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CAPITULO |

REFERENCIAL TEORICO

Influéncia da mastite no cenario mundial

A mastite € uma doenca de grande impacto no cenario mundial, sendo
considerada a mais comum entre o rebanho leiteiro. Estima-se que cerca de 38% da
morbidade no gado leiteiro seja atribuida & mastite. A cada trés vacas-leiteiras, uma
apresenta sinais de inflamac&o no Ubere, e 7% sao descartadas devido a doenca, com
1% chegando a Obito. A mastite também causa mais de 25% dos prejuizos
econdmicos associados a doencas no gado leiteiro ( NETO; ZAPPA, 2011; SANTOS,
2017; FONSECA et al., 2021).

Embora o Brasil seja o terceiro maior produtor de leite do mundo, o pais esta
confrontando obstaculos associados a eficiéncia produtiva, a qualidade do leite e a
renda dos agricultores. A gestdo adequada da saude do gado é essencial para superar
essas dificuldades, j& que a mastite esta causando prejuizos econdmicos substanciais
nas criacfes ( NETO; ZAPPA, 2011; EMBRAPA, 2022).

A mastite bovina acarreta prejuizos em toda a industria leiteira, envolvendo
despesas com remédios, servicos especializados e a eliminacdo de animais e leite
contaminado. O descarte de leite, seja devido ao periodo de caréncia pelo uso de
antibioticos ou a baixa qualidade da matéria-prima, constitui a maior perda na cadeia
de producéo, representando até 10% do faturamento das fazendas de laticinios no
Brasil. Nos Estados Unidos, esses prejuizos atingem a marca de US$ 2 bilhdes,
devido a reducdo na producdo e aos custos associados a mastite ( COSTA et al.,
2013; MAIOCHI; RODRIGUES; & WOSIACKI, 2019; FONSECA et al., 2021;
EMBRAPA, 2022).

O segmento de laticinios no Brasil passou por mudancas substanciais nas
ultimas décadas, experimentando um crescimento tanto na produgdo quanto no
consumo, acompanhado por uma modernizagdo tecnoldgica. Os produtores tém se
beneficiado das ferramentas tecnoldgicas que aprimoram a gestdo e impulsionam a
eficiéncia produtiva. Apesar de o preco do leite no Brasil ser aproximadamente 19%
superior ao preco internacional, a produc¢ao continua enfrentando desafios, tanto no

cenario doméstico quanto global. Nos ultimos anos, o setor teve que lidar com
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obstaculos, como o aumento dos custos de producdo, uma demanda enfraquecida e
margens de lucro estreitas, resultando em uma reducéo na disponibilidade do produto
no mercado nacional ( FONSECA et al., 2021; EMBRAPA, 2022).

Assim, a mastite continua sendo uma preocupacéo significativa para o cenario
mundial do rebanho leiteiro, enquanto o setor leiteiro brasileiro enfrenta desafios e
mudancas que impactam sua producao e disponibilidade. A aplicacdo de tecnologias
eficazes de manejo sanitario e genético sdo essenciais para combater a mastite e
promover o crescimento sustentavel do setor ( FONSECA et al., 2021; CALIMAN;
GASPAROTTO; RIBEIRO, 2023).

Mastite bovina: conceitos fundamentais e classificacdes

O termo “mastite” é empregue para se referir a inflamacdo da glandula
mamaria. As causas da mastite sdo diversas e envolvem mdltiplos fatores que podem
levar & inflamacao da glandula mamaria das vacas-leiteiras. Entre as principais causas
estdo o trauma ou lesdo ao tecido mamario, que podem ocorrer durante 0 processo
de ordenha ou devido a condi¢cdes inadequadas de manuseio, também pode ter
origem fisiologica, alérgica e/ou metabdlica. No entanto, a causa mais comum de
mastite bovina € a infeccdo por microrganismos (MO), principalmente bactérias (
COSER; LOPES; COSTA, 2012; NOGUEIRA et al., 2013; FONSECA et al., 2021;
CALIMAN; GASPAROTTO; RIBEIRO, 2023).

Essas bactérias chegam a glandula mamaria pela via descendente, através da
via hematdgena ou linfatica; ou por via ascendente, sendo a forma mais comum de
infeccdo, através do canal do teto, especialmente durante a ordenha, ou por meio de
feridas e rachaduras presentes nos tetos. Além disso, a higiene inadequada do
ambiente e das instalacbes de ordenha, a qualidade do manejo do rebanho, a
frequéncia e a técnica de ordenha, e a presenca de condi¢des ambientais favoraveis
ao crescimento bacteriano também podem desempenhar um papel importante no
desenvolvimento da mastite bovina ( COSER; LOPES; COSTA, 2012; KREWER,
2013; FONSECA et al., 2021).

A classificacdo da mastite também pode ser feita segundo seu acometimento
clinico, dividindo-se em clinica e subclinica, bem como conforme os agentes

causadores, agrupando-se em contagiosa ou ambiental. A gravidade dos casos &
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influenciada pelos patégenos causadores, pelo estado de salude do animal e pela
forma como o produtor lida com o problema. Os principais patdbgenos responsaveis
pela mastite s&o estafilococos, estreptococos e coliformes. E essencial compreender
as diferentes formas de manifestagdo da mastite e adotar medidas preventivas e
tratamentos adequados para minimizar os impactos dessa doenca na producéo
leiteira e no bem-estar dos animais ( COSER; LOPES; COSTA, 2012; SCHVARZ;
SANTOS, 2012; COSTA,; DIAS, 2013; SAAB et al., 2014; MASSOTE et al., 2019;
FONSECA et al., 2021).

Mastite clinica

A mastite clinica é uma infec¢&o caracterizada por visiveis alteracdes no tecido
mamario, e no quadro clinico do animal, apresentando sinais inflamatérios como
aumento de temperatura, edema, dor, sensibilidade e perda de funcdo do tecido em
decorréncia da fibrose do teto, eventualmente ocasionando a morte do animal. Essa
forma pode ser classificada, de acordo com a duracdo dos sinais clinicos, em aguda,
subaguda, superaguda e cronica. A categoria de quadros superagudos é
caracterizada por sinais intensos de inflamacéao e até sintomas sistémicos, como febre
e prostracdo. Em contraste, os quadros agudos apresentam sinais sisttmicos menos
acentuados e um desenvolvimento mais lento. Os casos subagudos revelam grumos
no leite durante o teste da caneca, mas apresentam sinais inflamatorios discretos. Nos
animais crénicos, a infeccao persiste por um periodo de meses a anos, podendo levar
a perda do(s) quarto(s) afetado(s) ( COSER; LOPES; COSTA, 2012; SCHVARZ,
SANTOS, 2012; RAMOS et al., 2017; MASSOTE et al., 2019; FONSECA et al., 2021;
CALIMAN; GASPAROTTO; RIBEIRO, 2023).

Mastite subclinica

A mastite subclinica € uma infec¢éo que ndo apresenta sinais clinicos evidentes
e passa despercebida pelos produtores geralmente. Essa forma néo apresenta os
sinais de inflamacéo evidentes, dificultando o diagndstico e permite que se dissemine
facilmente, acometendo mais animais. Os animais infectados permanecem na linha
de produgédo, impactando negativamente a economia do setor, diminuindo a

quantidade e qualidade do produto, aumentando gastos com atendimento veterinario,
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tratamento, descarte de leite e de animais acometidos. A diminuicdo da volume
produzido e alteracbes na composicdo do leite, como aumento na Contagem de
Células Somaticas (CCS) sédo indicadores da ocorréncia de mastite subclinica no
rebanho ( COSER; LOPES; COSTA, 2012; SAAB et al., 2014; Lopes, LOPES; MANZI,
LANGONI, 2018; MASSOTE et al.,, 2019; FONSECA et al.,, 2021; CALIMAN;
GASPAROTTO; RIBEIRO, 2023).

Mastite contagiosa

Microrganismos oportunistas e contagiosos, adaptados a sobreviver no
hospedeiro, podem estar presentes no corpo do animal, independentemente da
mastite. S&o transmitidos durante a ordenha de um teto para o outro ou entre animais,
pelas maos do ordenhador e/ou equipamentos e materiais de ordenha que ndo foram
devidamente higienizados ou séo reutilizados. Sua apresentacdo comumente é na
forma subclinica da mastite, por periodo prolongado, sendo detectado o aumento na
CCS. A mastite contagiosa causa grandes problemas para a producao leiteira,
tornando imprescindiveis o controle e profilaxia adequados e frequentes. Os
Streptococcus agalactiae e Staphylococcus aureus sdo 0s principais agentes
etiolégicos para essa forma de mastite. O S. aureus se destaca mais entre 0s
estafilococos, sua importancia fundamentada principalmente na capacidade de causar
infeccdes graves, disseminacédo pelo consumo do leite e dificil tratamento ( ARCANJO
et al., 2017; MASSOTE et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019; FONSECA et al., 2021;
CALIMAN; GASPAROTTO; RIBEIRO, 2023).

Mastite ambiental

E causada por microrganismos oportunistas encontrados no ambiente no qual
o animal se encontra, tal qual equipamentos e materiais utilizados na ordenha ou
curral, 4gua contaminada, fezes e materiais organicos usados como cama dos
animais. A contaminagédo pode ocorrer durante o processo de ordenha pelo uso de
equipamentos, como a teteira, e/ou pelas maos do ordenhador, quando néao
devidamente higienizados, ou ainda no periodo entre as ordenhas, principalmente

guando as vacas se deitam em ambientes contaminados antes que o esfincter do teto
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da vaca tenha se fechado ( NETO; ZAPPA, 2011; MASSOTE et al., 2019).
Geralmente se apresenta como uma mastite clinica de rapida resolucdo. Dentre os
patégenos associados, estdo os coliformes (Escherichia coli, Klebsiella spp. e
Enterobacter spp.), os Streptococcus (Streptococcus uberis e Streptococcus
dysgalactiae), as Pseudomonas aeruginosa e microalgas, como Prototheca zopfii. Por
estarem presentes no ambiente onde os animais se encontram, em contato constante,
séo de dificil controle. ( FONSECA et al., 2021).

Microrganismos causadores de mastite

Existe uma grande variedade de microrganismos que tem sido identificada
como causadores de mastite, esse numero expressivo de agentes envolvidos dificulta
a eficacia dos tratamentos estabelecidos. Os patdégenos responsaveis pela mastite
sao classificados com base no local de ocorréncia e na forma de infec¢ao. Além disso,
sdo agrupados conforme o efeito que tém na contagem de células somaticas,
denominados de primarios e secundarios. Os primarios contagiosos, como
Staphylococcus aureus e Streptococcus spp, € 0s primarios ambientais, como
Streptococcus uberis, S. dysgalactiae e Escherichia coli, frequentemente resultam em
significativas alteracbes nos valores da CCS ( REIS; AL., 2017; MASSOTE et al.,
2019; FONSECA et al., 2021).

Entre os patdgenos ambientais, destacam-se a Escherichia coli, uma
enterobactéria Gram-negativa que esta presente no trato digestivo dos animais e pode
afetar animais com imunidade baixa, causando sintomas variados, principalmente por
sua capacidade de produzir enterotoxinas. Outro exemplo de enterobactéria produtora
de toxinas que pode acarretar uma infec¢do longa e clinicamente mais severa é a
Klebsiella spp. A Pseudomonas aeruginosa é outro microrganismo ambiental, com
capacidade de producdo de toxinas, encontrado com frequéncia. E uma bactéria
oportunista, transmitida pelo uso de agua contaminada, que tem se mostrado
resistente aos antimicrobianos ( SHUKKEN, 2012; VITORINO, 2018; BETTANIN,
2019; MASSOTE et al., 2019; FONSECA et al., 2021).

Dos estreptococos, se destacam o Streptococcus dysgalactiae, que leva a um
aumento expressivo na CCS, e o Streptococcus uberis que apresenta potencial de

transmissao entre animais. Esse grupo é facilmente isolado no ambiente onde os
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animais se encontram, como no ubere, pele, fezes, cama e sendo transmitidos no
momento da ordenha, no entanto, podem ser erradicados das propriedades com boas
praticas de higiene e manejo ambiental ( SHUKKEN, 2012; OLIVEIRA et al., 2016;
MASSOTE et al., 2019; CALIMAN; GASPAROTTO,; RIBEIRO, 2023).

Fungos e leveduras presentes no solo sdo causas infrequentes de mastite, mas
podem ocorrer principalmente se os animais se deitarem antes que o esfincter do teto
esteja completamente fechado. Podem causar inchago do quarto acometido, reducao
da producgéo e presenca de grumos no leite. Nado respondem ao tratamento com
antibioticos, mas, geralmente, sao autolimitantes ( BETTANIN, 2019; SANTOS et al.,
2019).

Por outro lado, os patdgenos causadores de mastite contagiosos, sao
microrganismos oportunistas com origem na microbiota da pele da glandula mamaria
e dos tetos das vacas. Sdo facilmente disseminados em locais com higienizacéo
deficiente, com o uso de equipamentos e materiais contaminados, pelo proprio
ordenhador ou ainda de animal para animal. A transmisséo, entre o rebanho, desses
patbgenos permite que a mastite se apresente mais frequentemente em sua forma
subclinica e se perpetue por longos periodos, pode ser identificada com a deteccéo
do aumento da contagem de CCS ( MASSOTE et al., 2019; FONSECA et al., 2021;
CALIMAN; GASPAROTTO; RIBEIRO, 2023).

O Streptococcus agalactiae € um exemplo, encontrado no leite, que acomete a
glandula mamaria dos animais, gerando um aumento significativo na CCS. A
transmissao ocorre principalmente durante a ordenha, por uso de teteiras e materiais
contaminados.

A disseminacéo entre animais € considerada baixa, uma vez que se trata de
um patogeno obrigatério do Ubere e nao resiste muito tempo fora da glandula. Sua
prevaléncia no rebanho brasileiro é alta, chegando a 65% em rebanhos com controle
ineficaz de limpeza, apesar de seu controle ser relativamente facil com a higienizagcéo
adequada das estruturas e sua sensibilidade a tratamentos com [-lactamicos (
ACOSTA, 2016; FONSECA et al., 2021; CALIMAN; GASPAROTTO; RIBEIRO, 2023).

O patdégeno Staphylococcus aureus, encontrado no Ubere, na pele e pelo dos
animais, além da pele de seres humanos, € de dificil eliminacéo do rebanho apos sua

instalacdo. A transmissédo desse microrganismo, assim como o S. agalactiae ocorre
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principalmente durante a ordenha, com a contaminacdo das teteiras e maos dos
ordenhadores ( MASSOTE et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019; SANTOS et al., 2019;
CALIMAN; GASPAROTTO; RIBEIRO, 2023).

E importante salientar que a classificagdo entre mastite contagiosa e ambiental
nem sempre € absoluta, pois alguns patégenos de fonte ambiental podem apresentar
caracteristicas contagiosas e vice-versa. Além disso, o manejo adequado da
propriedade e boas préticas de higiene sdo essenciais para o controle e prevencao da
mastite em rebanhos leiteiros. Nesse contexto, os produtores devem estar atentos as
medidas de controle e profilaxia, buscando identificar precocemente os patdégenos e
adotar estratégias para minimizar os impactos da mastite na producéo de leite e na

salde das vacas.

A importancia do Staphylococcus aureus na mastite bovina

No grupo de Staphylococcus Coagulase Positiva (SCP), aqueles que possuem
grande importancia como causadores da mastite, estdo inclusos os S. aureus, S.
intermedius e variantes de S. hyicus. Os S. aureus sdo 0S microrganismos mais
frequentemente isolados nos casos de mastite bovina classificadas como contagiosas
( ACOSTA, 2016; FONSECA et al., 2021).

Os S. aureus desempenham um papel muito importante como causadores da
mastite, uma vez que possuem mecanismos que facilitam a evasao do sistema imune
e permitem desenvolver infec¢des subclinicas e cronicas. No entanto, quando existe
uma ativacdo e migracdo intensa de células de defesa, pode ocorrer o acumulo de
citocinas toxicas e radicais livres que lesam o tecido local e liberam essas substancias
para a corrente sanguinea, podendo ocasionar também sinais sistémicos nos animais.
A Figura 1 ilustra o processo de infec¢ao nos tecidos produtores de leite causado pelas
bactérias S. aureus. O sistema imune tenta conter as bactérias, isolando essas areas
com leucécitos e tecido cicatricial. No entanto, as bactérias sado periodicamente
liberadas dessas areas e acabam infectando outros tecidos ( TONG; CHEN;
FOWLER, 2012; POLLITT et al., 2018; SANTOS et al., 2019).
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Figura 1: Resposta da glandula mamaria frente a invaséo de microrganismos
ARE0 sanguineos
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Diagrama ilustrando a resposta imune da glandula mamaria a microrganismos que ultrapassaram a
barreira primaria do canal dos tetos. A) O MO adere aos tecidos internos, dificultando sua remoc¢éo
durante a ordenha e permitindo que se estabeleca a infeccdo. B) Penetra os alvéolos da glandula,
onde se proliferam. C) A ativacao e migragdo intensa de células de defesa pode levar ao aciimulo de
citocinas toxicas e radicais livres que lesam o tecido local, resultando na liberag&o de substancias que
aumentam a permeabilidade dos vasos na corrente sanguinea. D) A maior permeabilidade permite
gue o plasma sanguineo, com leucdcitos, se mova para os alvéolos, além de diluir o soro com as

toxinas produzidas. (Fonte: adaptado de Santos, 2019).

7

Tem facil resolugcdo quando esse agente € identificado e eliminado
precocemente. No entanto, apds sua instalacdo no rebanho, sua eliminagéo torna-se
dificultada, devido a sua alta resisténcia as drogas. Outro fator que dificulta o controle
do S. aureus e permite que o patdégeno perpetue por longos periodos no rebanho é a
sua grande variedade genética, podendo ser encontradas diferentes cepas no mesmo
lote. Dessa forma, quando o agente se instala nos uberes em sua forma de
apresentacdo mais comumente subclinica, pode facilmente avangar para um quadro
cronico ( MASSOTE et al., 2019; SANTOS et al., 2019; FONSECA et al., 2021).

O S. aureus também tem importancia na satde humana por sua capacidade de
ocasionar toxinfeccdes alimentares, leves a severas, devido a producéo de toxinas. E

um microrganismo reconhecido por seu grande potencial de causar Doencas
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Transmitidas por Alimentos (DTA) pelo consumo de leite e/ou alimentos contaminados
( COSTA,; DIAS, 2013; OLIVEIRA et al., 2019; FONSECA et al., 2021; CALIMAN;
GASPAROTTO; RIBEIRO, 2023).

Categorizacao e Caracteristicas dos Staphylococcus aureus

Estafilococos séo classificados morfotintorialmente como cocos Gram-positivos
que se assemelham a “cachos de uva” quando examinados ao microscépio,
apresentando um didmetro médio de 1.0um. Sdo anaerdbios facultativos, fermentam
glicose no teste O/F, sdo catalase positivos, oxidase negativos e ndo sao moveis. Sao
MOs fermentadores de glicose, maltose, produzem pigmentagao e a-hemalise. Além
disso, sdo nao formadores de esporos. Seu crescimento ocorre bem em meios de
cultivo comuns, como agar nutriente e agar sangue ovino 5%, a 37 °C em 24 horas,
formando col6nias de tamanho médio (1 a 2 mm), lisas, brilhantes, com bordas
continuas e coloracdo amarelada ou esbranquicada ( QUINN et al., 1994, QUINN et
al., 2011; BRASIL, 2013).

Os S. aureus sao assim denominados devido a pigmentacdo amarela das
colénias (aureus = dourado). Eles fazem parte da microbiota de diferentes espécies
animais, incluindo o homem. Sao tolerantes a concentracdo de 10% NacCl, crescem
em uma faixa de pH de 4,0 a 10 e tém uma faixa de temperatura de 6,7 °C a 48 °C (
CARDOSO; CARMO; SILVA, 2000; TORTORA; FUNKE; CASE, 2008).

Cultivo e identificacao

Apresentam crescimento satisfatério no agar sangue de carneiro a 5%, apos
incubacdo a 37 °C durante 24 horas, e suas colénias podem exibir pigmentacéo
amarela, amarelo-alaranjada ou ainda esbranquicada, os pigmentos ficam mais
pronunciados apos 72 horas de incubacdo em temperatura ambiente. A reacao para
a presenca da coagulase é positiva, resultando da conversdo do fibrinogénio do
plasma de coelho em fibrina por essa enzima, bem como a reacdo para a presenca
da enzima catalase. Sao redutores de nitrato em nitrito, demonstram testes positivos
para gelatina, DNase e VP, e fermentam os carboidratos glicose, lactose, maltose,
manitol e sacarose. ( BRASIL, 2013; QUINN et al., 2011).
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No meio de cultivo agar sal manitol contendo 7,5% de NaCl, ocorre a inibicao
do crescimento de varias bactérias, e as coldnias de S. aureus se mostram cercadas
por um halo amarelo. S&o resistentes aos antibidticos polimixina B (300 Ul) e
bacitracina (10 Ul), enquanto apresentam sensibilidade a novobiocina (5mg) ( QUINN
et al., 1994; QUINN et al., 2011; OLIVEIRA, 2000).

Figura 2: Testes bioquimicos utilizados na caracte
—— / P el %

rizacdo e determinacdo do perfil de resisténcia de S.
STPIL IR

A) Crescimento em AS — 37 °C por 24h — formacao de hemdlise; B) Microscopia 6tica (1000x) de cocos

Gram-positivos agrupados em “cachos de uva”’; C) Fermentacdo em 4gar sal manitol; D) Prova de VP;
E) Teste da coagulase em microtubo; F) Teste de sensibilidade antimicrobiana por disco difusao em agar
Mdiller-Hinton. (Fonte: fotos da autora, 2023).

Fatores de Viruléncia do Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus € uma bactéria patogénica que possui multiplos
mecanismos para subverter a resposta imunoldgica, seja interferindo nos mecanismos
de resposta, produzindo toxinas especificas, a capacidade de sobreviver
intracelularmente em células imunoldgicas e/ou a habilidade de escapar da captura
pelos fagdcitos ( ZECCONI; SCALI, 2013; POLLITT et al., 2018).
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A parede celular do S. aureus € composta por glicopeptideos e acidos teicoicos.
Os glicopeptideos conferem rigidez e elasticidade, determinando sua forma e
protegendo-a da lise osmotica além de aderéncia especifica da bactéria as superficies
mucosas. Os 4cidos teicoicos também estdo envolvidos na aderéncia celular, eles
conferem uma carga negativa a superficie celular e desempenham um papel na
aquisicao e localizacao de ions metéalicos. Por meio da ativacdo de outras proteinas
de superficie chamadas adesinas, o S.aureus é capaz de se aderir a matriz
extracelular de células do hospedeiro e ser endocitado. As células atuam como um
reservatorio e auxiliam na protecao contra drogas e ha evasdo do sistema imune ao
evitar a fagocitose ( OLIVEIRA; BORGES; SIMOES, 2018; POLLITT et al., 2018).

O S. aureus produz vérias toxinas que atuam por meio de diferentes
mecanismos, podendo ser divididas em trés grupos principais - as Toxinas
Formadoras de Poros (PFTs), Toxinas Esfoliativas (ETs) e Superantigenos (SAgs): A
alfa-toxina € uma citotoxina que forma poros na membrana celular dos leucécitos,
resultando na lise celular e que estimula a liberag&o de citocinas, contribuindo para o
desenvolvimento do choque séptico. A leucocidina € uma exotoxina que causa danos
diretos as membranas dos leucadcitos, resultando em degranulacdo do citoplasma,
edema celular e lise. Pode dissolver a matriz muco polissacaridica da epiderme,
levando a separacao intraepitelial das ligacdes celulares do extrato granuloso (pela
liberac&o da hialuronidase) ( OLIVEIRA; BORGES; SIMOES, 2018; PEREIRA et al.,
2018).

As enterotoxinas estafilococicas sao proteinas extracelulares de baixa massa
molecular que atuam como superantigenos. Elas estdo subdivididas em diferentes
tipos, sendo a toxina do choque toxico-1 (TSST-1) uma das mais importantes, sendo
um superantigeno que se trata da causa mais comum da sindrome do choque toxico,
e é produzida exclusivamente pelo S. aureus. Ha4 também a toxina Panton-Valentine
leucocidina (PVL) consegue causar a destruicdo de células polimorfonucleares e
mononucleares, levando a processos de necrose e apoptose. Outras enterotoxinas,
como a A e E, aumentam o peristaltismo intestinal, mas geralmente causam condi¢bes
téxicas autolimitadas ( SHALLCROSS et al., 2013; KONG; NEOH; NATHAN, 2016;
OLIVEIRA; BORGES; SIMOES, 2018).
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Infeccbes pelo género Staphylococcus sao frequentemente associadas a
formacéao de biofilmes, especialmente por S. epidermidis e S. aureus. Os biofilmes sao
aglomeracdes celulares, que se transformam em estruturas tridimensionais, tendo a
funcdo de proteger as bactérias contra a fagocitose e a acdo de antimicrobianos e
desinfetantes. Essas bactérias utilizam diferentes substratos para formar biofilmes,
como polissacarideos, proteinas, fibrina e amiloide. ( TORTORA; FUNKE; CASE,
2008; MCADOW et al., 2012; JUSKO et al., 2014; ZAPOTOCZNA; O'NEILL; O'GARA,
2016).

Esses MOs também produzem diversas enzimas, tais como coagulase,
proteases e estafiloquinase (ou fibrolisina), que permitem que as bactérias evitem as
defesas do hospedeiro, além de facilitar a invasédo e penetracdo nos tecidos. Essas
enzimas, em sua maioria, atuam degradando moléculas do hospedeiro ou interferindo
nas vias de sinalizacdo e nos caminhos metabdlicos do hospedeiro. que podem
contribuir para sua viruléncia. A catalase atua inativando o peroxido de hidrogénio
(H,0,) e radicais livres toxicos formados pelo sistema mielo peroxidase no interior das
células fagocitarias, permitindo a sobrevivéncia da bactéria. A coagulase é importante
para a identificacdo da espécie ao promover a coagulacdo do sangue através da
transformacao da protrombina em trombina, resultando na formacao de coagulo que
protege isola a bactéria das defesas do hospedeiro A coagulase desempenha um
papel significativo na formacgéo do biofilme de fibrina, conferindo resisténcia a drogas
antimicrobianas e protegéo contra o sistema imune. Outras enzimas como a DNase e
lipase, também desempenham papéis relevantes na viruléncia do S. aureus (
MCADOW et al., 2012; JUSKO et al., 2014; KONG; NEOH; NATHAN, 2016).

Esses fatores de viruléncia conferem ao S. aureus a capacidade de provocar
uma variedade de infec¢des, incluindo infecgbes cutaneas, abscessos, pneumonia,
infec¢des do trato urinério e até infecgbes sistémicas graves como a sindrome do
choque téxico. O entendimento desses mecanismos € crucial para o desenvolvimento
de estratégias de prevencao e tratamento eficazes contra as infec¢des causadas por
essa bactéria. No entanto esses mecanismos de viruléncia vém atrelados a outras
variedades genéticas que favorecem o sucesso da disseminagéo e perpetuacédo do

agente, como € o caso das resisténcias as drogas microbianas.
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Resisténcia a antimicrobianos

Os S. aureus foram identificados pela primeira vez por Anton Rosencah, em
1884. Até a introducao da penicilina, no inicio da década de 40, possuiam uma taxa
de mortalidade de aproximadamente 82%, nos pacientes que desenvolviam
bacteremia pelo mesmo. Rapidamente, apds o inicio do uso da penicilina para
tratamento da populacéo, foram detectadas cepas resistentes e até o fim da década
de 40 quase 25% das cepas associadas a hospitais demonstravam resisténcia a
penicilina. O mesmo processo ocorreu com o desenvolvimento da meticilina e da
oxacilina que logo, ap6s um ano de uso, comecaram a surgir cepas resistentes,
designadas Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). As infec¢Bes por
MRSA se tornaram frequentes, e desde entdo notou-se a associacdo do uso de
antimicrobianos e a probabilidade de infec¢cdo por esse microrganismo ( OLIVEIRA;
BORGES:; SIMOES, 2018).

O S. aureus desenvolve resisténcia a antimicrobianos por meio de diversos
mecanismos, incluindo: a diminuicdo da entrada do medicamento, a modificacdo do
alvo do medicamento, a inativacdo enzimatica do medicamento e a expulséo ativa do
medicamento para fora da célula. Dependendo do antimicrobiano em questédo, a
bactéria pode utilizar um ou varios desses mecanismos de resisténcia. As informacoes
desses mecanismos de resisténcia estdo presentes nos genes de resisténcia em
elementos genéticos transferiveis, como plasmideos e transposons, o que facilita a
transferéncia horizontal da resisténcia entre as bactérias ( LOWY, 2003; QU et al.,
2019).

A rapida emergéncia da resisténcia aos B-lactamicos, em especial a meticilina
em Staphylococcus aureus (MRSA) nas ultimas décadas aumentou significativamente
a ameaca representada por essas chamadas superbactérias. No entanto a presenca
de multipla resisténcia a medicamentos também esta surgindo rapidamente em outras
variantes como € o caso dos Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA) (
YILMAZ; ASLANTAS, 2017; AZHAR et al., 2017).

Mecanismo de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos em Staphylococcus spp.: 0s

B-lactdmicos funcionam ao se ligarem as proteinas PBP, que sdo essenciais na
sintese da parede celular bacteriana. Isso altera a estrutura da parede celular e leva

a morte das bactérias. A resisténcia a meticilina em estafilococos pode ser causada
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por duas principais vias genéticas, as quais afetam a resposta a antibioticos [-
lactamicos, como a penicilina e cefalosporinas. A primeira via envolve uma proteina
chamada PBP2a (Proteina de Ligagéo a Penicilina), que tem uma afinidade reduzida
por esses antibioticos. A segunda via € mediada pelo gene blaZ, que codifica uma
enzima chamada pB-lactamase, a qual inativa os B-lactamicos ( LOWY, 2003;
MOUSSALLEM; KURY; MEDINA-ACOSTA, 2007).

A presenca da proteina PBP2a substitui as PBP normais e, devido a sua baixa
afinidade pelos B-lactamicos, permite que os estafilococos sobrevivam quando
expostos a altas concentracdes desses antibidticos. Além disso, a resisténcia a
meticilina também confere resisténcia a outros antibiéticos da mesma classe, como
as cefalosporinas. O gene mecA é responsavel pela producdo da proteina PBP2a e
estid ausente em estirpes sensiveis a meticilina ( LOWY, 2003; MOUSSALLEM,;
KURY; MEDINA-ACOSTA, 2007).

A B-lactamase é uma enzima produzida pelos estafilococos em resposta a
exposicdo aos B-lactamicos. Essa enzima inativa esses antibidticos por meio da
quebra do anel B-lactamico. O gene blaZ é regulado por outros dois genes proximos,
BlaR1 e Blal. A ativacdo da sintese da [(-lactamase envolve a clivagem sequencial
das proteinas reguladoras BlaR1 e Blal ap6s a exposicdo aos B-lactamicos. E
importante destacar que 0 gene para a p-lactamase pode estar presente em
plasmideos, que também podem conter outros genes de resisténcia a diferentes
antibiéticos, como gentamicina e eritromicina. A resisténcia a penicilina geralmente se
espalha por meio da disseminacao de estirpes bacterianas resistentes (LOWY, 2003).
Mecanismo de resisténcia a tetraciclina: As tetraciclinas sdo antibidticos
bacteriostaticos de amplo espectro, eficazes contra varias bactérias Gram positivas e
Gram negativas. Seu mecanismo de acao envolve a ligacdo com a fracdo 30S do
ribossomo bacteriano, impedindo a fixacdo de novos aminoacidos e, assim,
interferindo na sintese proteica. A resisténcia a tetraciclina € mediada principalmente
por quatro mecanismos diferentes entre estafilococos: bomba de efluxo ativa,
protecao do sitio de ligacdo, modificagdo do farmaco e modificagcéo do sitio de ligacao.
Devido a resisténcia bacteriana, seu uso como primeira escolha na terapia diminuiu,
mas derivados como a tigeciclina, que inibe a bomba de efluxo, ainda séo de interesse.

O gene tetM é responsavel pela protecéao ribossdbmica e o gene tetK é responsavel
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pela bomba de efluxo. A ampla disseminacdo do gene tetM é explicada pela
localizacdo deste gene no transposon conjugativo Tn5801( GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010; YILMAZ; ASLANTAS, 2017).

Mecanismo de resisténcia a vancomicina: Os glicopeptideos também agem na sintese
da parede celular, eles se ligam a uma molécula que fica no final da cadeia de
peptideos, que compde a parede celular bacteriana em crescimento, e impedem a
incorporacgao de novas subunidades, formam lacunas na formacéo da parede celular.
O uso crescente de vancomicina para tratar infeccOes resistentes a meticilina
precedeu o surgimento de estafilococos resistentes a vancomicina ( LOWY, 2003;
AZHAR et al., 2017).

Existem duas formas de resisténcia: VISA e VRSA. As cepas VISA tém
reduzida suscetibilidade a vancomicina devido a alteracdes no peptidoglicano. Ja as
cepas VRSA adquirem resisténcia por transferéncia conjugal do operon vanA de
Enterococcus faecalis, levando ao risco de disseminacgéo mais eficiente (LOWY, 2003
AZHAR et al., 2017).

As cepas VISA tem paredes celulares com formato irregular e espessas pela
guantidade adicional de peptidoglicano sintetizado. Ha também uma diminuicdo na
ligacdo cruzada das fibras de peptidoglicano, o que expde mais residuos de D-Ala-D-
Ala para se ligarem e capturarem a vancomicina. A vancomicina ligada atua como um
impedimento adicional para as moléculas do medicamento alcancarem seu alvo na
membrana citoplasmatica. Os mecanismos moleculares para essas alteracfes na
biossintese do peptidoglicano ndo estédo esclarecidos ( LOWY, 2003; AZHAR et al.,
2017).

A segunda forma de resisténcia a vancomicina em cepas VRSA é resultado da
provavel transferéncia conjugal do operon vanA de Enterococcus faecalis resistente a
vancomicina. O plasmideo enterocdcico contendo vanA também codifica um
ferombnio sexual sintetizado por Staphylococcus aureus, sugerindo um possivel
facilitador da transferéncia conjugal. A resisténcia nessas cepas é causada pela
alteracdo do peptideo terminal para D-Ala-D-Lac, em vez de D-Ala-D-Ala. Essa
adaptacado ecoldgica, juntamente com a resisténcia a outros antibiéticos, aumenta a
probabilidade de que as cepas VRSA se tornem mais prevalentes ( LOWY, 2003;
AZHAR et al., 2017).
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Os genes de resisténcia antimicrobiana comumente detectados entre isolados
de estafilococos bovino incluem blaZ e mecA (genes de resisténcia a B-lactamicos);
tetK, tetL, tetM e tetO (genes de resisténcia a tetraciclinas); aacA-aphD, aadD e aphA3
(genes de resisténcia a aminoglicosideos); ermA, ermB, ermC, ermT, msrA, mphC e
InuA (genes de resisténcia a macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B; genes
de resisténcia a MLSB); dfrG e dfrK (genes de resisténcia ao trimetoprim); e vanA e

vanB (genes de resisténcia a vancomicina ( QU et al., 2019).

Diagnoéstico da mastite

O diagndstico precoce da mastite é crucial para minimizar perdas tanto para
0S animais quanto para o produtor. Ele torna o tratamento economicamente viavel,
evita danos na composicao do leite e reduz os descartes de animais. O processo de
diagndstico é dividido em etapas fundamentais para obter resultados satisfatérios. O
processo se inicia com o exame fisico, por profissional capacitado, inspecionando e
palpando o Ubere, avaliando todo o animal e a realizando exames complementares
que analisam tanto o animal quanto o leite. A deteccdo de mastite clinica envolve
avaliar caracteristicas do leite, sinais de inflamacéo do Ubere e sintomas sistémicos
da doenca. Testes como a caneca de fundo escuro e caneca telada séo indicados
para observar a formacdo de grumos ou sangue no leite. E importante incluir esses
testes na rotina da fazenda, realizando-os em todos os animais antes da ordenha, séo
praticas simples que se realizadas com frequéncia e constancia sao suficientes para
a deteccao precoce da mastite. J4 a deteccdo de mastite subclinica é feita por meio
de testes que analisam a composicao do leite, uma vez que esse tipo de mastite ndo
apresenta sintomas clinicos, mas pode afetar a qualidade do leite. Diagnosticar vacas
com mastite subclinica é essencial, pois esses animais podem se tornar fonte de
contaminacdo no rebanho ( COSTA et al, 2013; SANTOS, 2017; MAIOCHI;
RODRIGUES; & WOSIACKI, 2019; MASSOTE et al., 2019; FONSECA et al., 2021).

Com os testes de caneca de fundo escuro e caneca telada é possivel identificar
a presenca de mastite clinica no animal através da observacdo do aspecto do leite,
podendo ser observada a presenca de grumos ou até mesmo de sangue no leite
depositado na caneca, durante os primeiros jatos de leite (Figura 3). E importante

realizar o teste em cada quarto mamario separadamente ( MAIOCHI; RODRIGUES;
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& WOSIACKI, 2019; MASSOTE et al., 2019; FONSECA et al., 2021).

O California Mastitis Test (CMT) € um teste importante no diagndéstico da
mastite subclinica, sendo um exame indireto que utiliza a CCS no leite para indicar a
enfermidade. Nesse teste, as células inflamatérias séo contadas mediante escores
baseados na viscosidade do gel formado pelo contato do RNA liberado pelas células
somaticas com o reagente utilizado. A quantidade de células somaticas presente nas
amostras de leite determina o grau de viscosidade do gel, classificado de 1 a 5, onde
1 é considerado negativo e a partir de 3 é considerado positivo. O resultado se torna
subjetivo ao depender da interpretacdo de quem esta avaliando o teste. As diferencas
nos graus de viscosidade podem ser observadas na Figura 3. E um exame de rapida
e facil aplicacdo que pode ser realizado no campo, sendo recomendado estar incluso
no programa de controle da mastite em propriedades leiteiras ( AVANZA et al., 2008;
MAIOCHI; RODRIGUES; & WOSIACKI, 2019; MASSOTE et al., 2019; FONSECA et
al., 2021).

O CMT (Figura 3) é particularmente Gtil no controle da mastite subclinica, sendo
essencial para rebanhos que lidam com essa condicdo ou que possuem programas
de controle de mastite. Para um diagndstico mais detalhado, é importante que as
amostras dos animais positivos no teste CMT passem por analise de contagem de
célula somatica ( SANTOS, 2017; MAIOCHI; RODRIGUES; & WOSIACKI, 2019;
MASSOTE et al., 2019; FONSECA et al., 2021; CALIMAN; GASPAROTTO; RIBEIRO,
2023).
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Figura 3: Achados no teste CMT que indicam a presenca de mastite
no rebanho

A) Alteraéo de colorac@o e consisténcia do leite; B) Presenca de
grumos; C) Graus 1,2 e 3 de viscosidade; D) Graus 0 e 4 de

viscosidade. (Fonte: fotos da autora, 2023).

A contagem de células somaticas é um importante indicador no leite, € um dos
principais critérios para avaliacdo da qualidade do leite por parte da industria,
produtores e entidades governamentais. Diversos fatores podem influenciar o
aumento dessas células, como periodo de lactacdo, estacdo do ano e idade do animal,
mas uma infec¢do na glandula mamaria é o fator que altera drasticamente a contagem
de células.

O teste de CCS é realizado com equipamentos automatizados e pode ser
efetuado tanto em amostras de um animal especifico quanto no tanque de leite. O
principio do exame é baseado no conhecimento de que leucécitos sédo células do
sangue que fagocitam patdégenos responsaveis por infeccées, como a mastite. Assim,
ao detectar um alto nimero de células somaticas no leite, é possivel identificar uma
infec¢@o na glandula mamaéria, diagnosticando a mastite subclinica (MASSOTE et al.,
2019; SANTOS et al., 2019; FONSECA et al., 2021).
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A contagem superior a 200.000 (CS/mL), pode sugerir um quadro de mastite
subclinica. A contagem de células somaticas € um excelente indicador tanto do indice
de mastite subclinica, quanto da qualidade do leite nas propriedades leiteiras. Os
resultados desse teste sdo importantes para os produtores, por permitirem a adoc¢ao
de medidas de controle e tratamento, evitando quedas na qualidade do leite e
reduzindo prejuizos ( LANGONI, 2017; SANTOS et al., 2019; MAIOCHI;
RODRIGUES; & WOSIACKI, 2019).

No Brasil, a Instrugdo Normativa 76 de 26/11/2018 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, estabeleceu um limite de <500.000 CS/mL, em média
geométrica trimestral, para o leite proveniente de propriedades rurais destinado ao
beneficiamento industrial. Portanto, uma alta incidéncia de mastite subclinica em um
rebanho leiteiro, resulta em elevacdo do CCS do leite misturado, o que resulta no
impedimento da comercializa¢do do leite pelo produtor e, consequentemente, perda
das bonificaces de incentivo por atender aos parametros de qualidade definidos pelo
laticinio ( BRASIL, 2018; SANTOS et al., 2019; CALIMAN; GASPAROTTO; RIBEIRO,
2023).

O teste Wisconsin Mastitis Test (WMT) € um aprimoramento CMT e elimina a
subjetividade dos resultados desse ultimo. O WMT, também conhecido como
viscosimetro, avalia a viscosidade do liquido apés a mescla com o reagente, sendo
que a consisténcia da viscosidade esta relacionada ao numero de células somaticas
presentes na amostra (LEMOS, 2018; MAIOCHI; RODRIGUES; & WOSIACKI, 2019).
O teste € realizado em um tubo graduado utiliza-se 0 mesmo reagente do CMT,
diluindo-o com agua destilada na mesma proporcédo (1:1). Em seguida, combina-se 2
mL de leite com 2 mL do reagente diluido no tubo, que possui um canal de 1,15 mm
de diametro. Apés homogeneizar a mistura com movimentos circulares, aguarda-se
15 segundos para o liquido escorrer. O resultado € entdo visualizado nos milimetros
do tubo e comparado com o numero de células somaticas ( LEMOS, 2018; MAIOCHI;
RODRIGUES; & WOSIACKI, 2019; FONSECA et al., 2021).

A cultura microbioldgica associada ao antibiograma é indispensavel para o
controle eficaz de mastite. Considerado o padréo ouro para diagnostico de infecgbes
intramamarias, esse exame permite isolar e identificar o patdgeno responséavel pela

inflamacdo da glandula mamaria. A Figura 2 demonstra 0s principais testes
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bioquimicos utilizados na caracterizacdo e determinacéo do perfil de resisténcia de S.
aureus em laboratorio ( MAIOCHI; RODRIGUES; & WOSIACKI, 2019).

Como todo teste, possui suas limitagdes, os resultados negativos ocorrem com
frequéncia em amostras de mastite clinica e subclinica, o que n&o indica
necessariamente a auséncia de infeccdo. Um resultado microbiolégico adequado
exige uma selecdo criteriosa das vacas — a partir dos sinais clinicos e da CCS
individual — e dos quartos — uso do CMT — para andlise, e tempo, pois além da
identificag8o das vacas a serem amostradas, envolve a coleta estéril, 0 envio para
laboratorio especializado, tempo de processamento e recebimento dos resultados,
para entdo se decidir a instauracdo ou adequacdo de protocolo de tratamento (
SOUZA et al., 2016; MAIOCHI; RODRIGUES; & WOSIACKI, 2019; SANTOS et al.,
2019).

A identificacdo especifica de qual agente etioldgico esta afetando o animal e o
antibiograma revelam quais medicamentos sao sensiveis ou resistentes ao
microrganismo identificado (Figura 2F). Essa informac&o é essencial para determinar
a melhor estratégia de tratamento e gestdo do rebanho, permitindo a adocdo de
medidas preventivas mais efetivas e o tratamento mais adequado para animais
doentes ( MAIOCHI; RODRIGUES; & WOSIACKI, 2019; FONSECA et al., 2021).

Tratamento

O tratamento da mastite bovina € uma questdo complexa que envolve diversos
fatores, como resisténcia bacteriana, resposta do rebanho, agente etiolégico,
gravidade da infeccéo, tempo de evolucao da doenca e também fatores individuais de
cada animal, como o periodo lactacional da vaca, por exemplo, sdo diferentes as
opgdes de tratamento para vacas secas e vacas lactantes. E importante ter cautela
nesse momento de tratamento, pois o uso indiscriminado de antimicrobianos pode
levar a resisténcia dos patdgenos que permanecerdao no rebanho e a presenca de
residuos medicamentosos no leite. Dentre os tratamentos utilizados, destaca-se 0 uso
de antibiéticos de amplo espectro e com capacidade de penetrar nos tecidos da
glandula mamaéria, como a enrofloxacina, eficiente contra amplo espectro de agentes
Gram-negativos e Gram positivos, especialmente para animais afetados por

Staphylococcus aureus ( MUSHTAQ; AL., 2018; CALIMAN; GASPAROTTO;
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RIBEIRO, 2023).

A penicilina tem indicacdo para uso contra bactérias Gram-positivas,

restringindo sua chance de sucesso no tratamento da mastite quando nao se sabe 0
agente etiologico, no entanto seu uso em associacao a antibioticos de amplo espectro
de acdo, como a enrofloxacina, amplia sua eficacia , seja o agente infeccioso Gram-
positivo ou Gram-negativo ( LANGONI et al., 2000; JESUS; COUTINHO, 2018).
E importante considerar a escolha adequada dos antibiéticos para alcangar o sucesso
no tratamento da mastite. A terapia sistémica, juntamente com a infusdo intramamaria,
€ necessaria em casos de toxemia ou septicemia, com destaque para cefalosporinas
e ceftiofur. O tratamento das vacas secas também é uma pratica relevante para reduzir
a mastite subclinica no periodo seco e evitar recidivas de infeccées ( RIBEIRO;
LANGONI; DOMINGUES, 2016).

O uso seletivo de antimicrobianos tem se destacado como uma estratégia para
evitar tratamentos desnecessarios e reduzir o uso de antimicrobianos em vacas com
CCS baixa. O antibiograma € uma ferramenta importante para identificar os
microrganismos resistentes e suscetiveis aos antimicrobianos, auxiliando no combate
a resisténcia bacteriana. Assim, a escolha adequada dos antibidticos e a
implementacdo de estratégias seletivas sdo fundamentais para o sucesso no
tratamento da mastite bovina ( COSTA, 2014; CAMERON et al., 2015; CALIMAN;
GASPAROTTO; RIBEIRO, 2023).

Controle e prevencao

As medidas de controle de mastite devem ter como foco a reducdo de novas
infeccbes; a reducdo da duracdo de casos e eliminacdo dos existentes; e o
monitoramento continuo da salde do rebanho ( SANTOS et al., 2019).

As Boas Praticas Agropecuéarias (BPA) sdo fundamentais para garantir a saude
dos animais e a qualidade do leite (Figura 4), atendendo as normas da legislacao.
Quando bem aplicadas podem ndo sO reduzir a incidéncia, mas substituir a
antibioticoterapia. A higiene é primordial, desde o momento que antecede a ordenha,
com lavagem e secagem adequadas dos tetos, uso de pré e pdés-dipping com
desinfetantes especificos, e garantindo a limpeza das instalagbes e equipamentos

utilizados na ordenha (Figura 4). Uma limpeza adequada, ndo se limita as instalacoes,
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mas também a higiene pessoal do ordenhador. Além da limpeza, o funcionamento
correto do sistema de ordenha, o manejo ambiental e o uso de selantes nos tetos na
secagem auxiliam na reducao de novas infec¢gbes ( COSER; LOPES; COSTA, 2012;
LANGONI, 2013; SANTOS et al., 2019; SHARUN, 2021; CALIMAN; GASPAROTTO;
RIBEIRO, 2023).

A eliminacéo de infeccfes ja existentes e a reducdo da duracdo dos quadros
podem ser alcancadas com tratamento imediato e adequado durante a lactacao
(quando houver recomendacao); com o tratamento de vacas secas, a secagem
adequada evita a ocorréncia de mastite subclinica durante o periodo seco; o descarte
de vacas com formas crbnicas também € importante para a obtencdo de bons
resultados ( LANGONI, 2017; SANTOS et al., 2019.

J& o monitoramento continuo da saude das glandulas mamarias (Figura 4), do
individuo e do rebanho, avalia o sucesso das medidas de controle e se necessario a

adocao de medidas mais especificas. ( SANTOS et al., 2019).

Figura 4: Praticas rotineiras na ordenha que auxiliam no controle de disseminagéo e detec¢éo precoce
de casos de mastite

V‘;‘{"""’f\ ) ' 9;@ N Yodig !
A) Exame fisica do Ubere; B) Pré-d

Jl P :
ipping; C) Secagem dos tetos com papel descartavel, uma folha para

™

cada teto; D) Uso de teteira adequada e devidamente higienizada Teste CMT. (Fonte: fotos da autora,
2023).
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Um dos pilares do controle da mastite mundial € o “programa dos 5 pontos”,
desenvolvido na Inglaterra pelos pesquisadores do antigo NIRD (National Institute of
Research in Dairying). Esse programa enumera cinco pontos principais de maior
atencdo para o controle eficiente da mastite contagiosa em uma propriedade (
HILLERTON; BOOTH, 2018; SANTOS et al., 2019).

O primeiro ponto é a rotina de ordenha correta e a desinfeccéo dos tetos, onde
o ambiente de ordenha deve ser limpo e calmo, com a realizacdo de testes para
diagnosticar a mastite clinica. O pré-dipping e o pdés-dipping sédo realizados com
eficacia comprovada para controle de patdégenos contagiosos.

O segundo ponto é o tratamento imediato dos animais positivos para mastite clinica
durante o periodo de lactacédo. Esses animais devem ser tratados e ordenhados por
altimo.

O terceiro ponto destaca a limpeza, manutencdo e funcionamento adequado
dos equipamentos utilizados na ordenha. A higienizacdo deve incluir uma série de
procedimentos como pré-enxague, uso de detergente alcalino clorado, enxague,
lavagem com detergente &cido e uso de sanitizantes.

O quarto ponto € a identificacdo, separacao e descarte de vacas com casos crénicos
de mastite. O uso de cultura microbioldgica é recomendado para identificar o patégeno
e direcionar o tratamento adequado, evitando a resisténcia bacteriana.

Por fim, o quinto ponto aborda o manejo ambiental. O local de ordenha deve
ser sempre limpo para eliminar patbgenos ambientais, garantindo seguranca e
conforto para os animais. Estratégias como a oferta de alimentos apds a ordenha sdo
usadas para evitar que o animal se deite e favoreca a infeccédo ( HILLERTON; BOOTH,
2018; SANTOS et al., 2019).

O programa tem passado por aprimoramentos constantes, ARCANJO et al.
aplicou o uso do “Programa dos seis pontos no controle da mastite bovina” em uma
propriedade leiteira, seu programa segue estrutura similar ao anterior, mas acrescenta
a secagem dos animais como um ponto importante no controle da mastite. Seus
pontos sdo: 1) Rotina de ordenha correta e desinfeccéo dos tetos (pré-dipping e pos-
dipping); 2) Tratamento dos animais positivos para mastite clinica no periodo de
lactac@o; 3) uso de antibidticos de secagem em todos os animais; 4) limpeza,

manutencdo e funcionamento ideal de equipamentos utilizados na ordenha; 5)
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identificacdo, separacdo e descarte de vacas com casos cronicos de mastite e 0 6)

manejo do ambiente que os animais permanecem ( ARCANJO et al., 2017; SANTOS
et al.,, 2019; FONSECA et al., 2021).

Um dos conjuntos mais completos atualmente é o “Programa de 10 pontos”

recomendado pelo National Mastitis Council dos Estados Unidos da Améria (EUA), o
programa traz as seguintes medidas ( HILLERTON; BOOTH, 2018; SANTOS et al.,

2019):

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Coleta de dados sobre a sanidade do ubere: é importante implantar
uma rotina de coleta de dados, como CCS individual e do tanque,
casos de mastite clinica e seus agentes (identificacdo do animal,
quarto afetado, gravidade, duragéo e o tratamento utilizado);
Estabelecer metas para os indicadores de sanidade do Ubere: é
necessario analisar a situacdo do rebanho e definir metas, que possam
ser alcancadas para os indicadores (CCS do tanque, prevaléncia de
mastite subclinica, incidéncia de mastite clinica e dos agentes
causadores);

Ambiente limpo e confortavel para permanéncia dos animais: um
ambiente de tamanho adequado para a lotacdo, manutencédo das
camas para reduzir riscos de contaminacdo dos tetos e novos casos
de mastite ambiental e boas condigbes de limpeza e higiene nas
instalacdes de vacas secas, em lactacéo e pari¢ao;

Rotina de ordenha: a eficiéncia e rapidez na ordenha (testes
diagndésticos de mastite precisam fazer parte da rotina, a desinfeccao
dos tetos antes da ordenha, utilizacdo de materiais descartaveis para
a secagem, uso correto das teteiras e desinfecdo/selante poés-
ordenha) reduzem o risco de novas infec¢bes e aumentam a qualidade
da producéo de leite;

Manutencdo e uso adequando do equipamento: a avaliacdo e
manutencgao periddicas, o uso de equipamento de dimenséao correta e
o treinamento dos ordenhadores para uso, evitam deficiéncias de
estimulacédo e otimizam o fluxo e tempo de ordenha;

Tratamento de mastite clinica, com recomendacédo: priorizacdo do
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tratamento de casos clinicos durante a lactacdo, idealmente baseado
no agente causador, escolha dos medicamentos adequados com
recomendacdo de profissional veterinario, ordenha separada e
descarte do leite de vacas em periodo de caréncia,

7) Controle de vacas secas: a recomendacao atual é realizar o tratamento
de vaca seca em todos os animais com mastite subclinica ou com
historico de mastite clinica, buscando eliminar os casos de mastite
subclinica que surgiram durante a lactacédo. O protocolo de vacinagéo
deve ser instituido em rebanhos com alta incidéncia de mastite
ambiental por coliformes, reduzindo a ocorréncia e gravidade dos
casos;

8) Separacdo e descarte de casos cronicos: separacdo durante a
ordenha, serem ordenhadas por ultimo, ou enviadas para descarte.
S&o potenciais fontes de infeccdo e a chance de cura com tratamento
é baixa;

9) Medidas de biosseguranca: quarentena de animais adquiridos antes
da introducdo no rebanho, obtencdo de dados sobre a sanidade do
Ubere das vacas compradas, coleta de amostra para CCS e cultura,
animais com CCS alta ou com historico de mastite infecciosa devem
ser separados dos demais;

10) Avaliagéo periddica das medidas de controle: o sucesso do programa
implica na sua avaliacdo constante, identificar o cumprimento das
metas e a necessidade de ajustes. O manejo da ordenha e os
protocolos de tratamento devem ser reavaliados com frequéncia
devido a variabilidade de alguns fatores, como a dinamica dos
microrganismos, troca de colaboradores, sazonalidade e inovagdes
tecnoldgicas.

A adocédo dessas medidas de controle e prevencao da mastite bovina é essencial
para garantir a saude do rebanho e a producédo de leite de qualidade, contribuindo

para o sucesso da atividade leiteira na propriedade.
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CAPITULO I

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE Staphylococcus aureus ISOLADOS DE
MASTITE BOVINA.

Resumo

O Staphylococcus aureus € frequentemente encontrado na mastite subclinica
em bovinos, causando danos consideraveis aos tecidos produtores de leite devido a
liberacdo de toxinas e sua resisténcia ao tratamento. A mastite bovina é uma doenca
de grande impacto econémico na producao de leite, levando a perdas significativas
para os produtores devido a sua complexidade e carater multifatorial, comumente
associada ao envolvimento de varios patdgenos, especialmente grupos de bactérias,
estafilococos e estreptococos. Além das perdas na producdo e no descarte de
animais, o uso de antibiéticos no tratamento pode resultar em efeitos residuais no leite,
prejudicando a qualidade do produto e a saude publica. Isso esta associado a surtos
de toxinfecgcbes alimentares e pode favorecer o desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana. A andlise do perfil de resisténcia antimicrobiana demonstrou maior
resisténcia as bases farmacoldgicas claritromicina (100%), doxiciclina (92,9%),
linezolida (92,9%) e clindamicina (89,3%), e menor resisténcia a nitrofurantoina
(10,7%); gentamicina (17,9%), vancomicina (17,9%), oxacilina (25%), cefotaxima
(32,1%), ciprofloxacino (32,1%), e trimetoprim-sulfametoxazol (39,3%). A
nitrofurantoina mostrou o maior perfil de sensibilidade, atingindo 89,3%, seguida da
gentamicina e vancomicina com 82,1%. Quanto a identificacdo molecular das cepas,
todas foram confirmadas pelo gene espécie-especifico AroA. Para o gene COA,
observaram-se tamanhos de fragmentos amplificados. Nao foi detectado o gene MecA
em nenhuma amostra, mas o gene blaZ de resisténcia a 8 -lactamicos esteve presente
em 89,7% das amostras. Os genes tetK, tetM, vanA e vanB apresentaram reagdes
positivas sendo 10/28 (34,5%), 10/28 (34,5), 5/28 (17,2%) e 9/28 (31%),
respectivamente. Os resultados demonstram um elevado perfil de resisténcia
antimicrobiana a algumas classes antibiéticas e evidenciam a importancia de um
diagnéstico adequado que auxilie na tomada de decisdo quanto ao tratamento

aplicado, uma vez que, sdo microrganismos de alta diversidade genética e elevado
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teor de genes de resisténcia.
Palavras chave: Mastite bovina, Staphylococcus aureus, Sensibilidade
antimicrobiana, Genes de resisténcia, Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Abstract

Staphylococcus aureus is commonly isolated in cases of subclinical mastitis in
cattle, leading to significant damage to milk-producing tissues due to toxin release and
resistance to treatment. Bovine mastitis poses a substantial economic impact on milk
production, resulting in substantial losses for producers due to its complex and
multifactorial nature, often involving various pathogens, notably staphylococci and
streptococci bacterial groups. In the context of Brazil, bovine mastitis represents a
relevant health issue, with production losses, animal disposal, and antibiotic usage
potentially leading to residual effects in milk, compromising product quality and public
health. This situation is associated with outbreaks of foodborne infections and the
development of antimicrobial resistance. Antimicrobial resistance analysis indicated
higher resistance to clarithromycin (100%), doxycycline (92.9%), linezolid (92.9%), and
clindamycin (89.3%), and lower resistance to nitrofurantoin (10.7%), gentamicin
(17.9%), vancomycin (17.9%), oxacillin (25%), cefotaxime (32.1%), ciprofloxacin
(32.1%), and trimethoprim-sulfamethoxazole (39.3%). Nitrofurantoin exhibited the
highest sensitivity profile, reaching 89.3%, followed by gentamicin and vancomycin
reaching 82,1%. Regarding molecular identification, all strains were confirmed by the
species-specific AroA gene. Amplified fragment sizes were observed for the CoA gene.
The MecA gene was not detected in any sample, while the B-lactam resistance gene
blaZ was present in 89.7% of samples. The tetK, tetM, vanA, and vanB genes showed
positive reactions at 10/28 (34.5%), 10/28 (34.5%), 5/28 (17.2%), and 9/28 (31%)
respectively. The results highlight a high profile of antimicrobial resistance to specific
antibiotic classes and emphasize the importance of an accurate diagnosis to guide
treatment decisions, given the microorganisms' genetic diversity and abundance of

resistance genes.

Keywords: Bovine mastitis, Staphylococcus aureus, Antimicrobial sensitivity,

Resistance genes, Polymerase Chain Reaction (PCR).
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INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana representa uma das maiores preocupac¢oes globais
em saude publica, afetando ndo apenas o tratamento de infecgcbes em humanos, mas
também em animais, como é o caso da mastite bovina causada por Staphylococcus
aureus. A mastite bovina € uma doenca de grande impacto econémico na industria
leiteira, causando perdas significativas aos produtores e prejudicando a qualidade do
produto final. A presenca de Staphylococcus aureus na mastite bovina é
particularmente problematica, pois esse patdgeno € conhecido por liberar toxinas e
desenvolver resisténcia antimicrobiana, tornando-o dificil de ser erradicado e tratado
com eficacia ( SANTOS, 2017; NETO; ZAPPA, 2011; FONSECA et al., 2021).

O perfil de resisténcia antimicrobiana dos estafilococos isolados de mastite
bovina assume papel central nesse contexto, uma vez que 0 uso inadequado de
antibioticos no tratamento da doenca pode resultar em selecéo de cepas resistentes
e comprometer o sucesso terapéutico ( FONSECA et al., 2021).

A presenca de genes de resisténcia antimicrobiana nesses estafilococos é outro
aspecto relevante a ser considerado. A deteccdo de genes espécie-especificos,
coagulase e genes de resisténcia a B-lactamases, tetraciclinas e vancomicina por
meio da técnica de PCR aponta para uma preocupante carga genética de resisténcia
nesses microrganismos. A elevada diversidade genética e a presenca de genes de
resisténcia podem contribuir para a disseminacdo dessas caracteristicas em outras
bactérias, agravando ainda mais o problema da resisténcia antimicrobiana ( LOWY,
2003; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Esses achados sdo de extrema relevancia para a saude publica e para a
industria leiteira, uma vez que a presenca de cepas resistentes de Staphylococcus
aureus na mastite bovina pode levar a problemas adicionais, como surtos de
toxinfeccbes alimentares e a disseminacdo de resisténcia a outros patdégenos. Além
disso, a resisténcia antimicrobiana compromete a eficacia dos tratamentos,
prolongando a duracao das infec¢gbes e aumentando os custos de producao ( COSTA;
DIAS, 2013; OLIVEIRA et al., 2019).

Dessa forma, estudos voltados ao perfil de resisténcia e a presenca genética de

mecanismos de resisténcia sao imprescindiveis e devem ser levados em

42



consideracao na formulacdo de politicas de saude animal e no estabelecimento de
estratégias para o controle da mastite bovina. E fundamental que os produtores e 0s
profissionais de saude veterinéria tenham acesso a essas informagfes para a tomada
de decisbes embasadas em dados cientificos, visando ao uso responsavel de
antibioticos e a preservacdo da eficacia desses medicamentos. Além disso, sdo
necessarios investimentos continuos em pesquisa e desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas, bem como na implementacdo de préticas adequadas de
manejo e higiene na producgédo de leite, a fim de minimizar o impacto da resisténcia

antimicrobiana e garantir a seguranca dos alimentos e a saude publica.

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é correlacionar o perfil de resisténcia a

antimicrobianos de Staphylococcus aureus isolados de mastites subclinicas com a
presenca de genes de resisténcia a algumas das principais bases farmacolégicas
utilizadas no tratamento.
Oriundas do banco de germoplasma do Laboratério de Microbiologia Médica
Veterinaria da Universidade de Brasilia, as amostras de Staphylococcus aureus foram
descongeladas, recultivadas e caracterizadas bioquimicamente. Utilizando a técnica
de kirby-bauer foi realizado o antibiograma por disco-difuséo para determinar um perfil
de sensibilidade dos S. aureus viaveis frente aos antimicrobianos: Azitromicina,
Ciprofloxacina, Claritromicina, Clindamicina, Cloranfenicol, Cefotaxima, Doxiciclina,
Eritromicina, Gentamicina, Linezolida, Levofloxacina, Minociclina, Moxifloxacino,
Nitrofurantoina, Oxacilina, Penicilina G, Rifampicina, Trimetoprim-Sulfametoxazol,
Tetraciclina, Trimetoprim e Vancomicina.

O DNA foi extraido e submetido a reacbes de PCR a fim de detectar nas
bactérias viaveis a presenca do gene espécie-especifico (AroA) e da coagulase (CoA),
bem como, detectar a presenga de genes de resisténcia aos B-lactamicos (mecA,
blaz), tetraciclinas (tetkK e tetM) e glicopeptideos (vanA e vanB).

Este estudo tem como objetivo principal fornecer informagbes valiosas para a
compreensao e o combate eficaz a resisténcia antimicrobiana em casos de mastite

bovina, contribuindo assim para a promocao da saude animal, a seguranca dos
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alimentos e a saude publica.

MATERIAIS E METODOS

Caracteristicas das cepas bacterianas e seu cultivo

Para esse estudo, foram selecionadas cepas de Staphylococcus aureus
isolados de quadros de mastite bovina clinica e subclinica e armazenados no banco
de germoplasma do laboratério para pesquisas posteriores. Foram recultivadas 26
amostras datadas do ano de 2012 e trés amostras recentes, do ano de 2023. As cepas
utilizadas como controle positivo também séo pertencentes ao banco de germoplasma
do laboratério.

As cepas bacterianas, mantidas a -20°C em caldo Infusdo de Cérebro e
Coracdo (BHI, Kasvi™) contendo 20% glicerol, foram inoculadas em meio BHI,
incubadas a 37°C por 24h e, posteriormente, transpassadas em meio 4gar sangue de
cordeiro 5% (AS, TM Media®), a 37°C por mais 24h.

As cepas foram submetidas a identificacdo bioquimica, para a qual foram
realizados testes de catalase, coagulase, fermentacdo de &gar sal manitol, teste
fermentativo oxidativo (O/F), provas de vermelho de metila e Voges-Proskauer cujos
resultados foram consistentes com a bactéria da espécie S. aureus, conforme relatado
nas tabelas de identificacdo por autores como KONEMAN et al.(2001), OLIVEIRA
(2000) e QUINN et al.(1994, 2011).

Teste de suscetibilidade antimicrobiana

A analise de sensibilidade a antibidticos foi realizada por disco difusao
conforme as recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute, Brazilian
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing e European Society of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases ( CLSI, 2019; BRCAST; EUCAST, 2023).

As cepas caracterizadas como S. aureus foram transferidas para o caldo
Mueller-Hinton (MH, lonLab®) e incubadas a 37°C, por 3h, para que alcancassem a
turbidez de 0,5 na escala padrao McFarland. Foram entdo inoculadas, utilizando swab

estéril, por toda a superficie do agar Mueller-Hinton (Kasvi™), método de Kirby-Bauer.
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Os discos de antimicrobianos utilizados foram: azitromicina (15 pg), ciprofloxacina (5
Kg), claritromicina (15 pg), clindamicina (2 ug), cloranfenicol (30 ug), cefotaxima (30
Hg), doxiciclina (30 pg), eritromicina (15 pg), gentamicina (10 ug), linezolida (10 ug),
levofloxacina (5 pg), minociclina (30 pg), moxifloxacino (5 pg), nitrofurantoina (300 ug),
oxacilina (1 pg), penicilina G (10U), rifampicina (5 pg), trimetoprim-sulfametoxazol (25
Kg), tetraciclina (30 pg), trimetoprim (5 pg) e vancomicina (30 pg). Apos a colocacao
dos discos, as placas foram incubadas a 37°C por 18h, a leitura foi realizada com o
auxilio de um paquimetro e os didmetros dos halos foram comparados com a tabela
padrao de interpretacéo do BrCASTO ( BRCAST; EUCAST, 2023).

Identificacdo de genes espécie-especifico, coagulase e resisténcia
antimicrobiana por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras foram reinoculadas em caldo BHI e incubadas a 37° por 24h para

extracdo do DNA. Apdls esse periodo foram transferidos 200 pl do caldo para
microtubos, a extracdo foi feita utilizando o kit comercial QIAamp© DNA minikit
(Qiagen, Hilden®) seguindo as recomendacdes do fabricante.
As amplificacdes foram realizadas em volume final de 25 pl, utilizando o Taqg pol —
Master mix 2x (Cellco Biotec®). Cada reacédo consistiu em 12,5 ul do Master mix
(0,05U/ul de Taq DNA polimerase, solu¢do tampéo, 0,3mM MgClz, 0,4mM de cada
dNTP); 4 ul de DNA extraido; 5,5 pl de agua ultrapura (milli-Q®©) e 1,5 pl (10 pmol) de
cada primer. As sequéncias de nucleotideos, o tamanho dos fragmentos amplificados,
bem como as referéncias correspondentes estéo listadas na tabela 1.

As reacdes foram feitas em termociclador SimpliAmp™ Thermal Cycler
(Thermo Fisher Scientific®), seguindo os seguintes programas: AroA! — desnaturagéo
inicial a 94°C por 2 min, 40 ciclos de 92°C por 60 s, 58°C por 60 s e 72°C por 90 s,
seguidos por uma extensdo final a 72°C por 10 min (Marcos et al., 1999); CoA? -
desnaturacao inicial a 94°C por 45 s, 30 ciclos de 94°C por 20 s, 57°C por 15s e 70°C
por 15 s, seguidos por uma extenséo final a 72°C por 2 min; blaZ®, mecA?*, tetk®, tetM?®,

vanA®, vanB® - desnaturacéo inicial a 95°C por 5 min, 30 ciclos de 95°C por 20 s, as

1 AroA — gene espécie-especifico; 2 CoA — gene da coagulase; 2 blaZ — gene de resisténcia a penicilina;
4 mecA — gene de resisténcia a meticilina; °tetK e tetM — gene de resisténcia a tetraciclina; ® vanA e
vanB — gene de resisténcia & vancomicina.
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temperaturas de anelamento estédo especificadas na tabela 1 por 30 s e 70°C por 15

s, seguidos por uma extensao final a 72°C por 2 min.

Tabela 1: Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores de PCR utilizados para amplificagédo dos
genes espécie-especifico, presenca da enzima coagulase e genes de resisténcia antimicrobiana

Temperatura Tamanho do
Gene de Sequéncia do primer* de f t GenBank
resisténcia (5’-3%) anelamento ragmento
aroA F - AAG GGC GAAATA GAA GTG CCG GGC 58 1192 - 1174
R - CAC AAG CAACTG CAAGCAT (1153)
CoA F- ATAGAGATGCTGGTACAGG 57 490/570/
R - GCTTCCGATTGTTCGATGC 680/780/
850
mecA F - GTA GAAATG ACT GAACGT CCG ATAA 59 310
R - CCAATT CCACATTGTTTC GGT CTAA
blaZz F - ACTTCAACACCTGCTGCTTTC 57 240 M60253
R - TGACCACTTTTATCAGCAACC
vanA F - GGGAAAACGACAATTGC 54 732
R - GTACAATGCGGCCGTTA
vanB F — ATGGGAAGCCGATAGTC 55 635
R - GATTTCGTTCCTCGACC
tet(K) F - GTA GCG ACAATA GGT AAT AGT 54 360 S67449
R - GTAGTG ACAATAAAC CTC CTA
tet(M) F - AGT GGA GCG ATT ACA GAA 58 158 X56353

R-CATATG TCC TGG CGT GTCTA
* F: forward; R: reverse. Fonte: adaptado de QU et al., 2011.

Para cada reacdo, foram utilizados controles negativos, com agua milli-Q© no
lugar do DNA, e controles positivos, com cepas especificas de S. aureus. Os produtos
de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (Ludwig Biotec®)
a 1,5% para o gene AroA e a 1% para os demais genes em solucdo tampéo 0,5 x TAE
[Tris-acetato-EDTA] e corado com brometo de etidio (1 pg/ul).

Os controles positivos utilizados foram USA 400 para o gene AroA, ATCC® 27664 e
ATCC® 29213 para deteccao do gene CoA. O ATCC® 13585, para o0 gene mecA. A
cepa controle positivo para a reagao do gene blaZ foi o ATCC® 14468.

A eletroforese foi realizada em cuba horizontal (BioRad®) ajustada para 70V até que
o tampao de corrida chegasse ao terco final do gel, e entdo submetido a luz ultravioleta
em transiluminador (UVP®) para visualizacdo dos fragmentos de tamanhos

correspondentes (Tabela 1).
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RESULTADOS

Teste de suscetibilidade antimicrobiana

O antibiograma possibilitou a analise do perfil de resisténcia aos diferentes
antibioticos testados. Observou-se que as bases farmacol6gicas com maior
porcentagem de resisténcia por parte do S. aureus foram a claritromicina (100%),
doxiciclina (92,9%), linezolida (92,9%) e clindamicina (89,3%). Em contraste, as bases
que apresentaram menor resisténcia foram a nitrofurantoina (10,7%); gentamicina
(17,9%), vancomicina (17,9%), oxacilina (25%), cefotaxima (32,1%) ciprofloxacino
(32,1%), e trimetoprim-sulfametoxazol (39,3%). Ao avaliar individualmente cada cepa
frente as bases farmacoldgicas, a cefalosporina, nitrofurantoina demonstrou o maior
perfil de sensibilidade, atingindo 89,3%, seguida da gentamicina e vancomicina com
82,1%, enquanto a claritromicina apresentou o maior perfil de resisténcia, com 100%
das amostras. Detalhes completos das porcentagens podem ser encontrados na
tabela 2.

Tabela 2: Amostras resistentes aos antimicrobianos como determinado pelo método de disco-difusédo

2. de amostras resistentes (%)

1 2012 2023 Total
L) (n = 25) (n=3) (n = 28)
AZI 10 (40) 3 (100) 13 (46,4)
cIP 8 (32) 1(33.3) 9(32,1)
CLA 25 (100) 3(100) 28 (100)
cLI 23 (92) 2 (66,7) 25 (89,3)
cLo 12 (48) 0(0) 12 (42.9)
CcTX 7 (28) 2 (66.7) 9(32,1)
DOX 24 (96) 2 (66.7) 26 (92,9)
ERI 22 (88) 1(33.3) 23 (82.1)
GEN 5 (20) 0 (0) 5(17,9)
LNZ 23 (92) 3 (100) 26 (92,9)
LVX 14 (56) 1(33,3) 15 (53.6)
MIN 16 (64) 3 (100) 19 (67.9)
MFX 22 (88) 1(33.3) 23 (82.1)
NIT 3(12) 0(0) 3(10,7)
OXA 7 (28) 0(0) 7 (25)
PEN 15 (60) 1(33,3) 16 (57.1)
RIF 13 (52) 2 (66.7) 15 (53.6)
SUT 11 (44) 0(0) 11 (39.3)
TET 16 (64) 2 (66.7) 18 (64.3)
TRI 18 (72) 2 (66.7) 20 (71.4)
VAN? 3 (12) 2 (66.7) 5(17,9)

1 ATB, antimicrobianos; AZI, azitromicina; CIP, ciprofloxacina; CLA, claritromicina; CLI, clindamicina;
CLO, cloranfenicol; CTX, cefotaxima; DOX, doxiciclina; ERI, eritromicina; GEN, gentamicina; LNZ,
linezolida ; LVX, levofloxacina; MIN, minociclina; MFX, moxifloxacino; NIT, nitrofurantoina; OXA,
oxacilina; PEN, penicilina G; RIF, rifampicina; SUT, trimetoprim-sulfametoxazol; TET, tetraciclina; TR,

47



trimetoprim; VAN, vancomicina.
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), Performance Standard for Antimicrobial
Susceptibility Testing, M100-S29, Jan 2019; Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(BrCAST), Tabelas de pontos de corte para interpretacdo de CIMs e didmetros de halos, Mar 2023.
Fonte: criado pela autora, 2023.

Identificacdo de genes espécie-especifico, coagulase e resisténcia
antimicrobiana por meio da Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Todas as amostras (28/28), pré-identificadas pela bioquimica, foram
confirmadas pelo gene espécie-especifico AroA, demonstrando amplificacdo com
altura aproximada de 1.153pb ( MARCOS et al., 1999). Para o gene CoA, todas as
amostras apresentaram amplificacdo. No entanto, as alturas aproximadas dos
fragmentos se distinguem, sendo elas: 500pb, com 7,14%; 600pb, com 50%; 700pb,
com 21,43% e 800pb, com 21,43% (Figura 5) (HOOKEY; RICHARDSON; COOKSON,
1998).

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose demonstrando a amplificacdo dos genes da coagulase.
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L — Marcador ladder 1kb; 5 — controle positivo (ATCC®27664) com 600pb; 37 — 700pb; 34 — 800bb; (3
-; () representa o controle negativo. Fonte: foto feita pela autora, 2023.



As amostras estudadas (28/28) ndo apresentaram presenca de gene mecA,.
Para o gene blaZz, de resisténcia a penicilina, a positividade foi de 26 amostras dentre
as 28, o que corresponde a 92,9%.
Os genes tetK, tetM, vanA e vanB apresentaram reagdes positivas sendo 10/28
(35,7%), 10/28 (35,7), 5/28 (17,9%) e 9/28 (32,1%), respectivamente. A tabela 3
demonstra a resisténcia fenotipica, bem como os genes cuja presenca foi detectada

em cada amostra.
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Tabela 3: Resisténcia fenotipica aos antimicrobianos e genes de resisténcia detectados nas amostras

N° da Resisténci L . 1 Genes de
esisténcia aos antimicrobianos e o
amostra resisténcia
6 TRI, CLA, CLI, DOX, ERI, LVX, LNZ, MFX biaz, gﬁ\ tetM,
9 AZI, CIP, MIN. RIF, TET, CLA, DOX, ERI, MFX blaZ
30 AZI, CIP, CLO, OXA, PEN. RIF, TET, TRI, CLA, CLI, DOX, ERI, Doz teiK
LNZ. MFX '
AXI. CIP. GEN, TET, TRI, CTF, CLA, CLI, DOX, ERI, LVX, LNZ,
31 MEX blaZ, vanA
33 CLO. TRI, CLA, LVX, LNZ, MFX, SUT blaZ, tetM, vanA
34 PEN, TET, TRI, CLA, CLI, DOX, ERI, LNZ, MFX blaZ, \t/:\tnKé tetM,
35 MIN, PEN, RIF, TET, TRI, CLA, CLI, DOX, ERI, LVX, LNZ, MEX  blaZ, tetK, vanB
AZI, CIP, CLO, MIN, OXA. PEN. TET, CLA, CLI, DOX, ERI, LVX,
37 LNZ. MEX blaZ, tetK, vanB
28 AZI, CIP, CLO, MIN, PEN, RIF, TET, CLA, CLI, DOX, ERI, LNX, ez
LNZ, MEX, SUT
41 CLOMIN, TRI, CLA. CLI. DOX, ERI, LNZ, MFX blaZ, tetM, vanA
42 OXA. PEN, CTX, CLA, CLI, DOX, ERI blaZ. tetM, vanB
43 AZI, CLI, GEN, MIN, OXA. PEN. RIF, TET, TRI, VAN, CTX, CLA, )
CLI, DOX, ERI, LVX, LNZ, MFX, SUT
AZI, CIP, CLO, MIN, OXA, PEN. TET, CLA, CLI, DOX, ERI, LVX,
48 LNZ. MFEX blaZ, tetK, vanB
49 CLO. GEN, MIN, NIT, PEN, RIF, TET, CLA, CLI, DOX, LNZ blaZ, tetK, tetM
52 AZI, PEN, TET, TRI, CLA, CLI, DOX, ERI, LNZ, MFX, SUT blaZ, \t/‘ztr:(é tetM,
53 MIN, NIT, OXA, PEN, TET, TRI\I/,I FCXLA, CLI, DOX, ERLLVX,LNZ, o o
55 AZI, CIP, CLO, GEN, MIN, PEN, RIF, TET, VAN, CTX, CLA, CLI, > (00 o
DOX, ERI. LVX, LNZ, MEX, SUT , tetM,
CLO. GEN, MIN, OXA, PEN, RIF, TET, TRI. CLA, CLI, DOZ, ERI,
56 LVX, LNZ, MFX blaZz, tetK, vanA
60 TRI, CTX, CLA, CLI, DOX, ERI blaZ
CLO. MIN, NIT, RIF, TRI, VAN, CLA. CLI, DOX, ERI, LNZ, MFX,
61 O blaZ
62 CLO. RIF, TRI, CTX, CLA, CLI, DOX, ERI, LVX, LNZ, MFX, SUT blaZ, tetM
63 AZI. CIP, MIN. PEN. TRI, CLA, CLI. DOX. ERI, LNZ, MFX, SUT blaZ
64 MIN, RIF, TRI, CLA, CLI. DOX, ERI, LNZ, MFX, SUT blaZ, vanB
65 MIN, RIF, TET, TRI. CLA. CLI. DOX. ERI. LVX, LNZ, MFX, SUT blaZ
70 MIN, PEN, TRI. CTX, CLA, CLI, DOX, ERI. LVX, LNZ, MFX, SUT blaZ
Pascoinha AZI, MIN, TRI, VAN, CTX, CLA, LNZ blaZ, tetM, vanA
21158 AZI. MIN, PEN, RIF, TET. CLA. CLI, DOX, LNZ blaZ
V133 AZI, CIP, MIN, RIF, TET, TRI, VAN, CTX, CLA, CLI. DOX, ERI, )
LVX. LNZ, MFX

Lantimicrobianos; AZI, azitromicina; CIP, ciprofloxacina; CLA, claritromicina; CLlI, clindamicina; CLO,
cloranfenicol; CTX, cefotaxima; DOX, doxiciclina; ERI, eritromicina; GEN, gentamicina; LNZ,
linezolida ; LVX, levofloxacina; MIN, minociclina; MFX, moxifloxacino; NIT, nitrofurantoina; OXA,
oxacilina; PEN, penicilina G; RIF, rifampicina; SUT, trimetoprim-sulfametoxazol; TET, tetraciclina;
TRI, trimetoprim; VAN, vancomicina.

2genes de resisténcia, blaZ, gene de resisténcia a penicilina; tetK, gene de resisténcia a tetraciclina
K; tetM, gene de resisténcia a tetraciclina M; vanA, gene de resisténcia a vancomicina A; vanB, gene
de resisténcia a vancomicina B. Fonte: criado pela autora, 2023.
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DISCUSSAO

A presenca do gene AroA (1.153pb) foi observada em todas as amostras (28/28)
testadas determinando que eram Staphylococcus aureus. O gene CoA também foi
detectado em todas as amostras, apresentando fragmentos que variam de 500-800pb,

sendo o tamanho de 600pb o mais frequente (14/28) (Tabela 4).

Tabela 4: Resultados dos produtos de PCR para o gene CoA

Tamanho do amplicon (pb)

500 600 700 800 Total
N® de 2 14 6 6 28
amostras
% 7,14 50 21,43 21,43 100

Fonte: criado pela autora, 2023.

Os fragmentos encontrados nesse estudo variam entre 500 e 800pb, o que se
assemelham aos resultados encontrados por COELHO et al.,, 2011, com uma
variedade entre 540 a 900pb, em leite bovino. REINOSO et al., 2008, também
apresentam amplicons variando de 900pb a 500pb em amostras de leite bovino. Isso
pode indicar que as cepas de 600pb tém se disseminado por diferentes paises e se
trata de uma estirpe capaz de colonizar e se alastrar pelo rebanho se tornando fontes
de infeccdo, apresentando um perfil mais agressivo e persistente ( MARQUES et al.,
2013; POLL, 2020).

Esse estudo apresenta uma taxa relativamente alta de resisténcia a penicilina
(57,1%), a literatura evidencia grandes diferencas nos padrdes de resisténcia a
penicilina. YILMAZ; ASLANTAS (2017) apresentam uma resisténcia de 83.5% e
mencionam ainda um estudo que avaliou a resisténcia de S. aureus a Penicilina G
durante os anos de 2009 a 2014, revelando uma resisténcia de 100%, para patdogenos
humanos ( RAGBETLI et al., 2016). COSTA et al., (2014) apresentam niveis altos de
resisténcia a penicilina na Irlanda (71,4%), Inglaterra (57,3%), na Finlandia (52,1%) e
nos Estados Unidos (50%), mas também retrata baixa resisténcia na Dinamarca
(18,7%) e na Suécia (28,5%). A alta resisténcia encontrada na medicina veterinaria
pode ser justificada pelo uso indiscriminado e em subdosagens no controle de mastite.
A resisténcia a oxacilina (25%) foi mais alta do que as taxas relatadas por YILMAZ,

ASLANTAS (2017) (13,4%) e DURAN et al.(2012) (16,5), COSTA et al. (2014) ndo
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encontrou resisténcia a oxacilina e ainda descreve sua ocorréncia como incomum em
algumas bacias leiteiras do Brasil. Ja SILVEIRA-FILHO et al.(2005), verificaram uma
resisténcia superior a 50% em Pernambuco. Nao houve amplificacdo para o gene
mecA nas amostras estudadas, apesar da alta resisténcia a oxacilina. A literatura
sugere que a presenca de outros genes, como mecR1 e mecl, também pode ser
responsavel pela resisténcia a meticilina ( AZHAR et al., 2017).

O gene de resisténcia a penicilina, blaz, foi encontrado em (15/16) 93,8% das
amostras resistentes a PEN, (6/7) 85,7% das resistentes a OXA e (8/9) 88,9% para
CTX, esses numeros condizem com a alta prevaléncia (98%) do gene descrita por QU
et al.(2019) A alta prevaléncia associada a alta resisténcia aos B-lactamicos isolados,
reiteram a importancia do uso consciente desses antimicrobianos, t&o comumente
utilizados para o tratamento de mastite.

O perfil de resisténcia a tetraciclina (64,3%) foi menor do que os achados
(41,0%) de DURAN et al., (2012) mas maior do que os achados (11,0%) de RAGBETLI
et al. (2016) e de COSTA et al. (2014) que apresentam taxas inferiores a 20%. Condiz
ainda com a resisténcia superior a 50% encontrada por SILVEIRA-FILHO et al.. (2005)
O aumento da resisténcia a tetraciclina também pode estar associado ao uso rotineiro
de formulacdes intramamarias para o tratamento da mastite.

A doxiclina (92,9%) e a minocilina (67,9%) também apresentaram altos indices
de resisténcia. A resisténcia as tetraciclinas € mediada principalmente por quatro
mecanismos diferentes entre estafilococos: bomba de efluxo ativa, protecdo do sitio
de ligacdo, modificacdo do farmaco e modificacdo do sitio de ligacdo ( GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010; YILMAZ; ASLANTAS, 2017). Neste estudo, o gene tetM,
responsavel pela protecdo ribossomal, e o gene tetK, responsavel pela bomba de
efluxo, foram detectados em 35,7% dos isolados. O gene tetK foi detectado em (9/17)
ou 52,9% das amostras resistentes a TET, (10/26) ou 38,5% das amostras resistentes
a DOX e (6/19) ou 31,6% das MIN. Enquanto o tetM estava presente em (4/17) 23,5%,
(8/26) 30,8% e (4/19) 21,1% das amostras resistentes a TET, DOX e MIN,
respectivamente. Estudos similares indicam prevaléncias maiores de tetM em relacao
ao tetk, YILMAZ; ASLANTAS (2017) reportam 56,3% e 43,7% de resisténcia,
enquanto DURAN et al. (2012), descreve prevaléncias de 63,2% para tetM e 36,8%
para tetK e ainda QU et al. (2019) detectou prevaléncias de 31% e 33% para tetk e
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tetM, respectivamente.

A resisténcia a linezolida detectada nesse estudo foi de 92,9%, muito mais alta
do que a prevaléncia detectada por AZHAR et al., (2017) 48,1% para MRSA e 29,2%
para MSSA. Esse € um composto da classe das oxazolidinonas que atua inibindo a
sintese de proteinas bacterianas ao se ligar a subunidade 50S do ribossomo, o que
bloqueia a formacdo do complexo de iniciacdo. A linezolida € um dos principais
antimicrobianos utilizados contra S. aureus e sua resisténcia tem sido relatada como
crescente constantemente, apesar de se tratar de um farmaco recente, disponibilizado
no mercado no ano 2000. Os numeros constatados por AZHAR et al., (2017) em 2017
ja eram sem precedentes, a resisténcia encontrada nesse estudo é ainda maior.

A nitrofurantoina demonstrou sensibilidade em 89,3% das amostras. A alta
suscetibilidade aos antimicrobianos pode estar associada a proibicdo do uso de
cloranfenicol e nitrofuranos para uso veterinario e na producao de alimentos, instituido
pela Instrucdo Normativa n°® 9 de 27/06/2003 do MAPA. Sugerindo que a auséncia da
pressao seletiva do uso continuo de determinados principios ativos, ou seja, 0 Uso
criterioso da antibioticoterapia, auxilia na preservacao da eficacia dos antimicrobianos
disponiveis para uso veterinario ( BRASIL, 2003).

A prevaléncia da resisténcia a vancomicina encontrada nesse estudo foi de
17,9%, um numero alto quando comparado aos resultados de AZHAR et al. (2017),
gue descreve a significante resisténcia de 14,8% em MRSA e a baixa resisténcia de
3,1% encontrada em MSSA. A presenca dos genes vanA e vanB foi detectada em
(1/5) 20% das amostras resistentes, para ambos. Isso pode ser explicado pelo fato
de, apesar do vanA ser o gene de resisténcia considerado mais importante, existem
outros quatro genes de resisténcia possiveis que podem justificar os resultados
negativos ( AZHAR et al., 2017).

CONCLUSAO

As cepas de S. aureus estudadas apresentaram uma variabilidade marcante em
sua sensibilidade aos antimicrobianos testados. Os antibioticos claritromicina,
doxiciclina, linezolida e clindamicina mostraram as maiores taxas de resisténcia, com

percentagens variando de 89,3% a 100%. Em contrapartida, antibiéticos como
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nitrofurantoina, gentamicina, vancomicina, oxacilina, cefotaxima, ciprofloxacino e
trimetoprim-sulfametoxazol apresentaram menor resisténcia, com taxas variando de
10,7% a 39,3%. Ao avaliar individualmente cada cepa em relacdo as bases
farmacoldgicas, observou-se que a nitrofurantoina demonstrou o maior perfil de
sensibilidade, com 89,3%, seguida da gentamicina e vancomicina, com 82,1%. Por
outro lado, a claritromicina apresentou o maior perfil de resisténcia, com 100% das
amostras resistentes.

O gene CoA foi detectado em todas as amostras, com diferentes tamanhos de
fragmentos, sendo o tamanho de 600pb o mais frequente. Surpreendentemente, ndo
foi detectada a presenca do gene mecA nas amostras, apesar da resisténcia
observada a oxacilina. Isso sugere a possibilidade de outros mecanismos de
resisténcia a meticilina, como a presenca dos genes mecR1 e mecl. O gene de
resisténcia a penicilina, blaz, foi encontrado em uma alta propor¢cdo das amostras
resistentes a penicilina, oxacilina e cefotaxima, reforcando a importancia do uso
responsavel desses antibiéticos no tratamento de infec¢des, especialmente a mastite.
Os genes tetK e tetM, responséaveis pela resisténcia as tetraciclinas, foram detectados
em algumas amostras, indicando a presenca desses mecanismos de resisténcia. A
resisténcia a linezolida e vancomicina foi observada em altas taxas, destacando a
necessidade de vigilancia continua da resisténcia a esses antibioticos.

Os resultados deste estudo revelam um cenario complexo de resisténcia a
antibiéticos em cepas de Staphylococcus aureus isoladas de amostras de mastite.
Essas descobertas ressaltam a importancia da utilizacdo criteriosa de antibiéticos na
medicina veterinaria e a necessidade de estratégias eficazes de controle da
resisténcia antimicrobiana. Além disso, enfatizam a importancia da pesquisa continua
para entender os mecanismos de resisténcia e desenvolver abordagens terapéuticas
mais eficazes no tratamento de infeccbes causadas por essas cepas resistentes,

buscando melhorar as op¢des atuais para evitar o cendrio de S. aureus néao tratavel.
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