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RESUMO

O Staphylococcus aureus esta entre 0s microrganismos mais comumente isolados em
mastite subclinica bovina, sendo muito prejudicial para os tecidos produtores de leite
devido a liberacdo de toxinas e de dificil tratamento. O objetivo deste trabalho foi
analisar o perfil de resisténcia antimicrobiana e genotitipificar os genes da coagulase e
espécie-especificos dos S. aureus nas propriedades do Distrito federal e Entorno.
Foram analisadas 47 amostras de leite de 116 animais de diversas racas que
apresentaram um escore de 3+ no teste do Californian Mastit Test. Foi incorporado
mais 28 amostras do banco de germoplasma do Laboratério de Microbiologia
(MicroMedVet) da Universidade de Brasilia aos testes, totalizando 75 amostras. O teste
do perfil de resisténcia antimicrobiana demostrou que a penicilina (71,2%), ampicilina
(52,9%) e enrofloxacina (39,9%) foram os antibiéticos que mais apresentaram
resisténcia. Os maiores indices de sensibilidades antimicrobianas foram visto na
gentamicina (79,8%), neomicina (76,9%), norfloxacina (76,9%), cefalexina (74,1%),
cefazolina (74,1%), lincomicina (74,1%), oxacilina (74,1%), tetraciclina (74,1%),
tobramicina (74,1%), ceftiofur (71,2%). A sensibilidade da enrofloxacina apresentou
uma discrepancia muito elevada quando comparada a estudos anteriores, pois no
presente trabalho seu indice foi de apenas 51,3%. Os genes da coagulase (CoA)
obtiveram quatro diferentes tamanhos de bandas do produto da PCR nas amostras
testadas. Foram elas 490bp (2,66%), 570bp (33,35%) 680bp (41,33%), e 780bp
(22,66%). O gene de espécie-especifico amplificou todas as 75 amostras com
fragmentos de 1153bp e mostrou ser uma ferramenta Gtil na identificacdo rapida de S.
aureus. Os resultados apresentados nesse estudo demostra que o perfil de resisténcia
antimicrobiana vem se tornando algo mundial e que técnicas simples podem facilitar a

sua identificacdo e também mapear o polimorfismo ocorrido nos genes da coagulase.

Palavras-chave: Mastite Subclinica Bovina, Staphylococcus aureus, Genotipagem,

Resisténcia antimicrobiana
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ABSTRACT

GENOTYPING OF Staphylococcus aureus STRAINS ISOLATED FROM BOVINE WITH
SUBCLINICAL MASTITIS IN DISTRITO FEDERAL AND ENTORNO, BRAZIL.

Staphylococcus aureus is one of the most commonly microorganisms isolated from
bovine subclinical mastitis, it is very damaging to the producing milk tissues due to the
release of toxins and difficulty of treatment. The objective of this study was to analyze
the antimicrobial resistance profile and genotyping genes of coagulase and species-
specific of S. aureus in the properties of the Distrito Federal and Entorno. We analyzed
47 milk samples from 116 animals of several breeds that showed score of 3+ in the
Californian Mastit Test. Another 28 samples from the germplasm bank of the University
of Brasilia Microbiology Laboratory (MicroMedVet) were incorporated to the tests,
totaling 75 samples. Testing of the antimicrobial resistance profile showed that penicillin
(71.2%), ampicillin (52.9%) and enrofloxacin (39.9%) were the antibiotics that showed
more resistance. The highest rates of antimicrobial sensitivities were seen in gentamicin
(79.8%), neomycin (76.9%), norfloxacin (76.9%), cephalexin (74.1%), cefazolin (74.1%),
lincomycin (74.1%), oxacillin (74.1%), tetracycline (74.1%), tobramycin (74.1%), ceftiofur
(71.2%). The sensitivity of enrofloxacin showed a very high discrepancy when compared
to previous works, at the present study its index was only 51.3%. Coagulase genes
(CoA) had four different PCR product bands sizes in the tested samples. These were
490bp (2.66%), 570bp (33.35%) 680bp (41.33%), and 780bp (22.66%). The species-
specific gene amplified all the 75 samples with fragments of 1153bp and proved to be a
useful tool for S. aureus rapid identification. The results presented in this study shows
that the antimicrobial resistance profile is becoming worldwide and that simple
techniques can facilitate their identification and also map the polymorphism occurred in

the coagulase genes.

Keywords: Bovine Subclinical mastitis, Staphylococcus aureus, genotyping,

Antimicrobial Resistance
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CAPITULO |

INTRODUCAO

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho leiteiro do mundo e ocupa o quinto
lugar entre os paises produtores de leite, contudo a producédo média € de 31,6 milhGes
de tonelada por ano (EMBRAPA, 2012). Isso ndo € o suficiente para satisfazer a
exigéncia minima de 180 litros/ano por habitante, preconizada pela Organizacéo
Mundial de Satde (GUIMARAES, 2006).

A heterogeneidade dos sistemas de produc¢éo nacional, a disponibilidade sazonal
de forragens, bem como falhas no manejo sanitario e reprodutivo sdo alguns dos
fatores que poderiam explicar a baixa produtividade do rebanho leiteiro. Desse modo,
melhorias nas areas de nutricdo, genética, reproducdo e controle sanitario sdo os mais
importantes para obter um aumento da competitividade deste segmento, pois vale
lembrar que leite € um dos alimentos mais completos da natureza com um elevado
valor nutritivo, principalmente como fonte de proteina, sais minerais, gordura e
vitaminas (NIELSEN, 2009).

Em relagdo ao manejo sanitario, embora doencas infecciosas de grande
importancia econémica como a brucelose e tuberculose ainda sejam endémicas no
rebanho brasileiro, a mastite bovina constitui um dos problemas sanitarios mais
importantes na pecuaria leiteira nacional. Tal fato gera uma grande demanda, por parte

de toda cadeia produtiva do leite, por alternativas que venham minorar 0S prejuizos



relacionados com ocorréncia dessa doenca, a qual deprecia a qualidade do leite, além
de diminuir a rentabilidade do empreendimento, devido principalmente a queda de
producdo que se verifica nos rebanhos endemicamente acometidos (ZAFALON et al.,
2008).

Outro aspecto relevante é a necessidade de melhoria da qualidade do leite e
derivados produzidos no Brasil, de modo a atender os requisitos de qualidade do
mercado internacional, embora se saiba que o leite obtido em algumas bacias leiteiras
do pais ja preencha os quesitos de qualidade impostos pela nova legislacdo (BRASIL,
2011). Muitos produtores tem dificuldade de adequacédo aos padrbes de qualidade,
sobretudo em funcdo da heterogeneidade dos rebanhos leiteiros nacionais e do
desconhecimento que a maioria dos produtores tem em relacdo ao impacto da mastite
bovina na qualidade do leite (CUNHA e CUNHA, 2007).

Além dos aspectos econdémicos que envolvem a mastite o leite e seus derivados
tém sido relacionados como importantes causas de intoxicagbes alimentares, sendo
gue diversos desses microrganismos comumente envolvidos na etiologia das infeccdes
intramamarias estdo frequentemente associados com as patologias gastrointestinais
humanas (COSTA, 2008).

Portanto, o objetivo deste estudo foi verificar a presenca de Staphylococcus
aureus na mastite subclinica bovina no Distrito Federal e Entorno e realizar a
caracterizacdo bioquimica do microrganismo, verificar os genes da coagulase (CoA) e
gene espécie-especifico (AroA) através da Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia do
DNA (PCR), além de definir um perfil de resisténcia antimicrobiana: amoxicilina + acido
clavulanico, ampicilina, bacitracina, cefalexina, cefazolina, ceftiofur, enrofloxacina,
espiramicina, gentamicina, lincomicina, neomicina, norfloxacina, oxacilina, penicilina,

tetraciclina e tobramicina.



REFERENCIAL TEORICO

Definicao e tipificacdo das mastites

O termo mastite é derivado das palavras gregas mastos, que significa “peito” e
itis, que significa “inflamacéo de”. A inflamacéo da glandula mamaria resulta em varios
tipos de mastites que podem ser causadas por trauma ou lesdo ao Ubere, irritacdo
quimica, sendo a de origem infecciosa, causada por microrganismos principalmente os
bacterianos, a mais comumente encontrada (PHILPOT e NICKERSON, 2000;
LADEIRA, 2007).

A reacdo inflamatoria na glandula mamaria consiste em um mecanismo protetor
concebido para: a eliminacdo do microrganismo infeccioso, a neutralizacdo da acao das
toxinas, como auxilio na reparacdo dos tecidos afetados, além de ter um papel
importante para tentar devolver a funcdo normal a glandula mamaria. O grau de
inflamacé&o varia muito, pois isso depende muito de como o Ubere reage com a fonte de
irritacdo. (MASSEI et al., 2008; LADEIRA, 2007; PHILPOT e NICKERSON, 2000;)

As mastites podem ser classificadas como subclinica e clinica, sendo a mastite
subclinica a forma mais comum da inflamacao intramamaria, embora ndo possa ser
detectada por observacdo visual no Ubere ou mesmo no leite e por isso passe
despercebida por criadores e ordenhadores. Porém a inflamacéo pode ser detectada
através da realizacdo de testes que conseguem indicar a sua presenca como os testes
California Mastitis Test (CMT) ou Contagem de Células Somaticas (CCS) (PHILPOT e
NICKERSON, 2000), que funcionam apontando um aumento das células inflamatorias
no leite e indicando a presenca de uma reacao inflamatoria, desta forma realizando o
diagnéstico para evitar perdas econémicas e aumentar as chances de recuperacao do
animal (SINGH e BANSAL, 2004).

A mastite clinica é caracterizada por anomalias visiveis no Ubere e no leite,
podendo ter grandes variacdes no seu grau de severidade durante o curso da patologia.
Esta pode acometer os quartos mamarios individualmente ou ndo, sendo que o0s
mesmo apresentam um aumento da permeabilidade vascular e os componentes do
plasma vao se misturar ao leite, alterando assim sua caracteristica e o epitélio alveolar

danificado faz com que o animal secrete menos leite e 0 mesmo pode apresentar
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coagulos, sangue ou secregfes. (PHILPOT e NICKERSON, 2000; CARLTON e
McGAVIN, 1998) O animal pode apresentar sintomatologias evidentes do processo
inflamatorio no ubere, como edema, dor, calor, rubor, diminuicdo da motilidade ruminal,
aumento da pulsacdo e gangrena em casos mais graves (DOMINGUES e LANGONI,
2001).

De acordo com a sua gravidade podem ser classificadas em mastite clinica
subaguda, aguda ou superaguda e ainda mastite crénica e ndo especifica, na subaguda
a inflamacado é ligeiramente clinica, pois 0s sintomas incluem apenas pequenas
alteracdes no leite, porem o quarto afetado pode apresentar um pequeno edema e
sensibilidade ao toque e a vaca apresenta sinais sistémicos. Ja na forma aguda o
aparecimento dos sintomas é muito subito e o leite aparece grosseiramente anormal.
Dentre os sintomas temos 0 aumento da temperatura retal, perda de apetite, apatia,
reducdo funcdo ruminal, aumento da frequéncia de pulso, desidratacéo, fraqueza,
tremores, diarreia e depressdo. A mastite clinica superaguda é rara, mas €
caracterizada por um inicio muito rapido e seus sintomas incluem os da forma aguda
sendo aqui muito mais graves, pois incluem ainda choque, fibrose no Ubere, septicemia,
perda da coordenacdo muscular, extremidades frias e reducédo de reflexo na pupila.
(PHILPOT e NICKERSON, 2000).

A mastite pode torna-se crénica quando ocorre uma longa duracdo das formas
clinicas descritas anteriormente ou pode comecar como uma infeccdo subclinica com
intermitentes crises de episodios clinicos. Em seus sintomas incluem o desenvolvimento
progressivo de tecido cicatricial, alteracbes na forma e tamanhos do quarto afetado e
reducdo na producédo de leite. As formas ndo especificas também sao referidas como
mastites ndo bacterianas e € caracterizada por um aumento no CCS, mas o
microrganismo casual ndo pode ser cultivado a partir de amostras de leite. Elas podem
resultar de trauma fisico na glandula mamaria irritacdo quimica apés a infusdo de
produtos de tratamento ou problemas no maquinario de ordenha (PHILPOT e
NICKERSON, 2000).



Agentes etioldgicos causadores da mastite infecciosa

Os agentes etioldégicos microbianos da mastite bovina sdo classificados em:
contagiosos (Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis
e Mycoplasmas bovis); patdégenos ambientais (Streptococcus uberis, Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus equinus, Escherichia coli, Klebsiella spp., Citrobacter spp.,
Enterobacter spp. e Pseudomonas spp.); patdogenos secundarios ou menores
(Staphylococcus spp. coagulase negativa); e patdgenos incomuns (Arcanobacterium
pyogenes, Nocardia spp., Pasteurella spp., Mycobacterium bovis, Bacillus cereus,
Serratia marcescens, algumas espécies de bactérias anaerdbias, fungos e leveduras).
(BUITENHUIS et al., 2011; QUINN et al., 2005; RADOSTIS et al., 2002; MENDONCA et
al., 1999).

TESTES DIAGNOSTICOS

O diagnostico da mastite é realizado através da utilizacdo de testes diretos e
indiretos. Para a mastite clinica, o teste direto € realizado de forma observacional dos
sinais da inflamacdo e com o uso da caneca telada de fundo escuro. Para diagnosticar
a mastite subclinica sao realizados exames microbioldgicos, métodos indiretos e a CCS
do leite dos quartos mamarios individuais, dos animais ou mesmo do rebanho (QUINN
et al., 1994).

a) Contagem de células somaticas

O teste de CCS tem sido considerado o mais preciso e confiavel indicador da
existéncia da mastite subclinica, pois a méo de obra, o tempo e a estrutura laboratorial
exigidos para a técnica tém, ao longo do tempo, estimulado o desenvolvimento de
muitos testes indiretos para identificar alteragcdes na glandula mamaéaria relacionadas a
permeabilidade capilar, dano tissular, nimero de células somaticas, pH, viscosidade,
teor de cloretos, condutividade elétrica e catalase (PARDO, 2007). A célula somatica &
um mecanismo de defesa do organismo que apresenta principalmente leucdcitos
polimorfonucleares, que migram da corrente circulatéria para a glandula mamaria. Para
as amostras individuais, a presenca de 100.000-200.000 ceélulas/ml de leite é

considerada normal, j& os valores superiores a 200.000 células s&o indicativas de uma
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mastite subclinica e sua contagem pode ser realizada por método microscépico ou com

equipamentos eletronicos automatizados (LADEIRA, 2007).

b) California Mastitis Test (CMT)

O teste do CMT € um indicador sensivel da presenca de inflamacédo no Ubere,
apesar de ndo ser capaz de distinguir as possiveis causas da inflamacédo. Este método
diagnéstico tem como fundamento a reacdo determinada por um detergente aniénico
(alquil laurilsulfonato de sodio) capaz de emulsionar os lipidios das membranas das
células epiteliais e dos leucocitos presentes no leite, liberando o seu material genético
(DNA) e determinando a formacdo de um composto gelificado correspondente a
guantidade de células presentes (PARDO, 2007; BRITO et al., 1997; SCHALM e
NOORLANDER, 1957). A intensidade da reacdo produzida pelo CMT é classificada em
cinco escores: a) negativo (de 0 a 200.000 células/ml); b) tracos ou suspeito (150.000 a
500.000 células/ml); 1+ (400.000 a 1.500.000 células/ml); 2+ (800.000 a 5.000.000
células/ml); e 3+ (com mais de 5.000.000 células/ml) (PARDO, 2007; JORGE et al.,
2005).

c) Teste Tamis

O teste da caneca de fundo escuro (Teste Tamis) consiste em examinar 0S
primeiros jatos de leite previamente a ordenha dos animais. Pesquisam-se a presenca
de pus, grumos de fibrina, sangue e outras altera¢des sugestivas de reacao inflamatéria
na glandula mamaria, mas que ainda ndo sao perceptiveis externamente ao Ubere,
sendo que este teste deve ser executado diariamente em todos os quartos de todos os
animais em lactacédo, e em todas as ordenhas, pois permite o diagndstico precoce da
mastite subaguda. O tratamento se empregado precocemente, proporcionara maiores

chances de cura e menor descarte de leite. (COSTA, 2008)

d) Cultura
A cultura bacteriolégica é considerada a técnica padrao ouro para se estabelecer
o0 estado sanitario da glandula mamaria em relagcdo a ocorréncia das infeccdes

intramamarias, porém resultados falso-positivos e falso-negativos possam ocorrer
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devido a eliminacgdo intermitente do agente microbiano no leite, a presenca de residuos
de sanitizantes ou antibidticos. Apés a realizacdo da classificagdo dos microrganismos
através dos testes bioquimicos, deve ser realizada a avaliacdo do perfil de resisténcia
aos antimicrobianos, pois além de mostrar o grau de susceptibilidade antimicrobiana,
auxilia no estabelecimento e disseminagdo de clones bacterianos em um rebanho,
tendo estreita associagdo com mudancas no manejo, tais como a implementacao de
tratamento antibidtico sistematico, estabulacdo e a introducdo de ordenhadeira
mecanica, fatores que atuam como forcas seletiva sobre os patdogenos causadores da
mastite (COSTA, 2008; REBHUN, 2000).

SITUACAO DA MASTITE EM REBANHOS BOVINOS

A Mastite bovina e sua importancia econémica no mundo

A mastite bovina tem uma importancia econémica muito grande para a cadeia
leiteira, pois a patologia impacta negativamente um animal ou no desempenho do
rebanho leiteiro. Seus custos diretos incluem veterinarios, medicamentos, descarte de
leite, producéo e qualidade do leite reduzida. Os indiretos nem sempre séo perceptiveis
ao criador por isso podem passar por custos ocultos, pois neles incluem a reducéo de
fertilidade, aumento do risco de abate e ocasionalmente a mortalidade. (NIELSEN,
2009)

Como a mastite bovina estéd difundida mundialmente em todos os continentes
seus agentes causadores vém sofrendo mudancas rapidas na resposta infecciosa
intramamaria e isso pode ser atribuido as diferencas entre os paises com relacao a sua
legislacdo, servicos laboratoriais, tratamento ou pratica de gestéo dos agricultores (SA
et al., 2004).

A industria de laticinios em todo o0 mundo obteve avancos significativos ao longo
dos ultimos cinquenta anos, principalmente no conhecimento da selecdo genética dos
animais e mudancas nutricionais nos rebanhos. Outro ponto importante é o bem-estar
do gado leiteiro visto como vital para maximizar a rentabilidade e aumentar a percepcgéo
publica dos sistemas leiteiros modernos (ZADOKS e FITPATRICK, 2009).



A mastite bovina no Brasil

De acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), os
estudos realizados no Brasil mostraram que quartos mamarios com mastite subclinica
produziram em média 25 a 42% menos leite do que quartos mamarios normais. Nos
Estados Unidos, estima-se que o custo por vaca/ano devido a mastite seja de
aproximadamente US$ 185, o que corresponde a um custo anual de US$1,8 bilh&o.
Esse valor corresponde a aproximadamente 10% do total de leite vendido pelos
produtores. Deste, cerca de dois ter¢cos corresponde a reducdo na producédo de leite
devido a mastite subclinica. A mastite bovina tem ocorréncia nas diversas regiées de
criatorio leiteiro do Brasil. (FREITAS et al., 2009).

O Brasil produziu no ano de 2010 31,7 milhBes de toneladas de leite e ficou
como segundo maior produtor de leite da América, permanecendo atras apenas dos
Estados Unidos, sendo que nossa producdo € quase trés vezes menor que 0 primeiro
colocado. O Distrito Federal conta com uma producéo leiteira anual de quase 40
milhdes de litros e vem sofrendo pequenas oscilagdes nos ultimos 10 anos (EMBRAPA,
2012).

A mastite no Brasil tem um ponto de vista muito forte na saude publica devido a
qualidade do leite e seus derivados, pois os dados disponiveis sobre o assunto sé@o
muito divergentes. Sao frequentes os casos de doencas associadas ao consumo de
leites crus ou de derivados produzidos com leite contaminado com microrganismos
patogénicos e suas toxinas (ANDRADE, 2005). FAGUNDES e OLIVEIRA (2004)
afirmam que 44% do leite consumido no Brasil é provenientes do mercado informal,

sendo comercializado sem qualquer tratamento térmico ou controle laboratorial.

Importancia dos Staphylococcus aureus na mastite

Os S. aureus tem um papel muito importante como causadores da mastite, pois
sdo mais prejudiciais para a glandula mamaria, devido a liberacdo de toxinas.
Inicialmente os S. aureus provocam danos nos tecidos que revestem as cisternas do
teto e da glandula maméaria e logo depois passar para o sistema de dutos e podem
estabelecer profundos bolsos de infeccéo nos tecidos produtores de leite (Figura 01). O

sistema imunologico tenta manter as bactérias em um sO lugar por compartimentar
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estas areas com leucdcitos e tecido cicatricial, porém as bactérias periodicamente sao
lancadas a partir de tais areas e infectam outros tecidos (PHILPOT e NICKERSON,
2000).

Os S. aureus € o principal agente das mastites classificadas como contagiosas,
pois sua taxa de isolamento é variavel de acordo com diferentes autores, entretanto, o
mesmo tem sido considerado como de maior significado nas infec¢fes intramamarias.
Quanto a sua participacdo nas mastites, clinicas ou subclinicas, encontra-se em 16,9%

e 76,5% dos casos, respectivamente (SA et al., 2004).

Classificacao dos Staphylococcus aureus

Os Estafilococos sédo bactérias Gram-positivas que tendem a se organizar em
conjuntos irregulares ou "cachos de uvas". O diametro médio dos cocos € de 1.0um,
sendo anaerdbios facultativos, fermentativa O/F glicose, catalase positiva, oxidase
negativa e ndo sdo mdveis. Seu crescimento ocorre melhor em &gar nutriente e agar
sangue ovino 5%, mas nao crescem em agar MacConkey (QUINN et al., 1994).

Os S. aureus sdo denominados assim por causa da pigmentacdo amarela das
colénias (aureus = dourado), (TORTORA et al., 2008) fato ja descrito desde 1884 por
Rosenbach, que prop6s a nomenclatura apropriada ao grupo dos Estafilococos em dois
tipos de colbnias, sendo a amarela dos Staphylococcus aureus e a branca dos
Staphylococcus albus, esta chamada atualmente de Staphylococcus epidermidis. O
Manual Bergey (HOLT et al.,1994) descreve mais de 20 espécies de Staphylococcus,
sendo os S. aureus bactérias patogénicas que fazem parte da microbiota endoégena de
diferentes espécies animais, incluindo o homem.

Existem diferencas entre amostras isoladas das espécies humana, bovina e
canina, diferencas estas usadas para classificar ecovariedades de acordo com um
hospedeiro especifico (CARDOSO et al., 2000).

De acordo com Baird - Parker (1990) uma das caracteristicas tipicas dos S.
aureus é que eles sao tolerantes a concentracédo de 10% NacCl, crescem numa faixa de
pH 4,0-10, sdo bactérias mesbfilas com uma faixa de temperatura entre 6,7°C a 48°C,

coagulase positiva e podem provocar a sindrome do choque toxico.



E uma bactéria, classificada taxonomicamente, segundo Cavalier-Smith (2006):
o Dominio Prokaryota
o Reino Bacteria
o Filo Firmicutes
o Classe Bacilli
o Ordem Bacillales
o Familia Staphylococcaceae
o Género Staphylococcus

o Espécie Staphylococcus aureus

Figura 01 — Diagrama da infec¢do intramamaria através do canal da teta. a) A adesao dos S. aureus
aos tecidos internos podem evitar que eles sejam lavados durante a ordenha e ajudar a estabelecer a
infeccdo. b). Vao entrar nos alvéolos onde ocorre sua multiplicacdo. ¢) Ocorre produgao de toxinas
gue vao produzir danos nas células epiteliais produtoras de leite, que liberam substancias (setas
maiores) para a corrente sanguinea para aumentar a permeabilidade dos vasos sanguineos. d) Isto
permite que o plasma sanguineo contendo os leucécitos se mova para o alvéolo para englobar as
bactérias, e dilui soros com toxinas bacterianas. (Fonte: Adaptado de PHILPOT e NICKERSON, 2000)

Eles crescem comparativamente bem sob condi¢des de alta pressdo osmotica e

pouca umidade, o que parcialmente explica porque podem crescer e sobreviver nas
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secre¢des nasais, pele, muitos alimentos que apresentam alta pressdo osmética ou em
alimentos com pouca umidade e tendem a inibir o crescimento de outros organismos.
Além disso, o pigmento amarelo provavelmente confere alguma protecdo para 0s
efeitos antimicrobianos do sol (TORTORA et al., 2008).

Habitat do microrganismo

Os Staphylococcus aureus podem ocorrer em todos os mamiferos do mundo,
embora a propagacao de estirpes entre diferentes espécies de animais € limitada. Eles
colonizam a cavidade nasal do homem, pele, glandulas mamarias, membranas e
mucosas e pode ser transitérios no trato intestinal. Muitas das infeccdes sé&o
enddgenas, mas a sua sobrevivéncia prolongada no ambiente permite a transmissao
indireta (QUINN et al., 2005 e QUINN et al., 1994).

Caracteristicas morfotintoriais e bioquimicas

Os S. aureus séo classificados morfotintorialmente como cocos Gram-positivos
que lembram “cachos de uva”, quando examinados ao microscopio, devido a divisdo
irregular em planos perpendiculares e sao fermentadores de glicose, maltose,
produzem pigmentagdo e a-hemdlise (figura 02). Sao catalase-positivos, oxidase-
negativos, anaerobios facultativos, ndo formadores de esporos. Crescem bem em
meios de cultivo comuns, como o agar sangue a 37°C em 24h, formando colénias de
tamanho médio (1 a 2 mm), lisas, brilhantes, com bordas continuas e coloracéo
amarelada ou esbranquicada. (ANVISA, 2012; QUINN et al., 2005; OLIVEIRA, 2000 e
QUINN et al., 1994).

Cultivo e identificacdo

Crescem bem no agar sangue de carneiro 5% por 24 horas e suas colonias
podem ter pigmento amarelo ou amarelo-alaranjado, sendo estas mais pronunciadas
apos incubacdo de 72h em temperatura ambiente (ANVISA, 2012). A coagulase é
positiva devido o fibrinogénio no plasma de coelho ser convertido em fibrina pela
coagulase, reduzem o nitrato em nitrito, gelatina, DNase e VP positivos. Fermenta os

carboidratos: glicose, lactose, maltose, manitol e sacarose.
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Em meio de cultivo &gar sal manitol (7,5% NaCl) ocorre a inibicdo do crescimento
de vérias bactérias e as coldnias de S. aureus sao circundadas por um halo amarelo.
Apresentam resisténcia aos antibiéticos: polimixina B (300 Ul) e bacitracina (10 Ul) e
sensibilidade a novabiocina (5mg) (QUINN et al., 1994; OLIVEIRA, 2000; TRABULSI e
ALTERTHUM, 2005).

Fatores de viruléncia

Os principais fatores de viruléncia do S. aureus sdo 0s componentes da
superficie celular e toxinas. Sendo que algumas evidéncias sugerem que determinadas
enzimas também podem ser consideradas fatores de viruléncia (TRABULSI e
ALTERTHUM, 2005).

a) Constituintes da parede celular

A parede celular €& constituida de glicopeptideos (polimeros de N-
acetilglicosamina e de &cido N-acetilmuréamico ligados de forma cruzada), similares aos
encontrados em outras bactérias Gram-positivas, e acidos teicéicos que atuam na
aderéncia especifica da bactéria na superficie das mucosas. Os acidos teicoicos e 0s
glicopeptideos conferem rigidez e elasticidade a parede celular além de outras
propriedades biolégicas que supostamente contribuem para a viruléncia. A camada
peptideoglicana contribui para a patogenicidade dos S. aureus, pois ativa a via
alternativa do complemento e estimula a producdo de citocinas. (TRABULSI e

ALTERTHUM, 2005 e KONEMAN et al., 2001).

b) Toxinas
O S. aureus produz vérias toxinas que atuam atraves de diferentes mecanismos,
algumas sdo citotoxinas e outras superantigenos e um terceiro tipo que degrada
moléculas de adesdo das células epiteliais cutaneas. Dentre as citotoxinas temos a
alfa-toxina que tem a capacidade de formar poros na membrana celular dos leucécitos
promovendo a saida do conteddo celular e consequentemente sua lise. Esta atividade
pode servir também como um mecanismo de evasao antifagocitaria, pois além da lesdo

celular, ela pode promover a liberacao de citocinas e consequentemente contribuir para
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o desenvolvimento do choque séptico (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005; KONEMAN et
al., 2001 e QUINN et al., 1994).

A B
D E

G

Figura 02 — Testes bioquimicos utilizados na caracterizacdo de S. aureus. (A) Crescimento em &agar
sangue 37°C / 24h, com formacédo de alfa-hemdlise; (B) Visualizacdo de microscopia Gptica (1000X) com
forma cocoéide; (C) Producdo de catalase em lamina; (D) Teste de oxidase em filtro de papel; (E)
Fermentagcdo do agar sal manitol; (F) Teste da coagulase em tubo; (G) Fermentacdo de carboidrato
(glicose, manitol); (H) Reducdo de nitrato em nitrito; (I) Oxidacdo-fermentacdo da glicose: reacdo
fermentativa; + = Reacdo positiva; - = Reacdo negativa (Fonte: cedido gentiimente por Vinicius

Drummond)
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A leucocidina € uma exotoxina que exerce um efeito toxico direto sobre a
membrana dos leucécitos polimorfonucleares humanos, causando desgranulacdo do
citoplasma, edema celular e lise. Esta proteina apresenta atividade proteolitica e
dissolve a matriz mucopolissacaridica da epiderme, resultando na separacédo intra-
epitelial das ligacdes celulares do estrato granuloso (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005;
KONEMAN et al., 2001).

As enterotoxinas estafilococicas sao proteinas extracelulares de baixo peso
molecular (26.900 a 29.600 daltons) pertencente a familia das toxinas pirogénicas (PT)
originada de espécies de estafilococos e estreptococos cuja estrutura, funcdo e
sequéncias de nucleotideos sdo semelhantes entre si (LUZ, 2008). Estao divididas em
11 tipos: A, B, Cy, Cy, C3, D, E, TSST-1, G, H e I, e com base nas diferencas
sorologicas a enterotoxina C é subdividida em EEC;, EEC, e EEC3. A TSST-1 (toxic
shock syndrome toxin-1) responsavel pelo choque toxico estafilocdcico, pois estimulam
os linfécitos T a liberar citocinas para desencadear o choque. (NADER FILHO et
al., 2007, TRABULSI e ALTERTHUM, 2005; KONEMAN et al., 2001 e KENNY et al.,
1993). A producdo de TSST-1 pela primeira vez isolada em cultura pura de mastite
bovina em um rebanho foi relatada por Jones e Wieneke (1988). E possivel que a
TSST-1 represente um fator de viruléncia importante em casos graves de mastites
segundo Cardoso, Carmo e Silva (2000) que fizeram a primeira descricdo da producéo
desta toxina por S.aureus isolado de mastites no Brasil.

As enterotoxinas A e E sdo moléculas termoestaveis e seus mecanismos de
acdo ainda é desconhecido, mas sabe-se que aumenta o peristaltismo intestinal e
essas condicfes toxicas sao autolimitadas e requerem apenas tratamento de suporte
(HWANG et al., 2010).

c) Enzimas
O S. aureus produz varias enzimas que podem contribuir para sua viruléncia, a
producdo da catalase pode atuar inativando o H,O, (peroxido de hidrogénio) e radicais
livres toxicos formados pelo sistema mieloperoxidase no interior das células
fagocitarias, apos ingestdo do mesmo. A coagulase € a enzima extracelular mais

importante, pois sua presenca caracteriza a espécie e sua coagulacao é decorrente da
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transformacdo da protrombina em trombina que, por sua vez, ativa a formacgao de
fibrina, a partir do fibrinogénio. A fibrinolisina estimula a transformacdo do
plasminogénio em plasmina que possui a capacidade de dissolver coagulos. Outras
enzimas incluem, DNase, hialuronidase, lipase, protease e estafiloquinase (TORTORA
et al., 2008 e KONEMAN et al., 2001 ).

Antibiograma e resisténcia antimicrobiana

O antibiograma mais utilizado é por difusdo em disco, onde se utilizam discos de
papel contendo quantidades conhecidas de antibidticos e que sédo aplicados em placas
inoculadas com o microrganismo testado. O antibiograma realizado desta forma é
relativamente barato, tecnicamente direto e confiavel se corretamente padronizado
(COLLINS et al., 2004).

A susceptibilidade antimicrobiana pode ser definida qualitativamente de trés
formas, sendo Sensivel (S), que indica que a dose padrdo do antibidtico deve ser
apropriada para tratar a infeccao pela cepa isolada; Resistente (R), que indica que a
infeccdo causada pela cepa testada ndo devera responder ao agente antimicrobiano; e
Intermediario (I), onde as cepas sdo moderadamente susceptiveis ou moderadamente
resistentes e indica que a cepa pode ser inibida por altas doses do antibidtico ou em
locais onde o0 agente antimicrobiano se concentra, como no leite, por exemplo
(COLLINS et al., 2004).

A antibioticoterapia ndo deve ser usada no lugar de outros métodos de controle e
prevencédo de doenca. Fatores como nutricdo, ambiente, higiene, manejo e vacinacao
devem sempre ser levados em conta (JACKSON e COCKCROFT, 2007).

A minimizacdo do uso de antibiéticos, facilita a obtencdo de produtos de origem
animal livres de residuos de antibioticos, bactérias zoonoticas resistentes e bactérias
resistentes que possam transferir essa resisténcia a bactérias do ser humano
(JACKSON e COCKCROFT, 2007).

Como fato marcante do uso indiscriminado de antibioticos, a utilizagdo muita
difundida de meticilina e outras penicilinas semi-sintéticas no final dos anos 60 induziu a
emergéncia de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), que continuam a persistir

tanto em ambientes de cuidado a saude como na comunidade (STEVENS, 2003).
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Atualmente, muitos dos isolados de S. aureus apresentam resisténcia a meticilina e
alguns isolados tém desenvolvido também resisténcia a mais de 20 diferentes agentes

antimicrobianos, tais como a vancomicina, lincomicina, amoxicilina dentre outros (LUZ,
2008).
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OBJETIVOS

Geral
Isolar e genotipificar cepas de Staphylococcus aureus em mastites subclinicas

em fémeas bovinas em granjas leiteiras do Distrito Federal e Entorno.

Especificos

o Caracterizar bioquimicamente dos S. aureus isolados do leite bovino;

o Detectar nas amostras de Staphylococcus aureus isoladas, através da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) os genes da coagulase (CoA) e
gene espécie — especifico (AroA);

o Definir um perfil de sensibilidade dos Staphylococcus aureus isoladas
frente aos antimicrobianos: amoxicilina + acido clavulanico, ampicilina,
bacitracina, cefalexina, cefazolina, ceftiofur, enrofloxacina, espiramicina,
gentamicina, lincomicina, neomicina, norfloxacina, oxacilina, penicilina,

tetraciclina e tobramicina.
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INTRODUCAO

A Mastite € a sindrome patoldégica mundial mais isolada e comum em vacas
leiteiras, respondendo por até 38% de morbidade. Destes, 7% dos bovinos afetados
sdo descartados, e 1 % morre em consequéncias da afeccao (SMITH, 1994).

O S. aureus estd associado a mastite bovina em todos os continentes e é

considerado o0 agente que isoladamente determina as maiores perdas na pecuaria
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leiteira (COSTA, 2008). No Brasil, ele é considerado o principal agente causal, com
taxas de isolamento variaveis entre 8,3% e 49,23% (DONATELE et al.,, 2002;
LAFFRANCHI et al., 2001; BRITO et al., 1999) sua transmissao ocorre usualmente
entre vacas durante a ordenha e o conhecimento da sua distribuicdo pode ajudar na
formulac&o de estratégias para o controle da doenca (ZAFALON et al., 2008a).

A producdo da coagulase pelo S. aureus constitui-se em um importante
determinante fenotipico, uma vez que estd associada a viruléncia desses
microrganismos e sua acao ocorre juntamente com outras toxinas e fatores celulares
para causar lesdes. Outro fator importante é a intoxicacdo alimentar atribuida a
ingestdo de enterotoxinas produzidas e liberadas pela bactéria durante sua
multiplicacdo no leite ou seus derivados, como é termoestavel, podem permanecer no
alimento mesmo apds o cozimento favorecendo assim a ocorréncia da intoxicacao
(LUZ, 2008).

Pode-se ainda destacar a importancia da avaliacdo do perfil de resisténcia aos
antimicrobianos, pois a utilizacao indiscriminada dos antibiéticos ha medicina veterinaria
tem determinado um aumento no aparecimento de bactérias multirresistentes e
consequentemente interferindo em um tratamento efetivo das infeccdes por este agente
e se tornando um risco a saude publica (COSTA, 2008).

O S. aureus destaca-se como um dos microrganismos mais frequentemente
associados as mastites bovinas em todos os continentes e 0 agente que isoladamente
determina as maiores perdas na pecuaria leiteira. No Brasil ele é considerado como o
principal agente causal da mastite, com taxas de isolamento varidveis entre 8,3% e
49,23% (COSTA, 2008)

Dados sobre a distribuicdo dos tipos especificos de Staphylococcus aureus em
vacas com mastites subclinicas no Distrito Federal e Entorno sdo bastante escassos.
Esses dados tém grande importancia quando se pretende identificar e tratar os animais
além de poder implantar nas propriedades medidas de controle e programas de
biosseguridade, pois é estimado que para cada caso de mastite clinica na propriedade
existam 14 casos de mastite subclinica (LADEIRA, 2007).

O objetivo deste estudo foi realizar o isolamento bacteriano dos Staphylococcus

aureus e realizar a analise genética dos genes da coagulase (CoA) e genes de espécie-
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especifico (AroA), caracterizacdo fenotipica e realizacdo do antibiograma do material
coletado das mastites subclinicas bovinas no Distrito Federal e Entorno.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao das amostras

Foram obtidas amostras de leites de 116 animais de diversas racas, sendo 40
provenientes de saidas de campos e 76 enviadas diretamente ao laboratério, sendo
essas coletas supervisionadas pelo veterinério responsavel. As amostras foram obtidas
de dez diferentes nulcleos rurais (cooperativas, pequenos produtores) do Distrito
Federal (Brazlandia, Sobradinho, Planaltina, Samambaia, Sdo Sebastido e Paranoa) e
Entorno (Formosa, Aguas Lindas, Santo Ant6nio do Descoberto e Luziania), destacados
na Figura 03.

O entorno é uma regido integrada de desenvolvimento do Distrito Federal
(RIDE/DF). Ocupa uma regido de 55.439,99 quildometros quadrados e é composta por
42 municipios, sendo 29 do estado de Goias e 13 do estado de Minas Gerais
(CODEPLAN, 2007).

Todos os animais foram submetidos ao teste do California Mastitis Test, inclusive
0S provenientes das amostras particulares enviadas ao laboratério. A selecdo dos
quartos mamarios foi feita a partir daqueles animais que obtiveram um escore de 3+ no
CMT. O leite coletado foi armazenado em tubo coletor estéril, previamente identificado e
concomitantemente a coleta de dados do animal. As amostras foram armazenadas em
bolsa refrigerada até o transporte ao Laboratorio de Microbiologia Médica Veterinaria

(MicroMedVet) da UnB, onde foram processadas.

Isolamento e identificacdo bioquimica

Ao chegar ao laboratorio, as amostras foram incubadas a 37°C overnight por 18
horas e posteriormente a este periodo as amostras de leite foram estriadas em Placas de
Petri contendo meio de cultura Base para Agar Sangue acrescido de sangue de ovino
desfibrilado 5% (Acumedia®), e incubadas a 37°C por 24h. Ap0s o periodo de
incubacéo as amostras que apresentava algum tipo de contaminacéo eram submetidas
a um novo repique para isolamento destas colénias em novo Agar Sangue para realizar
a identificacéo bioquimica das mesmas (QUINN et al., 2005 e QUINN et al., 1994).
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Todas as colbnias foram testadas para os testes de coloracdo de Gram,
catalase, oxidase, oxidacdo e fermentacdo da glicose (O/F glicose), coagulase,
fermentacdo do agar sal manitol, fermentacdo de carboidratos (glicose, manitol e
maltose), reducdo de nitrato, gelatina e VP (Voges Proskauer). Das cepas que foram
identificadas como S. aureus foram feitos o antibiograma, para verificacdo do perfil
antimicrobiano, e a extracdo do DNA, para pesquisa de genes de coagulase e espécie-
especifico (QUINN et al., 2005 e QUINN et al., 1994).
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Figura 03 — Mapa do Distrito Federal e Entorno e em destaque os locais de coleta (Fonte:

Adaptado de Google Maps)

Teste de susceptibilidade antimicrobiana

ApoOs a caracterizacdo bioquimica dos S. aureus foram selecionadas de duas a
trés colbnias isoladas e transferidas para o caldo Mieller-Hinton (Himedia®) e
incubadas a 37°C até alcancar turbidez de 0,5 na escala padrdo McFarland. Apds esse

periodo um swab estéril foi submergido no caldo e logo em seguida inoculado em agar
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Miieller-Hinton (Bio-Rad®), aonde o mesmo foi passado em toda superficie do agar
segundo o método de Kirby-Bauer modificado, em recomendacdo do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010).

As cepas foram testadas para as seguintes bases farmacologicas: amoxicilina +
acido clavulanico 20ug, ampicilina 10ug, bacitracina 10UI, cefalexina 30ug, cefazolina
30ug, ceftiofur 30ug, enrofloxacina 5pg, espiramicina 100ug, gentamicina 10ug,
lincomicina 2ug, neomicina 30ug, norfloxacina 10ug, oxacilina 1ug, penicilina 30ug,
tetraciclina30ug e tobramicina 10ug. Apdés este procedimento, as mesmas foram
incubadas a 37°C por 18h, a leitura do teste foi realizada com um paquimetro e
posteriormente os dados obtidos foram comparados com a tabela padrdao de
interpretacdo, conforme tabela do CLSI (2010). Apos o final de todos os procedimentos
de identificacéo e teste do perfil antimicrobiano as amostras foram mantidas congeladas
em Freezer -18°C em solucdo estoque (BHI + glicerol) (Himedia®), para depois ser
realizada a extracdo do DNA através do lisado celular.

Identificacdo por PCR dos genes de coagulase e espécie-especifico

As bactérias foram descongeladas do caldo e estriadas em agar sangue de
carneiro 5% e incubada a 37°C por 24h para obtencdo de colbnias puras e isoladas.
ApoGs esse periodo, foram coletadas trés colbnias isoladas com o auxilio de al¢as
descartaveis e em seguida transferidas para 200ul de agua Milli-Q em microtubos e
depois foram acrescentados 200 pl de fenol-cloroférmio (SIGMA-ALDRICH®). Apds
realizar uma leve homogeneizacdo os tubos foram levados & microcentrifuga (SIGMA®
2K15) por 15 minutos, a 13.000g, numa temperatura de 4°C.

O sobrenadante foi transferido para outro microtubo com auxilio de micropipeta
para utilizacdo na PCR. Em seguida foi acrescentado 200ul de cloroférmio e os tubos
novamente foram para a microcentrifuga (SIGMA® 2K15) por 15 minutos, a 13.000g,
numa temperatura de 4°C. ApoOs esse segundo processo 0 sobrenadante foi retirado
com auxilio de micropipeta e transferido para microtubos para posteriormente serem
utilizados na PCR, segundo protocolo citado por Blanco et al. (1997).

As reagdes foram realizadas em volume final de 25 uL, contendo 4ul do DNA
extraido; 2,5ul de solugdo tampéao (10X, pht®); 1,25ul de dNTP (10 mM, pht®); 1,0ul de
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Taq DNA polimerase (5U/ul, pht®) e 0,5ul de cada primer (forward e reverse) especifico
para genes da coagulase (CoA) e espécie-especifico (AroA) (10 pmol/ul). A sequéncia

de nucleotideos utilizados e o tamanho dos amplicons estéo listados na Tabela 01.

Tabela 01 — Oligonucleotideos utilizados neste trabalho e o tamanho dos amplicons

Nome Sequéncia de oligonucleotideos Tamanho do amplicon (bp)

CoA 5 — ATAGAGATGCTGGTACAGG -3

4 7 7
5 - GCTTCCGATTGTTCGATGC -3 9075707680 /780 /850

AroA  5- AAGGGCGAAATAGAAGTGCCGGGC -3

1153
5 - CACAAGCAACTGCAAGCAT -3

CoA = Gene da coagulase; AroA = gene espécie-especifico; bp = pares de base. (Fonte: MARCOS et al.,
1999 e HOOKEY et al., 1998)

As amostras foram colocadas em um termociclador da marca BIO-RAD®, sendo
rodada em ciclos diferentes conforme pode ser observado na Tabela 02 abaixo. A
desnaturacao, extensdo e anelamento sofrem variagcbes de acordo com cada primer.
Para cada reacdo, eram feitos testes com controles negativos, com agua Milli-Q no
lugar do DNA no preparado, e positivos, utilizando-se uma cepa S. aureus ATCC
25923.

Os produto da amplificacdo da PCR foram submetidos & eletroforese (Biotech®)
em gel de agarose a 1% para o Gene CoA e 1,5 % para o gene de espécie-especifico.
A eletroforese foi realizada em cuba horizontal (Major Science®) com a fonte ajustada
para 80V; 95mA; 100W por 50 minutos. Foi utilizado como padrdo de massa molecular
de100bp (EasyGen®). Em seguida o gel foi banhado em uma solucéo de agua destilada
com Brometo de Etidio (5mg/ml) por 20 minutos e posteriormente submetido a luz

ultravioleta em transiluminador (UVP®), para a visualizacdo das amplificacdes.
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Tabela 02 — Tabela de temperaturas e tempos utilizados na PCR

Genes Etapa Temperatura Tempo N° de ciclos
CoA Desnaturacéo 94°C 45 segundos 1 ciclo
AroA Desnaturagéo 94°C 120 segundos 1 ciclo
CoA Desnaturacéo 94°C 20 segundos 30 ciclos
AroA Desnaturacéo 92°C 60 segundos 40 ciclos
CoA Anelamento 57°C 15 segundos 30 ciclos
AroA Anelamento 58°C 60 segundos 40 ciclos
CoA Extensao 70°C 15 segundos 30 ciclos
AroA Extensao 72°C 90 segundos 40 ciclos
CoA Extenséo 72°C 120 segundos 1 ciclo
AroA Extensao 72°C 10 minutos 1 ciclo

CoA = Gene da coagulase; AroA = gene espécie-especifico. (Fonte: MARCOS et al., 1999 e HOOKEY et
al., 1998)

RESULTADOS

Isolamentos bacterianos e identificacao bioquimica

Das 116 amostras de leite coletadas foram isolados 334 microrganismos dos
mais diversos géneros Tabela 03, sendo 47 S. aureus. Essas cepas foram submetidas
a identificacdo bioquimica e os resultados foram condizentes com bactérias da espécie
S. aureus, conforme as tabelas de identificacbes de autores como Koneman et al.
(2001), Oliveira (2000) e Quinn et al. (1994).

Para a classificacdo dos S. aureus foi realizado as provas de catalase, O/F
glicose, coagulase, fermentacdo de glicose, fermentacdo de maltose e fermentacéo de
manitol obteve-se uma apresentaram de positividade em 100% (47/47) das amostras
testadas. Todos os dados referentes a identificagdo bioquimica citada anteriormente

podem ser vistos na Tabela 04.
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Tabela 03. Microrganismos isolados nas amostras

Microrganismo isolado Total %
Actinomyces spp 02 0,6
Bacillus spp 53 15,9
Corynebacterium pseudotuberculosis 03 0,9
Corynebacterium spp 10 3,0
Enterobacter agglomerans 03 0,9
Escherichia coli 47 14,1
Klebsiella pneumoniae 03 0,9
Leveduras 28 8,4
Malassezia spp 05 15
Pasteurella spp 03 0,9
Proteus mirabilis 02 0,6
Proteus vulgaris 01 0,3
Pseudomonas aeruginosa 05 15
Staphylococcus aureus 47 14,1
Staphylococcus spp 61 18,3
Streptococcus pyogenes 22 6,6
Streptococcus spp 13 3,9
Streptococcus uberis 01 0,3
Auséncia de crescimento bacteriano 25 7,5

*Total de microrganismos isolados: 334

Avaliacao de sensibilidade a antimicrobianos de S. aureus

Para a realizacéo do teste do perfil de resisténcia além das 47 cepas isoladas no
seguinte trabalho, também foi realizado o testes em 28 amostras de S. aureus do banco
de germoplasma do Laboratério de MicroMedVet. da UnB. Todas essas sendo
provindas de mastites subclinicas de bovinos do Distrito Federal e Entorno, com isso
totalizando 75 amostras.

Com a realizacao do antibiograma foi possivel tracar um perfil de resisténcia dos
diferentes antibioticos testados. As bases farmacoldgicas que tiveram uma maior
porcentagem de S. aureus resistente neste estudo foram a penicilina (71,2%),
ampicilina (52,9%) e enrofloxacina (39,9%). J4 as bases que mais apresentaram uma
alta sensibilidade foram a gentamicina (79,8%), neomicina (76,9%), norfloxacina
(76,9%), cefalexina (74,1%), cefazolina (74,1%), lincomicina (74,1%), oxacilina (74,1%),
tetraciclina (74,1%), tobramicina (74,1%), ceftiofur (71,2%).
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Tabela 04 — Dados dos testes bioquimicos realizados com os S. aureus

Testes Bioquimicos Positivos Negativos
a-hemolise 82,98% 17,02%
Catalase 100% 0,0%
Oxidase 0,0% 100%
O/F glicose 100% 0,0%
Coagulase 100% 0,0%
Fermentac&o Agar sal manitol 95,75% 4,25%
Fermentacéo de glicose 100% 0,0%
Fermentacdo de manitol 93,6% 6,4%
Fermentacdo de maltose 100% 0,0%
Reducéo de nitrato 93,6% 6,4%
Gelatinase 76,6% 23,4%
Voges-Proskauer 91,5% 8,5%

47 cepas testadas

Ao avaliar cada cepa frente as bases farmacoldgicas a gentamicina foi a que
apresentou um maior perfil de sensibilidade com quase 80% e a penicilina foi a que
alcancou o maior perfil de resisténcia com um pouco mais de 70%. Sendo que a
ampicilina revelou uma porcentagem de sensibilidade e resisténcia muito proxima. As

porcentagens podem ser mais bem visualizadas na tabela 05.

Genes da coagulase e genes de espécie-especifico
Todas as 75 amostras foram testadas para os genes da coagulase (CoA) e
espécie-especifico (AroA), através da técnica reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
No gene da coagulase os tamanhos da banda se distinguem entre 490bp, 570bp,
680bp, 780bp e 850bp (HOOKEY et al., 1998) e 627pb, 710pb, 910pb (SALEM-BEKHIT
et al.,, 2010)
Neste trabalho verificou-se que todas as amostras bacterianas ja classificadas
anteriormente pelos testes bioquimicos como S. aureus (75/75) possuiam genes da
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coagulase (CoA): 490bp, com 2,66%; 570bp, com 33,35%; 680bp, com 41,33%; 780bp,
com 22,66%. Nenhuma das amostras amplificou com 850bp e o controle positivo S.
aureus ATCC 25923 apresentou 680bp nos testes realizados. Na figura 04 mostra as

diferencas obtidas a partir da amplificacdo da extremidade 3’ do gene da coagulase.

Tabela 05 — Porcentagens de resisténcia aos antimicrobianos testados

Antibidtico Sensiveis* Intermediarios* Resistentes*
Amox.+Ac. Clav. (20/10 pg/disco) 57,0% 8,5% 34,2%
Ampicilina (10ug/disco) 47,0% 2,9% 52,9%
Bacitracina (10Ul/disco) 65,5% 0,0% 34,2%
Cefalexina (30pug/disco) 74,1% 2,8% 22,8%
Cefazolina (30 pg/disco) 74,1% 0,0% 25,6%
Ceftiofur (30 ug/disco) 71,2% 0,0% 28,5%
Enrofloxacina (5 ug/disco) 51,3% 8,5% 39,9%
Espiramicina (100 pg/disco) 59,8% 8,5% 34,2%
Gentamicina (10 ug/disco) 79,8% 57% 14,2%
Lincomicina (2 pg/disco) 74,1% 2,8% 22,8%
Neomicina (30 pg/disco) 76,9% 2,8% 19,9%
Norfloxacina (10 pg/disco) 76,9% 8,5% 14,2%
Oxacilina (1 pg/disco) 74,1% 2,8% 22,8%
Penicilina (30 pg/disco) 22,8% 57% 71,2%
Tetraciclina (30 pg/disco) 74,1% 0,0% 25,6%
Tobramicina (10 pg/disco) 74,1% 2,8% 22,8%

A porcentagem esta calculada em cima do total de 75 cepas testadas

No gene de espécie-especifico o tamanho da banda é de aproximadamente
1153bp (SAEI et al., 2009; HOOKEY et al.,, 1998) sendo que todas as amostras
testadas neste trabalho (75/75) ao gene amplificaram em aproximadamente 1153bp

como descrito pelo autor.

33



Figura 04 — Eletroforese em gel de agarose representativa dos resultados da amplificacdo dos genes
da coagulase. M Marcador DNA ladder 100bp; CP (Controle Positivo) com 680bp; CN (Controle
Negativo); 01 Amostra: (Sta001) com 490bp; 02 Amostra: (Sta032) com 490bp; 03 Amostra: (Sta072)
com 570bp; 04 Amostra: (Sta028) com 780bp; bp (Pares de base)

34



DISCUSSAO

Os indices de mastites subclinicas e clinicas constituem parametros importantes
para se monitorar a sanidade da glandula mamaria dos animais e a eficiéncia das
medidas de controle adotadas para a doenca na propriedade (COSTA, 2008). Os
resultados obtidos no seguinte trabalho no que se refere a identificacdo dos
Staphylococcus aureus frente as mastites subclinicas demostra que em todo s os dez
ndcleos rurais onde foram realizadas as coletadas ou que enviaram amostras
diretamente ao laboratério de MicroMedVet apresentaram uma ou mais propriedade
com leite contaminado com S. aureus .

A identificacdo bioquimica das cepas de S. aureus obtidos no presente trabalho
apresentou dados semelhantes aos ja publicados de Quinn et al. (1994), Oliveira
(2000), Koneman et al. (2001). Behme et al. (1996) e Quinn et al. (1994) testando e
identificando bioquimicamente cepas de S. aureus afirmaram que todas as suas cepas
foram positivas para a fermentacdo dos carboidratos (glicose, maltose e Manitol),
coagulase, O/F glicose, catalase e negativas para a oxidase.

De acordo com Quinn et al. (1994) todas as amostras de S. aureus quando
realizada a observacdo macroscopica de suas col6nias, verificando-se a presenca de
hemolise, tamanho médio (1 a 2 mm), lisas, brilhantes, com bordas continuas e
coloracdo amarelada ou esbranquicada, sendo observados as mesmas caracteristicas
no seguinte trabalho. A producédo de hemdlise completa alfa-hemolisina foi observada
em 82,98% das amostras testadas, entretanto autores como Trabulsi e Alterthum
(2005), Quinn et al. (1994) relatam que todas as cepas de S. aureus apresentam uma
alfa-hemolise, ja no presente trabalho17,02% das amostras apresentou uma hemolise
incompleta causada pela beta-hemolisina.

Os testes de fermentacdo do Agar sal manitol (95,75%) positivo, reducdo de
nitrato (93,6%) positivo, gelatinase (76,6%) positivo, Voges-Proskauer (91,5%) positivo,
sédo dados semelhantes ao proposto por Holt et al. (1994).

No teste do perfil de resisténcia aos antibiéticos verificou-se um baixo indice de
bactérias com multirresisténcia as bases testadas. As cepas testadas foram sensiveis
ao menos a um antibidtico, o que apresenta semelhancas com os trabalhos de Zanette
et al. (2010), Andrade et al. (2000), Cardoso et al. (2000).
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A resisténcia encontrada para penicilina no presente estudo foi similar a
reportada por Nader Filho et al. (1984), Cardoso et al. (2002), Andrade et al. (2000) em
Minas Gerais que obtiveram um indice de resisténcia proximo a 70%. Em nosso
trabalho o indice de resisténcia foi de 71,2%. De acordo com Cardoso (2002) a
ampicilina foi descrita com um indice de resisténcia superior a 50%, onde também ficou
de acordo aos dados obtidos nesse trabalho com 52,9% de resisténcia.

Essa resisténcia encontrada para esses dois antibioticos justifica-se em razdo do
uso indiscriminado e inadequado (subdosagens) na medicina veterinaria, pois Sao
frequentemente utilizados para controle de mastite (ANDRADE et al, 2000). A
norfloxacina e bacitracina nesse estudo apresentaram uma porcentagem de
sensibilidade de 76,9% e 65,5% respectivamente. Dados proximos aos encontrados por
Ferreira et al. (2010) e Costa et al. (2008).

Neste estudo verificou-se uma discrepancia muito elevada nos estudos de Costa,
(2008), acima de 80% e Cardoso et al. (2000) 98,4% quanto a sensibilidade da
enrofloxacina. Pois a totalidade de cepas resistente a enrofloxacina nesse estudo foi de
39,9%, isso demostra que € necessario um aprofundamento no estudo dessas
resisténcias no Distrito Federal e Entorno.

A sensibilidade encontrada as cefalosporinas, aminoglicosideos e tetraciclina no
presente estudo foi similar a reportada por Zanette et al. (2010), Zafalon et al. (2008b)
onde os valores ultrapassam os 70% de sensibilidade. O conhecimento de padrdes de
sensibilidade antimicrobiana a essas bases é fundamental para o desenvolvimento de
métodos preventivos que sejam efetivos, assim como de elaboracdo de estratégias de
tratamento quando forem necessarias.

A ocorréncia de sensibilidade encontrada nesse presente estuda para a oxacilina
foi de 74,1%, foi muito divergente aos encontrados por Martins (2011), Silveira-Filho
(2005). Martins encontrou um percentual de sensibilidade para apenas 33,3% no
presente estudo que foi realizado no Goias e Distrito Federal, enquanto Silveira-Filho
verificou um indice de sensibilidade inferior a 50% para a oxacilina e lincomicina. Sendo
gue a lincomicina no presente estudo teve um indice de resisténcia de apenas 22,8%,
sendo novamente divergente aos encontrados por Silveira-Filho (2005) e Ferreira et al.
(2010) 81,76% de resisténcia.
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No presente estudo quatro diferentes tamanhos de bandas do produto da PCR
para o gene da coagulase foram obtidas a partir da heterogeneidade de uma regiao
contendo 81pb de repeticbes da extremidade final 3° do gene CoA. Foram elas: 490bp
(02/75); 570bp (25/75); 680bp (31/75); 780bp (17/75). Hookey et al. (1998), Salasia et
al. (2004), Kalorey et al. (2007), Reinoso et al. (2008) obtiveram também resultados
semelhantes quanto ao tamanho dos pares de bases.

Os diferentes tipos de genes coagulase devem ocorrer por razdo do
polimorfismo entre os isolados de S. aureus, pois o tamanhos da banda do gene da
coagulase CoA se divergem um pouco entre os autores, Saei et al. (2009) encontrou de
490pb a 850pb e Salem-Bekhit et al. (2010) encontrou de 627pb a 910pb. No presente
trabalho as banda com peso de 490 pb, 570 pb, 680pb e 780pb, também foi descrita na
pesquisa de Saei et al. (2009).

Os diferentes tamanhos moleculares encontradas nos produtos amplificados
provavelmente ocorrem devido a mutacdes na extremidade 3° do gene CoA onde
nucleotideos podem ser inseridos ou excluidos no gene e como consequéncia alterar o
tamanho do mesmo ou ainda provavelmente propriedades antigénicas da enzima
coagulase (HOOKEY et al., 1998).

Essa regido do gene CoA pode ter um papel importante na variacdo antigénica
da coagulase e pode ser um mecanismo de escape do efeito inibitdério dos agentes
anticoagulase. Os anticorpos e outros fatores ndo-anticorpo podem neutralizar a
atividade da coagulase e consequentemente aumentar a resisténcia contra infeccdes
de S. aureus (SAEI et al., 2009).

O par de iniciadores utilizados neste estudo FA; e RA,, a partir do gene AroA S.
aureus, de espécie-especifico com fragmento de 1153pb obtiveram a amplificacdo por
PCR em todas as amostras testadas (75/75), resultado semelhante ao encontrado por
Saei et al. (2009) em 58 amostras de leite, Marcos et al. (1999) em 38 amostras de
leite.

Esses resultados demonstram que a amplificagéo por PCR do gene AroA poderia
ser uma ferramenta (til para a rapida identificacdo de S. aureus a partir de células
bacterianas. Marcos et al. (1999) conseguiu resultados favoraveis na amplificacdo do
gene AroA a partir de materiais biologicos, tais como o leite.
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CONCLUSOES

No presente estudo foram identificadas e genotipificadas cepas de
Staphylococcus aureus, isoladas de mastite subclinica bovina no Distrito Federal e
Entorno. Foi observada através da técnica de PCR que existem diferentes tipos de
genes coagulase entre as granjas leiteiras e isso pode ter um papel importante para o
S. aureus para aumentar sua resisténcia frente aos antimicrobianos. Os genes de
espécie-especifico mostrou ser uma alternativa rapida e segura para identificar o S.
aureus.

Existem poucos dados que abordem o percentual de cepas susceptiveis aos
antibioticos testados, sendo que a penicilina e ampicilina com 71,2% e 52,9%
respectivamente de suas cepas obtiveram um indice muito elevado de resisténcia.
Outro ponto que ainda necessita de mais estudos acerca do tema € sobre o perfil de
resisténcia da enrofloxacina que alcancou 39,9% neste estudo e com isso obteve-se
uma discrepancia muito elevada quando comparada com estudos de outros autores
gue indicam até 98,4% de sensibilidade.

Os resultados obtidos demostram a alta incidéncia de mastite subclinica por S.
aureus, pois em todas as propriedades pelo menos um animal tinha 0 microrganismo no
leite. A porcentagem encontrada assemelha-se as ja relatadas em trabalhos nacionais e
internacionais. O risco de transmissdo por esta bactéria, conjuntamente com a
frequéncia de resisténcia antimicrobiana, como observada neste estudo, também deve

ser levado em conta, pois podem acarretar em sérios problemas para a saude publica.
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CAPITULO IlI

CONSIDERACOES FINAIS

Os casos de mastites subclinicas sdo dificeis de detectar, por ndo apresentarem
sinais clinicos evidente na glandula mamaria ou alteracdes visiveis ao leite. Muitos
criadores nao estdo habituados a realizar o teste de Tamis e CMT que poderiam ser um
indicador rapido, barato e acessivel a campo para um tratamento mais precoce das
mastites.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram a alta taxa de mastite
subclinica nos rebanhos estudados, isso traz um reflexo direto na produtividade do
rebanho e na qualidade do leite produzido, evidenciando a necessidade de maiores
esforcos por parte dos proprietarios, cooperativas, laticinios, 6rgdos de fiscalizacéo e
mesmo instituicbes de pesquisas. Isso ajudaria os produtores a controlar de forma
eficiente a mastite, minimizando os prejuizos ocasionados pela mesma em toda a
cadeia produtiva de leite. O leite e seus derivados sdo um dos alimentos mais
completos da natureza e por isSso seu consumo € abundante principalmente por
criancas e idosos. Consequentemente o0s casos de intoxicacfes alimentares por S.
aureus pode ocasionar sério risco a saude publica, devido principalmente ao comércio
de produtos clandestinos.

Os percentuais de resisténcia aos antimicrobianos encontrados nesse estudo
demonstram uma tendéncia mundial de selecdo de bactérias multirresistentes, o que
muitas vezes se deve ao fato da utilizagdo indiscriminada de antibidticos por produtores
ou veterinarios que utilizam estes farmacos como tratamento, mas sem a realizacéo de
exames laboratoriais para identificar o real agente causador e a quais bases

antimicrobianas possuem sensibilidade.
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Embora o presente estudo apresente isolados de S. aureus com diferentes tipos
de genes da coagulase e um alto indice de resisténcia antimicrobiana, sdo necessarios
estudos mais aprofundados acerca deste tema, com o intuito de avaliar melhor a
resisténcia da enrofloxacina e para uma melhor compreensédo dos tipos de genes da
coagulase circulantes no presente trabalho, utilizando a técnica de Polimorfismo dos
fragmentos de restricdo (RFLP), pois com isso poderia se obter dados especificos sobre

as variantes do gene da coagulase.
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