em Recife/PE. Em Barretos/SP, para Zafalon et al. (2007), a
resisténcia foi de 13,9% e em Portugal nenhuma cepa apresentou resisténcia.
Esses ultimos valores estdo de acordo com os encontrados nesse estudo, onde
nenhuma das cepas apresentaram resisténcia, embora baixa resisténcia tenha
sido descrita pelos primeiros autores. Entre os ECNs, o nimero de cepas
resistentes foi de 44%, em estudo conduzido por Machado et al. (2008),

discordando do presente, onde somente 2,5% apresentaram resisténcia.
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Em 2000, Gentilini et al. ndo encontraram resisténcia a oxacilina em S.
aureus isolados de mastite bovina. Rjala-Schultz et al. (2004) nos EUA
encontraram 1,8% de resisténcia entre os ECNs isolados. Freitas et al. (2005),
analisando estafilococos coagulase positiva, encontram 15% de resisténcia no
Recife/PE. Em 2007, Nunes, et al. ndo encontraram cepas de S. aureus
resistentes. Recentemente, Machado et al. (2008), em Ribeirdo Preto/SP,
encontraram 80,7% de resisténcia a oxacilina entre os Staphylococcus sp
isolados. Esse valor foi superior ao encontrado por Ferreira et al. (2010) em
Teresina/Piaui sendo 32,6% resistentes. Nosso estudo apresentou uma
resisténcia muito baixa para esse antibiotico (15%).

Na maioria das vezes a resisténcia a oxacilina no S. aureus €
determinada pela presenca do gene mecA, gene responsavel pela sintese da
“penicillin-binding protein” (proteina ligadora de penicilina) 2a, ou 2’ (PBP2a ou
PBP2’), que possui baixa afinidade para a oxacilina e outros antimicrobianos 3-
lactamicos. Esse gene faz parte de uma ilha gendmica de resisténcia chamada
“Staphylococcal Cassette Chromosome mec” (SCCmec), podendo conter
também outros genes de resisténcia a antimicrobianos (LOWY, 2003).

Segundo Nunes (2000), a resisténcia aos antimicrobianos ndao é um
problema restrito a bactérias de ambiente hospitalar, estando também
disseminada entre os micro-organismos da comunidade. Os MRSA associados
a comunidade (CA-MRSA) estdo mais associados ao SCCmec dos tipos IV e V
carregando menos genes determinantes de resisténcia do que os | a lll que sao
mais encontrados em infec¢cbes causadas por MRSA associados as cuidados

de saude publica (HCA-MRSA). Os tipos IV e V sdo elementos genéticos
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menores e com mais mobilidade que os outros, com uma tendéncia a ser
menos multirresistentes que os HCA-MRSA (Daum, 2007).

Moon et al. (2007), a partir de cepas isoladas de mastite bovina na
Coréia, encontraram o gene mecA em 13 (62%) dos 21 MRSA e 12 (63,%) dos
19 MRCNS testados. Os MRCNS foram identificados em S. saprophyticus, S.
epidermidis, S. sciuri, S. xylosus, S. intermedius e S. hominis.

Mais recentemente, Fleber, et al. (2010) encontraram 15 (12,4%) de 121
ECNs mecA positivos na Alemanha, sendo S. epidermidis (6,6%), S.
haemolyticus (4,1%), S. saprophyticus (0,82%) e S. capitis (0,82%). Em nosso
estudo, dentre os 14 ECNs (9,8%) que apresentaram o gene mecA 5 (3,5%)
eram S. saprophitycus, 3 (2,1%) S. xylosus e S. warneri e 1 (0,7%) S.
epidermidis, S. chromogenes e S. haemolyticus. Vanderhaeghen et al. (2010)
analisaram 118 cepas de S. aureus isolados de mastite e 11 (9,3%) continham
0 gene mecA, sendo 9 dessas cepas isolados de mastite subclinica.

Em nosso estudo entre os 14 MRCNS apresentaram resisténcia de 50%
para penicilina, 42,9% para oxacilina, 35,7% ao cefuroxima, 28,6% para
sulfametaxazol/trimetropin, ceftriaxona, trimetropina e gentamicina, 21,4% para
a cefalexina e 14% para a cefoxitina.

Pelos resultados obtidos pode-se observar a presenca de
Staphylococcus sp, isolados de leite de vacas com mastite ou saudaveis,
resistentes a varios antimicrobianos. Esses dados sugerem que pode ocorrer a
disseminacédo de cepas resistentes entre os animais saudaveis, reforcando a

importancia epidemiologica da mastite na producéao leiteira e saude publica.
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