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GUIMARAES, F.F. Perfil de sensibilidade microbiana, pesquisa de gene mecA
de resisténcia a meticilina e deteccdo molecular de genes codificadores de
enterotoxinas, em estafilococos coagulase positiva e negativa, isolados de
mastites bovinas. Botucatu, 2011. 147p. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Botucatu, Sado Paulo.

RESUMO
Alguns dos agentes patogénicos de mastite bovina séo relevantes em relagcéo a
gualidade do leite, bem como, para a saude publica. Foram estudadas dez
fazendas localizadas em cinco regides do estado de S&o Paulo. Foram
examinadas 1.148 vacas, correspondentes a 4.592 glandulas mamaérias
avaliadas pelos testes de tamis e CMT. Foram colhidas 1.318 amostras de
leite, das vacas positivas na triagem para avaliacdo microbiolégica e contagem
de células somaticas (CCS). A frequéncia dos agentes variou de 0,3 a 36,4%.
Do total de isolados de Staphylococcus spp (36,4%), 48,7% corresponderam a
estafilococos coagulase negativa (SCN), 34,2% S. aureus e 15,9% outros
estafilococos coagulase positiva (SCP). Streptococcus spp foram isolados de
23,3% das amostras, dos quais 41,7% Streptococcus. agalactiae, 41,1%
Streptococcus dysgalactiae e 17,3% Streptococcus uberis. Corynebacterium
spp. foram isolados em 31,8% dos casos de mastite. As amostras de leite das
glandulas mamarias infectadas apresentaram CCS significativamente mais
elevada que as negativas. Dos 48,7% de SCN foram identificadas 18 espécies:
S. warneri, S. epidermidis, S. hyicus, S. xylosus, S. haemolyticus, S. auriculares, S.

cohnii subsp cohnii, S. lugdunensis, S. pasteuri, S. saccharolyticus, S. saprophyticus

subsp bovis, S. schleiferi subsp scheleiferi, S. simulans, S. saccharolyticus, S. capitis,
S. saprophyticus subsp saprophyticus, S. sciuri subsp sciuri e S. chromogenes. As
fazendas, Il (27,3%) e Il (26,7%) apresentaram maior frequéncia de SCN,
enquanto as fazendas | (13,3%) e X (44,4%) revelaram maior prevaléncia de
SCP sendo as diferencas significantes. Foram avaliados por PCR 263
estafilococos para deteccéo de gene codificadores das enterotoxinas cléassicas.
Entre os SCN foram detectados: sea (35,5%) seb (7,1%), sec (6,5%), sed
(1,8%) e associacOes destes genes. Em SCP foram detectados: sea (9,5%)
seb (4,4%), sec (5,0%) e sed (1,9%). A porcentagem de genes codificadores de

enterotoxinas detectada em SCN (66,4%) foi superior a detectada em SCP
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(34,8%). Ao se comparar a potencial capacidade de producdo de enterotoxinas,
entre as principais espécies de SCN com S. aureus verificou-se, que as
espécies de SCN apresentaram genes codificadores em quantidade superior
aos isolados de S. aureus. As espécies com maior potencial enterotoxigénico
foram: S. hyicus (81,3%), S. warneri (70%), S. epidermidis (63,1%) entre os
SCN e S. aureus ( 32,2%) e S. hyicus (47,4%) entre SCP. Avaliou-se por PCR
0 gene mecA, codificador da resisténcia a meticilina em espécies de SCN e
SCP. A maior porcentagem de isolados mecA positivos entre os SCN foi
detectada em S. hyicus (56,3%), S. epidermidis (31,6 %) e S. warneri (32,5 %).
Entre os SCP detectou-se mecA em 45,6% de S.aureus, em 42,1% de S.
hyicus e em 38,2 % de S. intermedius. As mais altas taxas de resisténcias
observadas foram a oxacilina, penicilina e ampicilina. Nenhuma das 128
amostras de SCN apresentou resisténcia a enrofloxacina, cefoxitina ou
cefalotina. Os isolados de S. aureus mostraram resisténcia principalmente a
oxacilina, penicilina, ampicilina. N&o foi detectada resisténcia a gentamicina e
fluorquinolonas. Deve-se ressaltar a alta ocorréncia de SCN isoladas de
mastite e a elevada CCS nas amostras de leite dos casos por SCN. Vérias
espécies apresentaram médias maiores efou préximas a 10° células
somaticas/mL de leite (S. hyicus, S. xylosus, S. hominis, S. schleiferi subesp.
schleiferi, S. warneri, S. sciuri subsp sciuri). A CCS de amostras de leite de mastite
por SCP foram maiores nas infecgdes por S. intermedius € S. schleiferi subsp
coagulans. Foram analisados perfis de resisténcia e mecA entre espécies de
SCN. S. epidermidis, o principal agente das infec¢coes nosocomiais, apresentou
nove perfis, sendo preocupante o isolado com perfil KK, isto é, mecA positivo e
resisténcia a tetraciclina, a ciprofloxacina, gentamicina, ampicilina, penicilina e
vancomicina. A presenca de genes codificadores de enterotoxinas, fatores de
viruléncia e de resisténcia aos antimicrobianos, foi mais elevada em SCN que
em S. aureus. Os resultados do estudo demonstraram a importancia de SCN
ndo s6 como agentes etiolégicos de mastite, mas por representar um Seério

risco a saude do consumidor de leite e produtos lacteos.

Palavras-chave: espécies de SCN e SCP, mastite bovina, PCR, mecA, genes
codificadores de enterotoxinas, Saude Publica
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GUIMARAES, F.F. Microbial susceptibility profile, search for mecA gene of
methicillin resistance and molecular detection and genes encoding enterotoxins
in staphylococcus coagulase positive and negative, isolated from bovine mastits
Botucatu, 2011. 147p. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”. Botucatu, S&o Paulo.

ABSTRACT
The purpose of this study was to assess the occurrence of mastitis cases in ten

Brazilian dairy herds located in five regions in Sdo Paulo state, to characterize
the main etiological agents and, to proceed staphylococcal isolates identification
to species level, to perform detection by PCR assays of enterotoxin encoded
genes aiming the awareness of their potential capability in producing the
classical enterotoxins and, mecA a methicilin resistance gene and, evaluated
resistance toward antimicrobials. A total of 4,592 mammary glands of 1,148
dairy cows were examined by strip cup and CMT. From these 1,318 milk
samples were collected for microbiological exams. It was isolated 263 (19.9%)
staphylococci from mastitis cases and they were identified, as being: S.aureus
(34.2%), other CPS (15.9%) respectively, S. intermedius (15.2%),
S.hyicus(12.9%) and, S. schleiferi subsp coagulans(3.8%), and CNS (48.7%).
Among these 128 CNS isolates eighteen species were identified: S. xylosus, S.
haemolyticus, S. auriculares; S. cohnii subsp cohnii, S. lugdunensis, S. pasteuri, S.
saccharolyticus, S. saprophyticus subsp bovis, S. schleiferi subsp scheleiferi, S.
simulans, S. capitis, S. saprophyticus subsp saprophyticus, S. sciuri subsp sciuri and,
S. chromogenes. The more frequently isolated species were: S.warneri (31.3%),
S. epidermidis (14.8%) and S.hyicus (12.5%). The milk samples from infected
mammary glands showed higher CCS than the negatives. PCR assay was used
to determine the presence of classical enterotoxin codifying genes (sea, seb,
sec and sed). Among CNS the occurrence of enterotoxin classical genes was
determined as: 35.1% for sea, 7.1% for seb, 6.5% for sec, 1.8% for sed) 5.3%
for both sea and seb, 3.6% for both sea, sec and sed, 1.8% for both sec and
sed. Whereas among CPS isolates the occurrence of enterotoxin genes was:
9.5% for sea, 4.4% for seb, 5.0% for sec, 1.9% for sed; for both sea and seb
1.3%, 1.3% for both sea, sec and sed, 4.4 % for both sec and sed,, 0.6% for
both sea and seb. The highest enterotoxigenic potential were found in: S.

hyicus, 81.3% of the isolates were positive for enterotoxin codifying genes, 70%
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of S. warneri isolates and, 63.1% of S. epidermidis. In parallel, only 32.2% of S.
aureus isolates were positive for enterotoxin codifying genes. PCR assay was
used to verified the presence of mecA methicillin codifying genes. It was
detected mecA in 38% strains 263 staphylococci isolates. Among the 90 S.
aureus, 45.6% isolates showed mecA gene, and 27.8 %. Among the CNS 32%
presented gene mec A and, 25% were methillicin resistance. S. hyicus (56,3%)
showed the highest percentage of mecA positivity, S. epidermidis presented
31.6 % of mecA positivity and, 32.5 % of S. warneri. On the other hand, among
the CPS, 45.6% of S.aureus isolates presented mecA, 42.1% of S. hyicus
isolates and, 38.2 % of S. intermedius. The antimicrobial resistance was
detected by in vitro susceptibility diffusion test with the main antimicrobials used
in bovine mastitis therapy, as well to some used in human staphylococci
infection therapy. The highest resistances were registered toward oxacillin,
penicillin and ampicillin, and the Ilowest were toward ciprofloxacin,
cotrimozaxolle e vancomycin. None of the 128 CNS isolates showed resistance
to enrofloxacin, cephoxitin, cephalotin. Among the 90 S. aureus isolates the
highest resistances were registered toward oxacillin, penicillin and ampicillin,
and the lowest were toward gentamicin and quinolones. It is important to refer
the high SCC detected on milk samples of CNS mastitis cases, since milk
samples of several CNS species mastitis cases presented SCC near or higher
than 10° cells/mL of milk (S. hyicus, S. xylosus, S. hominis, S. schleiferi subesp.
schleiferi, S. warneri, S. sciuri subsp sciuri). The profile of resistance and mecA
were analyzed among the CNS species. It was a serious cause of concern, that
S.epidermidis, considered internationally as one of the main staphylococci
isolated from nosocomial infections, showed nine profiles and, one isolated
showed KK profile, characterized to be mecA and resistant to tetracyclin,
ciprofloxacin, gentamicin, ampicillin, penicillin and to vancomycin. The last
antimicrobial was the first choice to be used in serious cases of methicillin
staphylococcal nosocomial infections. The obtained results highlight the
relevance of the CNS, that was not restrict to the etiology of bovine mastitis as
emergent pathogens but, mainly pointed out toward their high potentiality in
being a real hazard to public health.

Key words: species of CNS and CPS , bovine mastitis, PCR, mecA, encode
enterotoxins genes, Public Health
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1. INTRODUGCAO

O leite é considerado um alimento perfeito. Apresenta composi¢cao
rica em proteinas, vitaminas, gordura, carboidratos e sais minerais
essenciais a saude dos humanos. O consumo do leite € importante para
o ser humano de todas as idades, especialmente para criancas e
idosos. Portanto, a qualidade do produto é fundamental, ndo s6 para
atingir seu pleno valor nutricional, como para preservar a saude do
consumidor (COSTA, 2005).

Além da importancia nutricional, deve-se ressaltar que o leite é o
sexto produto do agronegdcio brasileiro (superando o café e arroz),
cada R$ 1,00 investido na producéo leiteira resulta em R$ 5,00 a mais
no PIB (Produto Interno Bruto) do pais. Esse segmento do agronegdcio
tem grande importancia social e é responsavel por mais de trés milhdes
e seiscentos mil empregos diretos. Em 2007 foram produzidos 26.134
bilhdes de litros, dos quais cerca de 18 bilhdes sob inspecdo. O Brasil
exportou no periodo 3% de sua producéo leiteira, equivalente a 716
milhdes de litros (EMBRAPA, 2008).

A mastite € uma enfermidade complexa de mdltipla etiologia
(Langoni et al. 1998), e impacta negativamente a pecuaria leiteira, tanto
pelos prejuizos econdémicos, como pela reducdo na producdo e
comprometimento da qualidade do leite, mas também pelo grave
problema de Saude Publica, em virtude do potencial de transmisséo de
patdégenos e riscos de toxi-infec¢des alimentares (COSTA et al., 2000a,
SA et al., 2004).

Estimativas em varios paises calculam reducdo na producéo de
leite de um pais da ordem de 10 a 15% em decorréncia da mastite
(SANTOS & FONSECA, 2007). De fato, em 1987, os EUA perderam,
devido a mastite 8 bilhdes de litros, o equivalente a producéo brasileira
no mesmo ano. A perda econémica por mastite nos Estados Unidos é
de aproximadamente 185 dolares por vaca anualmente. Considerando
gue o rebanho leiteiro norte-americano € de 9,5 milhdes de bovinos
leiteiros, o prejuizo estimado é de cerca de US$ 1,8 bilhdo (COSTA,
2011).



As mastites causadas por micro-organismos do género
Staphylococcus estdo entre as mais prevalentes mundialmente.
Staphylococcus aureus (S. aureus) tem sido considerado como o
principal agente causal de mastites em rebanhos leiteiros. Estima-se
que 19% a 47% das vacas em cada rebanho podem estar infectadas
por este micro-organismo (NICKERSON, 1993). A alta prevaléncia de S.
aureus se deve as infeccbes de longa duracdo e resisténcia aos
antimicrobianos, com tendéncia a cronicidade, e baixas taxas de cura,
com consequente reducao da producdao leiteira (SABOUR et al., 2004;
ZAFALON et al., 2007).

Paralelamente, a mastite constitui problema de extrema
relevancia em saude publica em decorréncia do risco potencial na
transmissdo de patdgenos aos humanos pelo leite e/ou derivados
lacteos. A capacidade de espécies de Staphylococcus coagulase-
positivas (SCP), assim como das coagulase-negativas (SCN), de
produzirem enterotoxinas reforca a importancia destes micro-
organismos no tocante a saude publica (BRABES et al.,1999).

As intoxicacdes e/ou toxi-infecgbes alimentares ocorrem tanto em
paises emergentes (em desenvolvimento) como nos desenvolvidos. S.
aureus é o agente mais frequentemente encontrado nas toxi-infec¢oes
de origem alimentar. A intoxicacdo estafilocécica também é
particularmente frequente por ingestdo das toxinas termoestaveis
produzidas e liberadas durante a multiplicagdo no alimento, que podem
permanecer viaveis apos tratamento térmico (ALCARAS et al., 1997).

E importante que sejam desenvolvidos estudos para contribuir
com o esclarecimento de fatores que comprometam a qualidade do
leite, pesquisando-se patdgenos emergentes na etiologia da mastite
bovina, tais como, espécies de estafilococos coagulase-negativa (SCN)

e suas toxinas, para se avaliar o risco a Saude Publica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Producéo Leiteira

O leite € o sexto produto do agronegdcio brasileiro, superando o
café e arroz, e o Brasil é o sexto maior produtor. A producéo leiteira no
Brasil vem aumentando substancialmente, pois em 1990 correspondia a
14,5 bilhdes de litros e hoje esta ao redor de 30,6 bilhdes de litros de
leite (GUIMARAES, 2006; IBGE, 2010).

Ha estimativas, baseadas em estudos realizados por uma
empresa paulista de consultoria, de que o Brasil triplicard o excedente
de leite em menos de dez anos. Foi estimado que, em 2017, as
exportacdes do produto representardo cerca de 7% do leite produzido
no pais, tendo sido projetada uma producéo de cerca de 36 bilhdes de
litros (AGRAFNP, 2008).

E, entretanto, importante referir que para o sucesso na exportacio
desse produto, ndo € suficiente obter-se expressiva producdo em
guantidade de leite, mas o preco deve ser competitivo no mercado
internacional e particularmente, a qualidade do leite constitui fator
determinante para a exportagdo (COSTA, 2011).

A legislagdo brasileira que trata especificamente do assunto leite
e seus derivados foi submetida a recente processo de modernizagéao
para acompanhar as tendéncias mundiais e contribuir para melhorar o
setor nacional como um todo. Na atualidade, a questdo da “qualidade e
segurancga” dos alimentos tem recebido maior ateng&o. A aprovacao da
Instrucdo Normativa numero 51 do Ministério da Agricultura,
estabeleceu indices mais rigidos de contagem de células somaticas,
contagem bacteriana e deteccdo de residuos de antimicrobianos
(antibidticos e quimioterapicos) no leite (BRASIL, 2002).

A presenca de residuos de antimicrobianos no leite esta
estreitamente relacionada ao tratamento de mastite e o aumento de
células sométicas no leite € determinado pela ocorréncia de mastite.

No Brasil ainda é comum a comercializagdo do leite cru no

mercado informal, mesmo sendo proibido por lei desde 1952 (Decreto-



Lei 30.691). Estima-se que cerca de 30% do leite consumido, seja
oriundo desse tipo de mercado. As deficiéncias na fiscalizagdo da
comercializacdo do leite e derivados tém sido amplamente discutidas
em ambito nacional, mas ainda assim, de acordo com o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a cada dez litros de leite
produzidos em todo pais, trés ndo passam por qualquer tipo de
fiscalizacdo sanitaria (IBGE, 2010).

Além disso, aliado a comercializacéo irregular e indevida, deve-se
destacar o habito da utilizagcdo do produto “in natura”, tanto para
consumo como fabricacdo de derivados lacteos (FONSECA &
SANTOS, 2000).

H4, ainda, o agravante da utilizacdo inadvertida ou mesmo
deliberada do leite de animais com mastite. O conjunto destes fatores
alerta para o risco, em potencial, no contexto de saude publica,
representado pela veiculagcdo de micro-organismos patogénicos e/ou

suas toxinas para os humanos pelo consumo de leite.

2.2. Contagem de Células Somaticas (CCS)

As células somaticas sdo reconhecidas como células de defesa
(leucécitos) do organismo presentes no leite, que migram do sangue
para o interior da glandula maméaria nos processos inflamatérios
(BENITES et al, 2002). Esta migracao ocorre frequentemente nos casos
de mastite (MACHADO et al., 1999).

As células somaticas presentes no leite sdo polimorfonucleares
neutréfilos (PMN), mononucleares (MN) e células epiteliais. A resposta
inflamatoria é constituida de 80 a 90 % por células polimorfonucleares
neutroéfilos (PAAPE, 1977). A migracdo de PMN para o leite € detectavel
apos trés horas do inicio do processo inflamatoério, caracterizando o
inicio do processo de defesa imunoldgica.

Benites et al. (2000) observaram que em processos inflamatorios
agudos, 98,7% de PMN e 14,3% de MN encontravam-se no lumen

alveolar e nos parénquimas glandulares, enquanto nos processos



cronicos 51,9% eram representados por MN e apenas 48,4% eram
PMN.

De acordo com Thiers et al. (2001) a CCS total reflete a extenséo
do processo inflamatério enquanto que a contagem diferencial permite
verificar o estagio da inflamacéo, ou seja, a evolucdo do processo
inflamatoério.

A CCS é importante indicador para o monitoramento da qualidade
do leite e da saude da glandula mamaria, seja para a deteccdo de
mastite subclinica em nivel de rebanho ou para estimar as perdas de
producdo de leite em decorréncia da mastite. Ademais é empregada
como paramentro das caracteristicas qualitativas e higiénicas do leite
(SANTOS, 2002).

2.3. Mastite

A mastite € a inflamacdo da glandula maméaria, de ordem
fisiologica, traumatica, alérgica, metabdlica, psicologica ou infecciosa.
Constitui o problema mais sério nos rebanhos leiteiros pela sua elevada
prevaléncia, prejuizos pela reducdo da producdo, menor rendimento
industrial, comprometimento funcional da glandula mamaéaria, descarte
prematuro e ocasional morte de animais (COSTA, 1998; LANGONI et
al., 1998; RADOSTITS et al., 2007). A mastite infecciosa assume maior
importancia pela prevaléncia e pelo risco a saude publica devido a
transmissdo de agentes etiolégicos de zoonoses tradicionais e
emergentes (GUIMARAES & LANGONI, 2009).

E uma enfermidade complexa que acarreta os maiores problemas
na pecuaria leiteira, tanto no ponto de vista de prejuizos econémicos
pela reducdo na producdo, comprometimento da qualidade do leite,
honorarios veterinarios, descarte precoce de animais, mas também pelo
grave problema de Saude Publica pela transmissdo de patdégenos e
risco de toxi-infeccdes pelo leite. (COSTA et al., 2000, LANGONI et al.,
2000, NADER FILHO et al., 2002)

A forma clinica de mastite se caracteriza por alteracdes visiveis

da glandula e/ou do leite. Pode ser aguda apresentando sintomatologia



evidente do processo inflamatério (edema, dor, calor, rubor) ou crénica,
manifestada por fibrosamento, e presenca de grumos e coagulos no
leite (COSTA, 1998).

A forma de evolucado subclinica caracteriza-se pela diminuicdo da
producdo leiteira sem que, contudo, sejam observados sinais de
processo inflamatério ou fibrosamento, e auséncia de modificacbes
visiveis no leite e/ou na glandula maméaria. Para o diagndstico da
mastite subclinica sao utilizados testes indiretos como o CMT (California
Mastitis Test), Whiteside, condutibilidade elétrica, contagem eletrénica
de células somaticas, ou em lamina, pelo método de Prescott Breed
(COSTA, 1998, CUNHA, 2008).

Os patégenos causadores de mastite sdo classificados quanto a
origem e modo de transmissdao, em dois grupos: ambientais e
contagiosos. Os  patdgenos ambientais sao da familia
Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Enterobacter spp, Klebsiella spp,
Proteus spp), Pseudomonas spp, leveduras, fungos, algas e certas
espécies do género Streptococcus. Esses sao veiculados por manejo
inadequado de camas, excesso de sujidade nas areas de permanéncia
dos animais, higiene inadequada no preparo de pré-ordenha, ou por
objetos em instalagcbes e pastos que favorecam a ocorréncia de lesdes
nos tetos (COSTA et al., 1998).

Entre o0s contagiosos destacam-se Staphylococcus spp,
Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis, e Mycoplasma spp..
Sao conhecidos como “vaca dependentes”, transmitidos a partir de
vacas infectadas ou portadoras para outras no momento da ordenha,
pelas méos de ordenhadores, equipamentos de ordenha, toalhas de
secagem dos tetos e outros fémites de uso comum entre os animais
(COSTA, 1998, RADOSTITS et al., 2007).

2.4. Etiologia microbiana das mastites

Amplo estudo sobre a etiologia da mastite bovina realizado por
Langoni et al. (1998) em 7.902 amostras de leite de animais com

mastite subclinica revelou, além da importdncia do género



Staphylococcus e S. aureus, a participacdo de Streptococcus spp. em
16,41%, de Streptococcus agalactiae em 14,32%, de Corynebacterium
bovis em 15,94%, entre outros micro-organismos menos frequentes.

Brito et al. (1998) examinaram 6315 amostras de leite,
provenientes de 1609 vacas em lactagéo, de 48 rebanhos localizados
na Zona da Mata e Campo das Vertentes, em Minas Gerais. Foram
isolados 3919 micro-organismos, dos quais 3637 casos de infeccdo por
um agente e 283 de infeccdo mista, dos quais S. aureus em 19,2% das
amostras, SCN em 12,4%, Streptococcus agalactiae em 6,9%,
Streptococcus spp. esculina positivos (ESCPOS) em 4,0%,
Streptococcus spp. esculina negativos (ESCNEG) em 2,1%,
Corynebacterium sp. em 55,2%, leveduras em 0,1% e Pseudomonas
sp. em 0,1%.

No Agreste do estado de Pernambuco, Freitas et al. (2005)
avaliaram 984 quartos mamarios. Destes dez (1,0%) apresentavam
mastite clinica, 562 (57,1%) mastite subclinica e 412 (41,9%) foram
negativos. Os agentes mais prevalentes foram SCN em 36%,
Corynebacterium spp. em 34,8% e S. aureus em 13,6%.

Oliveira et al. (2009) em dois municipios localizados na regido de
Tabuleiros Costeiros, em Sergipe, avaliaram 893 amostras de leite
isolaram 433 micro-organismos, 21,95% S. aureus, 11,65% SCN,
7,50% Streptococcus agalactiae e 5,49% Streptococcus sp.

Medeiros et al. (2009) identificaram, em amostras de leite de
vacas com mastite subclinica, em 15 propriedades localizadas na
Regido Metropolitana do Recife, Agreste e Zona da Mata do Estado de
Pernambuco, 291 agentes, destes, 170 (58,4%) foram classificados
como SCN, 84 (28,9%) como S. aureus e 37 (12,7%) como SCP.

Andrade et al. (2009) investigaram a etiologia da mastite em
amostras de leite ndo pasteurizadas de trés rebanhos da raga Jersey na
regido de Curitiba, PR, de janeiro a dezembro de 2009. Foram
realizadas duas coletas mensais de todas as vacas do rebanho,
totalizando 1132 amostras. Dos 966 isolamentos realizados, 0s micro-

organismos mais prevalentes foram Staphylococcus spp. (32,7%), S.
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aureus (19,5%), Streptococcus agalactiae (14%), entre outros com
menor frequéncia.

Martins et al. (2010) avaliaram casos de mastite subclinica na
microregido de Cuiaba, MT, e os agentes mais frequentes foram,
Corynebacterium spp. (27,6%) e S. aureus (21,5%). Nos casos de
mastite clinica, encontraram maior frequéncia de S. aureus (44%) e
Corynebacterium spp. (12%).

Nickerson et al. (1995) referiram que S. aureus, S. hyicus e S.
chromogenes eram as espécies do género Staphylococcus isoladas
com maior freqiiéncia do leite de casos de mastite bovina no EUA.

Na Finlandia, Pitkala et al. (2004) verificaram que 0s micro-
organismos de maior ocorréncia em casos de mastite bovina foram
SCN (49,6%), seguido por Corynebacterium bovis (34,4%).

Estudos etioldgicos de mastite bovina realizados em diversos
paises vém demonstrando crescente participacdo de SCN (WAAGE et
al., 1999; MACOVEC & RUEGG, 2003; NEVALA et al., 2004; PITKALA
et al., 2004; TENHAGEN et al., 2006).

Por razbes ainda ndo esclarecidas as infec¢gdes por SCN séo
muito frequentes em novilhas primiparas (HONKANEN-BUZALSKI et
al.,, 1994; COSTA et al, 1996). SCN causam geralmente mastites
subclinicas ou clinicas leves (TAPONEN et al., 2006), mas determinam
reducdo na producéo leiteira (TIMMS & SCHULTZ, 1987; GROHN et al.,
2004; DE VLIEGHER et al., 2005).

Piepers et al. (2007), na Bélgica, verificaram que 41% das
infeccbes intramamarias eram causadas por SCN e 18% por S. aureus,
em estudo que abrangeu 178.668 amostras de leite de glandulas
mamarias analisadas em trés anos.

No Brasil, a primeira notificacdo da identificacdo de espécies SCN
isolados de casos de mastite bovina em propriedades leiteiras dos
estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, foi publicado no final dos anos
noventa (BRABES et al., 1999).

Depreende-se com os dados apresentados em estudos realizados
em diferentes regides do pais, bem como em estudos em outros paises,

gque os estafilococos se destacam entre 0os agentes causais mais
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prevalentes, confirmando a sua importancia enquanto patdgenos

envolvidos na etiologia das mastites.

2.5. Género Staphylococcus

Descrito em 1884 por Rosenbach, o género Staphylococcus tem
sido classificado dentro da familia Micrococcaceae. Na ultima década,
com o avanco da biologia molecular, estudos genéticos, de composi¢cao
da parede celular e, principalmente, com RNA ribossémico, 0 género
Staphylococcus foi transferido para familia: Staphylococcaceae
(GARRITY & HOLT, 2001).

O género Staphylococcus é composto por 43 espécies (ELZEBY,
2010). Ao Gram apresenta-se sob a forma de cocos, cujo diametro varia
de 0,8 a 1,0 um, com arranjos semelhantes a “cachos de uva”. Em sua
maioria sdo anaerdbios facultativos, catalase-positiva, imoveis, oxidase-
negativa e ndo formam esporos. Sao geralmente encontrados na pele e
mucosas (principalmente nasal) dos animais e humanos. Sua principal
classificacdo baseia-se na producdo da enzima coagulase, o que os
divide em dois grupos, denominados estafilococos coagulase positiva e
coagulase negativa (QUINN et al., 2005; KONEMAN et al,. 2008).

2.5.1. SCP

Os SCP ha muito tempo séo considerados importantes como
causadores de doencas em humanos e nos animais, uma vez que S.
aureus, a espécie considerada de maior patogenicidade, € também
coagulase positiva. Os SCN, entretanto, eram tradicionalmente
considerados saprofitas ou raramente patogénicos (KLOOS &
SCHLEIFER, 1975). Em contraste, na atualidade, verifica-se crescente
preocupagcdo com o0 aumento das infeccdes por esses micro-
organismos tanto nos humanos como nos animais.

No género Staphylococcus, destaca-se S. aureus por estar
relacionado com diversas infec¢des e intoxicagdes no homem e nos
animais (BANNERMAN et al. 2003). Multiplica-se a temperatura de 15 a
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45°C e em concentracdes de NaCl tdo altas quanto 15%. Outras
espécies de estafilococos que sdo também coagulase-positivas como
Staphylococcus intermedius e Staphylococcus hyicus, diferenciam-se
de S. aureus pelas provas de fermentacdo dos agucares, trealose,
manitol, maltose, pela resisténcia a polimixina B (300 Ul) e producéo de
acetoina (QUINN et al., 2005; KONEMAN et al., 2008).

Em meio sélido como agar sangue ovino ou bovino 5-8%, as
coldnias sdo circulares, convexas, com 2 a 3 mm de diametro, de
coloracdo branca ao amarelo-dourado, com halo total de hemdlise ao
redor. S. aureus pode ser isolado ainda em meios seletivos como o
agar Baird Parker, apresentando coldnias negras, circundadas por halo
interno de precipitacdo do telurito de potassio e outro externo
transparente. Além do simples isolamento deste micro-organismo e sua
caracterizacdo fenotipica, € possivel a caracterizacdo genotipica
permitindo-se estudos epidemiolégicos mais aprofundados com a
possibilidade de identificacdo de clones do patogeno (CABRAL et al.,
2004).

S. aureus expressa grande variedade de fatores de viruléncia, os
quais contribuem para a invasao, colonizacdo e persisténcia do
patdogeno no hospedeiro, como a producdo de biofilme e capsula. A
maioria das linhagens do micro-organismo produz exotoxinas, ou
citolisinas, incluindo hemolisinas, enterotoxinas, toxina da sindrome do
choque toxico e toxinas exfoliativas, além de nucleases, proteases,
lipases, coagulases, hialuronidase e colagenase (TODAR, 2002). A
acao combinada destes fatores de viruléncia determina efeitos
deletérios as ceélulas do hospedeiro, e a ocorréncia de infecgbes em
humanos e animais, bem como sindromes toxicas em suscetiveis
(FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004). A sua importancia esta relacionada a
sua viruléncia, resisténcia aos antimicrobianos e associagdo a varias
doencas sistémicas potencialmente fatais, infeccbes cutaneas,
oportunistas e intoxicacdo alimentar (LOWRY, 1998).

Freguentemente € isolado da nasofaringe dos humanos, a partir

da qual pode facilmente contaminar as maos de individuos e alimentos,
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causando intoxicacdo alimentar estafiloccica (KLUYTMANS et al.,
1997; MURRAY et al., 2000; VON EIFF et al., 2001).

Foi estimado que 60% da populacdo em geral é portador
intermitente e 20% ¢é portador persistente de S. aureus (KLUYTMANS et
al., 1997). O risco de desenvolver infeccdes mais graves quando ha
comprometimento das defesas imunologicas € maior entre 0s
portadores. Os nédo portadores podem adquirir a infeccdo a partir dos
portadores por transmissdo aerdgena, ou por ingestdo de alimentos
contaminados quando manipulados por portadores (VON EIFF et al.,
2001). Em muitos paises, S. aureus € considerado um dos principais
patdgenos de intoxicacbes alimentares, superado somente por
Salmonella spp. (BEAN et al., 1996).

2.5.2. SCN

O grupo denominado de SCN, tém sido isoladas de amostras
clinicas humanas e de animais. E representado principalmente pelas
seguintes espécies, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. warneri, S.
saprophyticus, S. lugdunensis, S. hominis, S. simulans, S. capitis ,
auricularis, S. cohnii, S. pasteuri e S. caprae (KLOOS & BANNERMAN,
1994; TAN et al. 2006). Staphylococcus warneri € membro da
microbiota da pele dos humanos e animais (KLOOS & SCHLEIFER,
1975; NAGASE et al,. 2002, CIMIOTTI et al., 2007).

Staphylococcus chromogenes parece estar bem adaptado a
glandula mamaria e tem sido isolado da pele do ubere e do canal do
teto (BODDIE et al., 1987; MATTHEWS et al., 1992; TAPONEN, 2008).
Taponen (2008) detectou o0os mesmos pulsotipos (PFGE) de
Staphylococcus chromogenes da pele do Ubere e do leite de casos de
mastite, o que corrobora com a hipétese de que linhagens de S.
chromogenes que colonizam a pele podem constituir patégenos da
glandula mamaria.

Em estudo em duas fazendas com alta ocorréncia de infec¢des
intramamarias por S. epidermidis, o0s isolados do leite foram
comparados com estirpes da pele de ordenhadores por PFGE. Neste

estudo foi encontrado o mesmo padrdo genotipico, indicando que as
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infeccbes intramamarias por S. epidermidis poderiam ser de origem
humana (THORBERG et al., 2006).

Staphylococcus hemolyticus tem sido isolado tanto de pele de
Ubere como da microbiota da pele humana (BABA et al., 1980;
DEVRIESE & KEYSER, 1980).

Staphylococcus xylosus era considerado ndo patogénico nas
tltimas décadas. Entretanto ja tem sido isolado de casos de mastite
(HARMON & LANGLOIS, 1989; JARP, 1991; BIRGERSSON et al.,
1992; TODHUNTER et al., 1993; AARESTRUP & JENSEN, 1997). S.
xylosus é frequentemente isolado da microbiota da pele de bovinos
(KLOOS, 1980).

S. simulans néao tem sido encontrado com frequéncia na pele do
Ubere ou canal do teto de bovinos (TAPONEN, 2008). Staphylococcus
xylosus também tem sido isolado do meio ambiente bovino, como cama
(MATOS et al., 1991).

Consideravel diversidade tem sido observada entre as linhagens
de S. xylosus (DORDET-FRISONI et al., 2007)

As infeccbes em humanos com estes grupos de bactérias tém
sido associadas a individuos imunossuprimidos (KARMATH et al, 1992),
mas também como contaminantes de utensilios médicos, como
cateteres, proteses de varios tipos, bem como infec¢des da pele, olhos,
trato urinario e as infeccbes nosocomiais em  pacientes
imunocomprometidos e neonatos (KLOOS & BANNERMAN, 1994; TAN
et al. 2006).

2.6. Aspectos de Saude Publica

2.6.1.Enterotoxinas

Linhagens de diversas espécies do género Staphylococcus
podem produzir toxinas termoestaveis e causar intoxicacdo alimentar
(MELCHIADES et al., 1993).

A intoxicagdo alimentar estafilocOcica é atribuida a ingestdo de

toxinas produzidas e liberadas pela bactéria durante a multiplicacdo no
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alimento, constituindo risco para a populagdo consumidora de leite e
derivados provenientes de animais com mastite (ALCARAS et al.,1997;
SA et al., 2004).

Menos de 1mg de toxina pura desencadeia 0s sinais
caracteristicos de intoxicacdo estafilocécica. Estima-se que ¢é
necessaria a ingestédo de 10° UFC de Staphylococcus spp. por grama
ou mililitro de alimento para provocar sinais de toxi-infeccéo
(BERGDOLL, 1989).

As enterotoxinas sao importantes fatores de viruléncia. Sdo os
principais desencadeantes da intoxicagdo de origem bacteriana nos
humanos tendo sido relatadas em varios surtos de doencas
transmissiveis por alimentos (CLIVER, 1994). Podem permanecer
vidveis apods tratamento térmico comumente aplicado ao leite, como a
pasteurizacdo e esterilizacdo (BHATIA & ZAHOOR, 2007). As
intoxicacdes alimentares causadas por enterotoxinas estafilococicas
(SEs) tém evolucdo aguda com rapida manifestacdo dos sinais que
incluem nauseas e emese grave acompanhada ou nao de diarréia
(BHATIA & ZAHOOR, 2007). A doenca é usualmente auto-limitante,
mas ocasionalmente pode ser grave e necessitar de hospitalizacao.
SEA é mundialmente a mais frequente toxina relacionada a intoxicacédo
estafilococica, embora haja registros do envolvimento de outras
enterotoxinas (ARGUDIN et al., 2010).

O periodo de incubacdo da intoxicacdo estafilocécica €
extremamente curto, variando de quinze minutos a seis horas, apés a
ingestao do alimento contaminado (CARMO, 2001). Os sinais variam de
acordo com a susceptibilidade individual, embora sejam mais graves em
recém nascidos, idosos, pessoas com doencas cronicas e
imunossupressoras (CLIVER, 1994). A sintomatologia € decorrente da
reacdo imunologica do individuo, visto que as enterotoxinas tém
propriedade de superantigenos. A resposta imune celular se
desenvolve frente a esses antigenos pela ligacédo aos receptores (TCR)
ligados & membrana dos linfocitos T e liberacdo exacerbada de
citocinas (BALABAN & RASOOLY, 2000).
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Carmo et al. (2004) relataram grave surto de intoxicagao alimentar
por estafilococos ocorrido em Minas Gerais, no qual aproximadamente
8.000 pessoas foram acometidas pelo consumo de alimentos, dos
guais 16 morreram. Ha relatos de surtos de intoxicacdo estafilococica
associados com espécies de SCN (BRECKINRIDGE & BERGDOLL,
1971; VERAS et al., 2003).

Sao conhecidas 23 enterotoxinas estafilococcicas. As mais
frequentemente associadas as intoxica¢des alimentares sdo A, B, Ce D
(SILVA & GANDRA, 2004). Os tipos classicos SEA, SEB, SEC1, 2, 3,
SED E SEE séo considerados os de maior ocorréncia (DINGES et al.,
2000; MARTIN et al., 2001). As enterotoxinas sdo proteinas simples,
resistentes a hidrélise pelas enzimas gastricas e jejunais. Sdo estaveis
ao aguecimento a 100°C durante 30 minutos, ndo sdo inativadas
totalmente pela coccdo normal, pasteurizagdo e outros tratamentos
térmicos usuais (JAY, 1994).

O Comité Internacional de Nomenclatura para Superantigenos
Estafilococicos propuseram que somente superantigenos
estafilococicos que induzem a emese, apdés administracdo oral em
modelo experimental, devem ser denominados de enterotoxinas.
(VASCONCELOS & CUNHA, 2010).

Brabes et al. (1999) analisaram 127 amostras de leite de casos de
mastite em cinco propriedades nos estados de Sédo Paulo e Minas
Gerais e encontraram prevaléncia de 40,15% para a espécie de S.
aureus. Entre os SCN foram identificados: S. chromogenes (11,8%), S.
sciuri (9,5%), S. simulans (7,8%), S. hyicus (6,3%), S. xylosus (4,7%),
S. warneri (2,36%); S.epidermidis (0,8%), S. saprophyticus (0,8%),
S.caprae (0,8%) e S. hominis (0,8%). Destes isolados detectaram por
RPLA e ELISA que 16 linhagens eram produtoras de enterotoxinas e
dentre os SCN isolados verificaram a producéo de enterotoxinas por
amostras de S chromogenes e S sciuri. O estudo ressaltou o risco
potencial a saide humana associado ao consumo do leite dos rebanhos
analisados, uma vez que a maioria dos casos de mastite era subclinica,
portanto, de animais sem alteracdes visiveis na glandula maméaria e

tampouco no leite.
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Algumas linhagens de Staphylococcus produzem também a toxina
da sindrome do choque téxico (TSST-1), que determina sinais agudos e
potencialmente fatais, caracterizados por febre, descamacéo da pele,
hipotensdo, congestdo em varios 6rgaos e choque letal (LAMAITA,
2003). Esta sindrome, diferentemente da gastroenterite causada pelas
enterotoxinas, ainda nédo foi associada ao consumo de alimentos. No
entanto, sua presenca no alimento pode indicar possivel via de
transmissao do patégeno para os humanos (SENA, 2000), além de se
constituir em fator de viruléncia da linhagem.

Cardoso et al. (2000) avaliaram 127 amostras de S. aureus
isoladas de casos de mastite de bovinos leiteiros do estado de Minas
Gerais e detectaram 47,2% produtoras de TSS-1. Esta toxina se
constitui de um peptideo de cadeia simples, com propriedades
biolégicas comuns com outras exotoxinas pirogénicas, como o estimulo
da proliferacdo inespecifica de células T, inducdo da producdo de
interleucina-1, gama-interferon e do fator alfa de necrose tumoral (alfa-
TNF). Os autores verificaram também a producdo de enterotoxinas em
30% das amostras do tipo SED, 19% SEB, 8% SEC e 3% do tipo SEA.

Pimentel et al. (2002) constataram que 24,6% dos pools de
amostras de SCP que produziram algum tipo de toxina, assim como,
41,3% dos pools de amostras de SCN eram enterotoxigénicos. Esses
resultados indicam que, no caso de leite cru, espécies ndo produtoras
de coagulase produziram enterotoxinas em maior frequéncia, fato
preocupante, pois para muitos a producdo de enterotoxinas € mais
significativa no caso dos SCP.

Sa et al. (2004) avaliaram 209 amostras de leite oriundas de
vacas com mastite subclinica por S. aureus, e nove amostras (4,39%)
foram produtoras de enterotoxinas. Destas, uma (0,49%) foi
caracterizada como do tipo SED, trés (1,46%) SEC, e trés (1,46%) SEB.
Em um (0,49%) isolado, detectou-se concomitantemente SEA e SEB e
em outro SEB e SEC.

Faccioli (2010) evidenciou com a utilizacdo de PCR a presenca S.
aureus em 99% dentre 104 amostras de leite de tanques de

refrigeracdo de propriedades leiteiras, com moderada concordancia
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com o microbiolégico nas amostras positivas. Detectaram genes
codificadores das enterotoxinas sea (43,27%), seb (23,27%), sec
(58,5%), sed (1,28%) e utilizando o método de RPLA revelaram
enterotoxinas em 9% das amostras de leite em quantidade que variou
de 1 a 5 ng/mL. A autora ressaltou a importancia da pesquisa de
estafilococos enterotoxigénicos no leite para salvaguardar a saude dos
consumidores.

Veras et al. (2003) ao investigarem surtos originados de derivados
lacteos, isolaram linhagens enterotoxigénicas de bebida lactea (SEB +
TSST-1), do queijo canastra (SEC + TSST-1) e do queijo ralado (SEB +
TSST-1). Desta forma tanto o leite “in natura” como seus derivados
podem veicular tais tipos de enterotoxinas, aspecto preocupante no
contexto de saude publica.

Lamaita (2003) enfatizou que os padrdes legais para alimentos
especificam apenas a presenca de espécies coagulase positiva e
reforca a necessidade de revisédo da legislacéo brasileira, visando incluir
também a participacdo dos SCN, dada a importancia do ponto de vista

de seguranca alimentar.

2.6.2. InfeccOes Nosocomiais

Além dos graves problemas relacionados ao género
Staphylococcus nas toxi-infecgcbes alimentares, outra grande
preocupacao sao as infeccbes nosocomiais. SCN sao na atualidade
considerados importantes agentes nas infec¢cdes hospitalares,
principalmente nas septicemias em pacientes que necessitam de
cuidados intensivos (National Nosocomial Infections Surveillance, NNIS
System Report, 2001).

As infeccbes por SCN tém sido relatadas em pacientes recém-
nascidos de baixo peso, imunocomprometidos, nos casos de linfoma,
leucemia, pos-transplante de medula Ossea, individuos com
gueimaduras graves, ou pacientes com dispositivos intravasculares,
derivacbes ventriculares, cateteres peritoneal, ou outro dispositivo
médico (CUNHA et al, 2007).
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Estudos epidemiol6gicos com os SCN sédo limitados pelo fato
destes micro-organismos pertencerem a microbiota da pele
(VENKATESH et al., 2006). Sabe-se que as infec¢cdes por SCN estdo
associadas a altas taxas de morbimortalidade (KARLOWICZ et al.,
2000; STOLL et al.,, 2002), e determinam aumento no periodo de
internacéo e custos hospitalares (PITTET et al., 1994).

S. epidermidis é a bactéria predominante nos isolamentos de
casos clinicos. No entanto, S. haemolyticus, S. hominis, S. lugdunensis
e S. warneri tém sido também frequentemente relatados (PATEL et al.,
2000; RUHE et al., 2004). Os SCN sao responsaveis pela maioria dos
episddios de septicemias em Unidades de Terapia Intensiva Neonatal,
causados principalmente por S. epidermidis, seguido por S.
haemolyticus (FREDHEIM et al., 2009). Estas InfeccGes ocorrem com
frequéncia ap6s implantacdo de dispositivos médicos. Em estudo
realizado constataram a taxa de incidéncia de infeccdo hospitalar de
19,7%, representadas, em sua maioria, por episddios de sepsis
(88,8%). SCN responderam por 68,8% dessas bacteremias, dos quais
97,7% por S. epidermidis e 2,3% por S. haemolyticus (BRITO et al.,
2007).

S. simulans tem sido um patdégeno subestimado, mas
potencialmente importante. Causa infecgcdo nos animais, como bovinos,
mas raramente €& relatado como isolado clinico em humanos.
Entretanto, ocasionalmente esta relacionado a infec¢cdes em humanos
como septicemia, endocardite, infeccdo do trato urinario, osteomielite e
infecc@o de proteses articulares (RAZONABLE et al., 2001).

2.6.3. Resisténcia aos antimicrobianos

Outro aspecto de grande significado em saude publica refere-se a
resisténcia bacteriana, que € um fendmeno genético, relacionado a
existéncia de genes que codificam diferentes mecanismos bioquimicos,
impedindo a acdo de diversos farmacos. Deve-se ressaltar que pode
ocorrer a transmissdo cruzada interespecifica de linhagens resistentes
pelo consumo de alimentos de origem animal. Desta forma, o problema

do aumento da resisténcia bacteriana em humanos ndo é somente
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devido ao uso indiscriminado e intensivo destes pelo pessoal de salde,
mas também pela transmisséo via alimentos de origem animal (STOHR
& WEGENER, 2001).

S. aureus resistentes aos antimicrobianos representam um
problema mundial, e o controle de sua transmissdo constitui importante
desafio. H& numerosos relatos da disseminagdo de linhagens
resistentes aos betalactamicos, anteriormente eficazes no tratamento
das infec¢des estafilococcicas. A modificacdo das proteinas ligantes de
penicilina (PBP's), sintetizadas pelo gene mecA, € um dos principais
mecanismos de resisténcia aos betalactamicos (AARESTRUP et al.,
1998).

A associacdo de métodos fenotipicos e genotipicos na
identificacdo do perfil de resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus
spp. isolados de amostras clinicas de humanos e animais fornece
subsidios para o diagnéstico mais acurado, capaz de determinar a
prevaléncia destes estafilococos como agentes de infecgbes e de
proporcionar o desenvolvimento de estratégias de controle da
disseminagdo das estirpes resistentes. Isolados clinicos mostraram
elevada propor¢cdo de SCN que possuem 0 gene mecA, associado a
resisténcia aos antibidticos beta-lactamicos, dificultando a escolha dos
farmacos para o tratamento (KREDIET et al., 2001). Atualmente tem se
verificado também, crescente resisténcia aos antimicrobianos em SCN
isolados de mastite bovina (GUIMARAES et al, 2009).

Os aspectos abordados evidenciam a necessidade de pesquisas
gue dimensionem a participacdo dos SCN em problemas relevantes na
saude de animais produtores de alimentos, como a mastite.
Paralelamente, é fundamental avaliar a capacidade desses micro-
organismos na producao de fatores de viruléncia, como enterotoxinas e
fatores de resisténcia aos antimicrobianos, que facultem a adocao de
medidas terapéuticas e preventivas, com vista ndo s0 a saude dos

animais, como também da saude publica.
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3.0BJETIVOS

3.1 Geral

O presente projeto fundamenta-se na necessidade de contribuir
para avaliacho da mastite por micro-organismos do género
Staphylococcus, particularmente SCN, avaliando-se o risco potencial
representado por estes para a seguranca alimentar de consumidores de
leite e desta forma a partir do dimensionamento do problema evidenciar
a necessidade de se estudar estratégias para minimizar seu impacto na

salde publica e animal.
3.2 Especificos

3.2.1. Avaliar a ocorréncia de mastite subclinica e clinica em
rebanhos bovinos de dez propriedades leiteiras de cinco diferentes
regides do estado de Sao Paulo;

3.2.2. Identificar bioquimicamente os isolados do género
Staphylococcus do leite de casos de mastite bovina;

3.2.3. Determinar as espécies de estafilococos coagulase
negativas, isoladas do leite de casos mastite bovina;

3.2.4. Estabelecer o perfil de sensibilidade antimicrobiana dos
isolados de estafilococos;

3.2.5. Investigar a ocorréncia do gene mecA de resisténcia a
meticilina em linhagens de estafilococos coagulase negativos e
positivos;

3.2.6. Detectar a presenca de genes codificadores de
enterotoxinas A, B, C e D em linhagens de estafilococos coagulase

negativos e positivos;
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4. MATERIAL E METODOS

A colheita do material foi realizada em dez propriedades leiteras de cinco
diferentes regides do estado de S&o Paulo.

As analises microbiologicas, contagem de células sométicas e
moleculares foram realizadas no Laboratério do Nulcleo de Pesquisas em
Mastites (NUPEMAS), do Departamento de Higiene Veterindria e Saulde
Publica, UNESP- Campus de Botucatu (SP).

4.1 Propriedades rurais

Dessas foram examinadas, pelos testes de triagem (tamis e CMT), 1.148
vacas em lactacdo, perfazendo um total de 4.584 glandulas mamaéarias
avaliadas. Foram colhidas assepticamente para a realizacdo dos exames
microbiolégicos 1.318 amostras de leite das glandulas mamarias, que
apresentaram reacdes positivas em qualquer dos exames de triagem assim
como amostras de leite para determinagcéo da CCS.

Nas Tabelas 1 e 2 estdo apresentadas informagfes sobre as principais
caracteristicas da producao, do rebanho e do manejo das propriedades leiteiras

estudadas.
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4.2. Diagndstico do Processo Inflamatorio

A metodologia e os critérios de interpretacao utilizados para diagndstico
de mastite clinica e subclinica foram: exame dos animais antes de cada
ordenha pelos testes da caneca preta (RADOSTITS et al, 2007) California
Mastitis Test - CMT (SCHALM e NOORLANDER, 1957). As glandulas
mamarias que apresentaram alteracdes visiveis (grumos, filamentos, pus ou
sangue) nos primeiros jatos de leite ao exame da caneca preta e/ou, alteracdes
visiveis da glandula mamaria (edema, calor, dor e rubor), foram classificados
como casos de mastite clinica. As glandulas mamarias sem alteracfes visiveis
e com leite de caracteristica normal, porém positivos ao teste de CMT (escores

1 a 3+), foram classificados como mastite subclinica.

4 .3. Coleta do leite dos animais

Foram colhidas as amostras de leite das glandulas mamarias com
mastite clinica e subclinica. Apés realizacdo da anti sepsia do 6stio do teto com
alcool iodado (2,5%) foram colhidas as amostras em tubos de ensaio
esterilizados para realizacdo dos exames microbiolégicos e transportadas ao
laboratorio sob refrigeracao (4-8°C) em caixas isotérmicas com gelo reciclavel.

Paralelamente, das glandulas dos mesmos animais, foram colhidas
amostras individuais de 25 mL de leite de todos os quartos mamarios para
realizacdo da Contagem de Células Somaticas (CCS), em frascos contendo o
conservante celular Bromopol (Bertrand, 1996). As analises de CCS foram
realizadas por citometria fluxométrica em equipamento Bentley Somacount 300
(Bentley®).

4.4. Cultivos microbiologicos

As amostras foram semeadas em meio agar-sangue de carneiro a 5% e
agar McConkey e incubadas em condicbes de aerobiose a 37°C, sendo
realizadas leituras com 24, 48 e 72 horas de incubacéo. Foram realizados
exames bacterioscopicos pelo método de Gram. Os micro-organismos isolados

foram submetidos as provas de identificacdo e classificadas de acordo com
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Murray et al. (2007). Nos casos de colonias suspeitas de SCN e SCP as
mesmas foram contadas e categorizadas em: crescimento discreto até nove

colbénias, moderado 10 a 29 colbnias e exuberante 30 ou mais colonias.
4.5. Perfil de sensibilidade antimicrobiana “ in vitro”

Foi realizado perfil de sensibilidade para todas as amostras de
estafilococos isoladas, de acordo com Bauer et al. (1966), em placas de agar
Mueller Hinton, utilizando os seguintes antimicrobianos: gentamicina (10ug),
tetraciclina (30ug), penicilina G (10 U.l.), neomicina (30ug), ampicilina (10ug),
cotrimoxazol (25ung), oxacilina (10ug), ciprofloxacina (10ug), enrofloxacina
(10ug), vancomicina (10ug), novobiocina (5ug), cefoxitina (10ug) e cefalexina
(30ug). Referéncia interpretacdo dos halos de inibicdo de acordo com National
Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI, 2005).

As linhagens padrdo de S. aureus ATCC 25923 (sensivel a oxacilina,
gene mecA negativo), ATCC 33591 (resistente a oxacilina, gene mecA positivo)
e S. epidermidis ATCC 12228 foram usadas como controles.

4.6. Identificacdo de SCN e SCP

Apos a analise morfo-tintorial, cocos Gram positivos foram submetidos a
provas de catalase e coagulase (KONEMAN et al., 2008). O género
Staphylococcus foi diferenciado de Micrococcus, com base nas provas de
oxidacdo e fermentagcdo da glicose, e pela resisténcia a bacitracina (0,04 U),
indicada pela auséncia de halo de inibicdo ou formacéo de halo de até 9 mm e
pela sensibilidade a furazolidona (100 mg), caracterizada por halos de inibicdo
de 15 a 35 mm de diametro (BAKER, 1984).

Para a identificacdo das espécies de SCN foi utilizado o método de
Kloos & Schleifer (1975), modificado por Cunha et al. (2004), que consiste na
fermentacdo dos acucares xilose, sacarose, trealose, maltose e manitol,
producdo de hemolisina e multiplicacdo em condi¢cdes de anaerdbiose em
caldo tioglicolato. As linhagens foram mantidas a 37°C por 72 horas. Quando
necessario e de acordo com os resultados obtidos pelo método modificado por
Cunha et al. (2004), para complementar a classificacdo das demais espécies e

subespécies de SCN também foram utilizadas outras provas bioquimicas,
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como a reducdo de nitrato, produgcéo de urease e/ou ornitina descarboxilase,
fermentacao de 3-D-frutose e resisténcia a novobiocina.

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

Posteriormente a identificacdo da espécie, o0s isolados foram
conservados em caldo cérebro-coracdo com glicerol (- 80°C), para posterior
realizacdo das técnicas de biologia molecular pela metodologia descrita a

seqguir.

4.7. Extracdo do DNA de Staphylococcus isolados do leite de casos de

mastite bovina

O acido nucléico total foi extraido a partir de linhagens de
Staphylococcus spp. cultivadas em &gar sangue e inoculadas individualmente
em caldo Infusdo Cérebro e Coracdo (BHI), incubadas a 37°C por 24 h. A
extracao foi realizada com o kit lllustra Blood GenomicPrep Mini Spin® (GE
Healthcare), que consistiu na digestéo inicial das células de estafilococos com
lisozima (10 mg/mL) e proteinase K (20 mg/mL). A seguir 400 mL do tampé&o de
extracdo foram adicionados a mistura, que em seguida foi centrifugada a
11.000 x g por 1 min. O sobrenadante foi transferido para a coluna GFX e
centrifugado a 11.000 x g por 1 min. O liguido coletado foi descartado e 500 mL
de tampdo de extracdo foi adicionado novamente a coluna. Apos a
centrifugacao e descarte do liquido coletado, 500 mL da solucéo de lavagem foi
adicionada a coluna, submetidendo o material a nova centrifugacéo a 11.000 x
g por 3 min. A seguir, a coluna foi transferida para um microtubo de 1,5 mL e
adicionado 200 mL de tampéao de eluicdo aquecido a 70°C. As amostras foram
centrifugadas a 11.000 x g por 1 minuto, e a coluna GFX foi desprezada. O
DNA extraido foi mantido a -20°C.
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4.8. Primers utilizados na deteccdo dos genes codificadores das

enterotoxinas

Foram utilizados primers especificos (Quadro 1) para o0s genes
codificadores de cada enterotoxina, EEA (sea), EEB (seb), EEC (sec) e EED

(sed), de acordo com Johnson et al. (1991).

Figura 1. Sequéncia das bases, localizacdo dentro dos genes e
tamanhos previstos dos produtos amplificados pelos primers oligonucleotideos
toxina-especificos utilizados na reagdo de PCR para deteccdo de genes sea,

seb, sec, sed, codificadores de enterotoxinas.

As reacdes de PCR foram realizadas em micro tubos de 0,5mL em
volumes totais de 25uL, contendo 10pmol de cada primer (tabela 3), 1,0U de
Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen), 200uM de desoxiribonucleotideos
trifosfatados, PCR buffer 1x, 0,75 mM de MgCl;, e 3 pL da amostra.

Em todas as reacdes realizadas foi utilizado controle negativo, pela
substituicdo do acido nucléico por agua. A incubagdo foi realizada em
termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), empregando-se inicialmente
0s parametros descritos por Johnson et al. (1991) com algumas modificacdes

de padronizacéo e adaptacédo para laboratério, conforme Quadro 1:
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Quadro 1. Incubagao em termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf).

Genes codificadores de enterotoxinas Tempo de incubagéo em
termociclador
Minutos
SEA 94°C-4min
94°C-2min
51°C-2min

72°C-1min30s

94°C-2min
35x{53°c-2min

72°C-1min30s

72°C-7min
SEB 94°C-4min

94°C-2min
38x{ 55,5°C-2min

72°C-1min30s

72°C-7min

SEC 94°C-4min

94°C-2min
38x{52,4°C—2min
72°C-1min30s
72°C-7min
SED 94°C-4min
94°C-2min
55°C-2min
72°C-1min30s
94°C-2min
53°C-2min
72°C-1min30s
94°C-2min
SBX{ 51°C-2min
72°C-1min30s
72°C-7min

Referéncia: Johnson et al. (1991) adaptado

4.9. Visualizacéo dos produtos amplificados
A eficiéncia das amplificacdes foi monitorada pela eletroforese em gel de
agarose a 2% preparado em tampéo de TBE 1,0 X (89 nM Tris-HCI, 89 mM
acido borico e 20 mM EDTA) e corado com 1,0uL/mL de SYBR Safe DNA gel
stain (Invitrogen). O tamanho dos produtos amplificados foi comparado com o

padrdo 100 pb e posteriormente fotografado sob transiluminacéo UV.
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4.10. Deteccao do gene mecA em S. aureus e SCN

4.10.1. Extracéo do Acido Nucléico
O 4&cido nucléico total foi extraido a partir de linhagens de

Staphylococcus spp. conforme descrito no item 5.7.

4.10.2. Amplificacédo do acido nucléico (PCR).
As reacdes de PCR foram realizadas em micro tubos de 0,5mL em

volumes totais de 25uL, contendo 10 pmol de cada primer, 1,0U de Taq
Platinum DNA polimerase (Invitrogen), 200uM de desoxiribonucleotideos
trifosfatados, PCR buffer 1x, 0,75 mM de MgCl, e 3 pL da amostra. A
incubacéo foi realizada em termociclador, utilizando os primers mecAl (5-AAA
ATC GAT GGT AAA GGT TGG-3') e mecA2 (5-AGT TCT GCA GTA CCG GAT
TTG-3’), que amplifica 533pb, empregando os parametros descritos por
Murakami et al. (1991) : 40 ciclos de desnaturacao a 94°C por trinta segundos,
anelamento dos primers a 55,5°C por trinta segundos e extensédo a 72°C por
um minuto. Apos completar os 40 ciclos, os tubos foram incubados a 72°C por
cinco minutos antes de resfriar & 4°C. Em todas as reac¢des foram utilizadas
linhagens de referéncia internacional com controle positivo (S. aureus ATCC
33591) e negativo (S. aureus ATCC 25923).

Foram utilizadas como controle positivo cepas-padrao ATCC, cedidas
pela Profa. Dra. Maria de Lourdes R. S. Cunha, do Departamento de

Imunologia e Microbiologia da UNESP Botucatu, SP.

4.11. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com GRAPHPAD INSTAT
software.  STATISTICAL ANALYSIS SYSTEMS FOR PERSONAL
COMPUTERS. 1990-1993., utilizando os testes de Kruskal-Wallis -ANOVA né&o
paramétrica, teste de Mann-Whitney e teste exato de Fisher.
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Resultados



34

5. RESULTADOS
5.1. Mastite
As tabelas 3 e 4 apresentam os resultados, em numero e porcentagem

respectivamente, referentes a mastite clinica e subclinica nas dez propriedades

leiteiras avaliadas em cinco regifes do estado de S&o Paulo.

Tabela 3. Ocorréncia de mastite bovina em dez fazendas de cinco regides do
estado de S&o Paulo. Botucatu, 2011.

N° Total Total Mastite Mastite Quartos Quartos
Fazendas Animais animais quartos  clinica subclinica Perdidos  negativos
examinado N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)
| 80 74 296 5 (4,7 85 (28,7) 6 (2,00 200 (67,6)
| 320 287 1148 10(0,1) 239 (20,8) 35(3,0) 864 (75,3)
1l 970 183 728 4 (0,5) 258 (35,4) 21(4,8) 445 (61,1)
v 121 101 404 6 (1,5) 95 (23,5) 13(3,2) 290 (71,8)
\Y 96 78 312 2 (0,6) 150 (48,1) 22 (7,1) 138 (44,2)
Vi 560 93 372 6 (1,6) 126 (33,9) 4(1,1) 236 (63,4
Vil 96 85 340 1 (0,3) 97 (28,5) 5(@1,5) 237 (69,7)
VIl 90 87 348 2 (0,6) 65 (18,7) 1(0,3) 280 (81,1)
IX 80 80 320 1 (0,3) 70 (21,9) 3(0,9) 246 (76,8)
X 80 80 320 2 (0,6) 94 (29,4 13(4,1) 211 (65,9)
Total 2493 1148 4588 39(0,9) 1279(27,9) 123(2,7) 3147 (68,6)
Média 249,3 114,8 458,8 3,9 127,9 12,3 314,7
Mediana 96 87 348 4 97 13 246

Tabela 4. Mastite clinica e subclinica bovina em dez propriedades leiteiras de
cinco regides do estado de Sao Paulo. Botucatu, 2011.

Fazendas Total Quartos  Quartos Quartos  Quartos CCS (tanque)
Quartos Mastite  Mastite Perdidos negativos
Examinados  clinica subclinica X
(%) (%) (%) (%) 10%células/mL
| 296 1,7 28,7 2,0 67,6 630
1 1148 0,1 20,8 3,0 75,3 236
Il 728 0,5 35,4 4,8 61,1 383
v 404 15 23,5 3,2 71,8 315
\Y 312 0,6 48,1 7,1 44,2 700
VI 372 1,6 33,9 11 63,4 402
VI 340 0.3 28,5 15 69,7 640
VIl 348 0,6 18,7 0,3 81,1 418
IX 320 0,3 21,9 0,9 76,8 120

X 320 0,6 29,4 4,1 65,9 602
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5.2. Etiologia
Os micro-organismos isolados das amostras de leite das 4.584 glandulas
mamarias das 1.148 vacas em lactacdo avaliadas pelos testes de diagndstico
de mastite, foram submetidas a identificacdo bioquimica e os resultados estéo
reunidos na Tabela 5. Foram apresentados, nessa tabela, em nimero e as
respectivas porcentagens de ocorréncia em relagdo ao total das amostras

microbiologicamente positivas e em relacédo ao género ou a familia.

Tabela 5. Frequéncia dos principais agentes etiologicos de mastite bovina em
propriedades leiteiras do estado de S. Paulo. Botucatu, 2011.

Espécies em Relacionado

Microbiolégico relacéo ao ao total
Quartos mamarios género microbiol6gico
n° % %
S. aureus 90 34,2 12,5
SCP* 45 17,1 6,2
SCN** 128 48,7 17,7
Staphylococcus total 263 36,4
Streptococcus agalactiae 70 41,7 9.7
Streptococcus dysgalactiae 69 41,1 9,5
Streptococcus uberis 29 17,3 4,0
Streptococcus Total 168 23,3
Corynebacterium spp. 230 31,8
Klebsiella pneumonie 28 58,3 3,9
Klebsiella oxytoca 2 4,2 0,3
Escherichia coli 15 31,3 2,1
Enterobacter sp 3 6,3 0,4
Enterobacteriaceae 48 6,7
Outros micro-organismos*** 13 1,8
Total Microbiol6gico positivo 722

(amostras contaminadas: 1 na Faz. I; 3 na Faz Il; 1 na Faz.VI ; 3 na Faz VII)

* SCP (estafilococos coagulase positiva): S. intermedius 21 (8%) S. hyicus19 (7,2%),
S. schleiferi subsp coagulans 5 (1,9 %).

** SCN (estfilococos coagulase negativa) espécies identificadas na Tabela 6.

*** Faz.lll: Candida spp.(1), Pasteurella spp.(2), Nocardia spp.(1), Citrobacter spp.(1);
Faz.VI: Candida spp.(1), Pasteurella spp.(3); Faz.VIl: Nocardia spp.(1), Pseudomonas
aeruginosa (1). Faz. VIII Candida spp..(1), Citrobacter spp.(1)
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5.2.1. Espécies SCN e SCP

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados da identificacdo das
espécies dos 128 SCN isolados das amostras de leite de casos de mastite
bovina, diagnosticados nas dez fazendas. Verificou-se a maior frequéncia de
mastites por SCN nas fazendas Il (27,3%) e lll (26,7) e as mais baixas nas
fazendas X (0,8%) e VIII (1,6%). A diferenca na frequéncia de isolamento de
SCN nas fazendas Il e Il foi estatisticamente significante quando comparada

com a das fazendas VIl e X.

Tabela 6. Isolamentos de espécies de SCN das amostras de leite de casos de
mastite bovina diagnosticados em dez fazendas estudadas em cinco regiées do
estado de S&o Paulo. Botucatu, 2011.

SCN

Fazendas | I v vV o VL VI VI IX X Total %
Espécies
S. auriculares 0 1 0 0 o 0 0 O 0 0 1 0,8
S. capitis 0 1 0 0 0O 0 0O O 0 O 1 0,8
S. chromogenes 0 0 0 0 o 0 0 1 0 0 1 0,8
S. cohnii subsp cohnii 0 2 1 0 1 0 0 0 0 0 4 31
S. epidermidis 4 5 4 1 2 o 1 1 0 1 19 14,8
S. haemolyticus 1 2 0 0 o 2 1 0 0 0 4,7
S. hominis 0 0 2 3 0 0 0 0 1 0 6 47
S. lugdunensis 0 0 1 0 0 10 0 0 0 2 1,6
S. pasteuri 0 0 1 1 o 2 0 O 1 0 S 39
S. saccharolyticus 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2 1,6
S. saprophyticus subsp 0 0 0 0O 1 0 O 0O O 1
bovis 0 0,8
S. saprophyticus subsp 0 0 0O 0 O O 0O O 3
saprophyticus 3 0 2,3
S. schleiferi subsp 1 3 0O 0 O O 0O O 6
schleiferi 1 1 4,7
S. sciuri subsp sciuri 0 1 1 0 0 10 0 0 0 3 2,3
S. simulans 0 1 1 1 o 0 1 0 Y 4 31
S. warneri 2 12 14 6 4 1 1 0 0 O 40 313
S. xylosus 0 2 2 2 0 1 1 0 0 0 8 63
Total 14 35 32 19 8 9 5 2 3 1 128 100
% SCN 109 27,3 26,7 148 63 7 39 16 23 08

P =0.0001, significante Kruskal-Wallis Teste (ANOVA né&o paramétrica)

P<0.05 diferenca significante na frequéncia de isolamento de SCN faz Il quando comparado com a faz
Vi

P<0.01 diferenca significante na frequéncia de isolamento de SCN faz Il quando comparado com a faz X
P<0.05 diferenca significante na frequéncia de isolamento de SCN faz IlIl quando comparado com a faz
Vil

P<0.01 diferenca significante na frequéncia de isolamento de SCN faz Il quando comparado com a faz X
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Na tabela 7 estdo apresentadas as espécies de SCP isolados das
amostras de leite de casos de mastite bovina, diagnosticados nas dez
fazendas. Verificou-se a maior frequéncia de mastites por SCP nas fazendas |
(13,6%) e fazenda X (44,4%) e as mais baixas nas fazendas VI (1,5%) e VIl
(0,7%), as diferencas entre estas foram estatisticamente significantes. A
ocorréncia de S. aureus na fazenda X foi estatisitcamente superior ao
observado nas outras fazendas. Quando se analisou a ocorréncia total as dez
fazendas o isolamento de S. aureus foi superior a S. intermedius, S. hyicus e S.
schleiferi subsp coagulans e as diferencas foram estatisticamente significantes.
Quando se comparou as frequéncias de isolamento das espécies de SCP dos
casos de mastite verificou-se que a frequéncia de isolamento na fazenda X foi
superior as demais fazendas (P < 0.0001), enquanto a frequéncia de
isolamento de SCP na fazenda | foi estatisticamente superior as fazendas Il, V,
Vle VI

Tabela 7. Isolamentos de espécies de SCP das amostras de leite de casos de
mastite bovina diagnosticados em dez fazendas estudadas em cinco regides do
estado de S&o Paulo. Botucatu, 2011.

SCP Faz Faz Faz Faz Faz Faz Faz Faz Faz Faz Total %
Espécies | | 1] v VvV VI VIl VIl IX X
b,
S aureus 2 0 4 2 1 1 1 11 8 60 go*¢ 68,2
S.intremedius 9 2 4 2 3 0 o 0 1 0 21 15,2
. b
S.hyicus 4 3 4 3 2 1 o 0 2 0 19° 129

S. schleiferi subsp

coagulans

3 0 1 1 0O o 0O 0 O o 5¢ 38
Total 189¢ 59€ 139 gd 67 27° 19 3T 117 507 135 9
% SCP 133 3.7 96 59 44 15 0,7 81 8,1 444

P < 0,0001 ocorréncia de S. aureus na faz X foi estatisitcamente superior ao observado nas outras
fazendas (Teste de Exato de Fisher aproximagao de Katz)

%P < 0,0001 isolamento de S. aureus foi superior a S. intermedius

®p < 0,0001 isolamento de S. aureus foi superior a S. hyicus

¢P < 0,0001 isolamento de S. aureus foi superior

9p <0,0001 frequéncia de isolamento na faz X das espécies de SCP dos casos de mastite foi superior as
demais fazendas.

®P < 0,0001 de isolamento na faz | das espécies de SCP dos casos de mastite foi superior a fazenda VII,
fazenda VI (P = 0,0002) e faz Il (P = 0,0076) e faz V (P = 0,0171)
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5.3.CCS

A intensidade do processo inflamatério foi avaliada por CCS. Na tabela 8
estdo apresentados os resultados de CCS de amostras de leite de 263 casos
de mastite bovina por micro-organismos do género Staphylococcus, sendo
comparados aos isolamentos de SCN (128) e SCP (135).

Tabela 8. Intensidade do processo inflamatério em relacdo a CCS em 263
casos de mastite bovina por micro-organismos do género Staphylococcus
avaliados em 10 (dez) fazendas leiteiras do estado de Sao Paulo. Botucatu,
2011.

CCs SCN SCP
(Coagulase Negativo) (Coagulase positivo)
(células x 10%/mL) (células x 10%/mL)

Mediana 4245 792,0
Desvio padréo 1422,3 1584,2
Erro padréo 125,7 136,3
Minimo 19,0 15,0
Maximo 8633,0 8650,0

P =0,0172, diferenca significante (teste de Mann-Whitney).

Tabela 9. Intensidade do processo inflamatério em CCS em relacdo a
intensidade da infeccdo quanto ao namero de coldnias (ufc) de SCN e SCP
isoladas de amostras de leite de 263 casos de mastite bovina por micro-
organismos do género Staphylococcus (SCN=128 e SCP= 135), de dez
fazendas leiteiras do estado de Sao Paulo. Botucatu, 2011.

SCN Mediana Minimo Maximo
NUmero estimado coldnias (ufc)*  CCS .10%mL CCS. 10°/mL CCS .10°/mL
SCN Discreto (0 a 9 col.) 342.00% 19.000 5904.0

SCP Discreto (0 a 9 col.) 348.50° 15.000 3322.0

SCN Moderado (10 a 29 col.) 356.50° 45.000 3365.0

SCP Moderado (10 a 29 col.) 962.00 47.000 7496.0

SCN Exuberante (= 30 col.) 560.50 50.000 8633.0

SCP Exuberante (= 30 col.) 1187.5%° 46.000 8650.0

*Numero estimado classificado como: exuberante (= de 30 ufc/0,001mL); moderado (10-29 ufc/0,001mL);
discreto(<10 cfc/0,001 ufc/mL).

P< 0,0001, significante Kruskal-Wallis Teste-ANOVA nédo paramétrica)
#P<0,01 diferenca significante SCN Discreto e SCP exuberante
®P<0,001 diferenca significante entre SCP Discreto e SCP exuberante
‘P<0,01 diferenca significante entre SCN moderado e SCP exuberante
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5.3.1. CCS e espécies SCN

A tabela 10 apresenta os resultados da CCS entre 14 das espécies de
SCN isoladas. Entretanto, ndo foram detectadas diferencas estatisticas entre
elas. S. auriculares (faz. 1l); S. capitis (faz. Il); S. saprophyticus subsp bovis
(faz. V1), S. chromogenes (faz. VII), foram isoladas de apenas uma amostra de
leite, ndo foram incluidas nesta tabela (Tabela 10). Resultados ilustrados pela

figura 2.

Tabela 10. Contagem de células somaticas de amostras de leite de glandulas
mamarias bovinas infectadas por espécies de SCN das dez propriedades
leiteiras de diferentes de regides do estado de S&o Paulo. Botucatu, 2011.

SCN Mediana Minimo Méaximo
CCS .10%mL CCS .10%/mL CCS .10%/mL
S.epidermidis 465,0 19,0 2.158,0
S. hyicus 472,0 48,0 8.633,0
S. warneri 472,0 45,0 5.904,0
S. xylosus 838,0 105,0 4.465,0
S. haemolyticus 348,5 200,0 2.308,0
S. cohnii subsp cohnii 436,0 387,0 1.582,0
S. pasteuri 108,0 30,0 343,0
S. sciuri subsp 1.240,5 73,0 1.373,0
S. hominis 459,0 22,0 6.706,0
S. schleiferi subsp schleiferi 134,0 450 5.324,0
S. saprophyticus subsp sapro 460,0 368,0 1.000,0
S. simulans 712,0 310,0 1.572.0
S. saccharolyticus 458,0 300,0 616,0
S. lugdunensis 207,5 86,0 329,0

P = 0,7204 considerado néo significante (Teste Kruskal-Wallis /ANOVA n&o paramétrico)

£ C5 nas nmosiras de ieiie de guarns maminns inkeciadns porSCH 2011
Mean and Sand&nd Lmor
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e
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Coluna A= S.epidermidis

Coluna B=S. hyicus
Coluna C= S. warneri
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Coluna D= S. xylosus

Coluna E =S. haemolyticus

Coluna F= S. cohnii subsp cohnii

Coluna G= S. pasteuri

Coluna H= S. sciuri subsp sciuri

Coluna | = S. hominis

Coluna J=S. schleiferi subsp schleiferi

Coluna K= S. saprophyticus subsp saprophyticus
Coluna L= S. simulans

Figura 2. Contagem de células somaticas em amostras de leite de glandulas
mamarias bovinas infectadas por espécies de SCN de dez propriedades leiteiras de
diferentes de regides do estado de S&o Paulo. Botucatu, 2011.

A tabela 11 apresenta os resultados da CCS entre as espécies de SCP

isoladas. Resultados ilustrados pela figura 3.

Tabela 11. Contagem de células somaticas de amostras de leite de glandulas
mamarias bovinas infectadas por espécies de SCP das dez propriedades
leiteiras de diferentes de regides do estado de S&o Paulo. Botucatu, 2011.

SCP Mediana Minimo Méximo
CCS .10%mL CCS .10%mL CCS .10%mL
S. aureus 972,5 26,0 8.650,0
S. intermedius 1.211,5 33,0 7.496,0
S. hyicus 582,0 60,0 3.322,0
S. schleiferi subsp coagulans 2.199.0 15,0 6.597,0

P=0,4617 nao significante (Teste Kruskal-Wallis /ANOVA nao paramétrico)

CCS de amostras de leite de glandulas mamarias infectadas por SCP.Botucatu.2011
Mean and Standard Error

Column

Colunas: A= S.aureus,. B= S.intermedius, C= S.hyicus ; D= S. schleiferi subsp coagulans
Figura 3. Contagem de células somaticas em amostras de leite de glandulas

mamarias bovinas infectadas por espécies de SCP de dez propriedades leiteiras de
diferentes regides do estado de S&o Paulo. Botucatu, 2011.
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5.4. Enterotoxinas

A frequéncia na deteccdo de genes codificadores dos diferentes tipos
classicos de enterotoxinas estafilococicas em SCP e SCN isolados de casos de
mastite em bovinos em dez fazendas de cinco regides de Sao Paulo esta

apresentada na tabela 12.

Tabela 12. Frequéncia de genes codificadores de enterotoxinas estafilocécicas
classicas em isolados de SCP e SCN isolados de casos de mastite em bovinos
em propriedade leiteiras do estado de Sao Paulo. Botucatu, 2011.

SCP SCN
Enterotoxinas No. % No. %
Sea 15 9,5 59 35,1
Seb 7 4.4 12 7.1
Sec 8 5,0 11 6,5
Sed 3 1,9 3 1,8
sea + seb + sec 2 1,3 0 0
sec + sed 7 4.4 3 1,8
sea + sec 1 0,6 6 3,6
sea + sec + sed 2 1,3 6 3,6
seb + sec 0 0 1 0,6
sea + sed 0 0 1 0,6
sea + seb 2 1,3 9 5,3
Positivo 47* 34,8 85* 66,4
Negativo 88 66,2 43 33,6
Total 135 128

*P < 0.0001, (Fisher's Exact Test) a detec¢do genes codificadores de enterotoxinas foi superior em SCN
isolados de mastite bovina que em SCP.

Na tabela 13, foram comparadas as proporg¢des de isolados SCP e SCN
positivos para a presenca de genes codificadores de enterotoxinas
estafilococicas classicas isolados de casos de mastite em bovinos em
propriedade leiteiras do estado de S&o Paulo. Verificou-se que os isolados
SCN apresentaram positividade significantemente maior (P< 0,0001) em

relacdo aos SCP, quanto a presenca de genes codificadores de enterotoxinas.



42

Tabela 13. Genes codificadores de enterotoxinas estafilococicas detectados por PCR
em espécies de SCN e SCP isoladas de casos de mastite bovina de animais de dez
fazendas de regides do estado de Sdo Paulo. Botucatu, 2011.

Enterotoxinas*

Positivas Negativas Total
SCN 85%(66,4%) 43(33,6%) 128
SCP 47%(34,8%) 88(65,2%) 135
Total 132 131 263

*Genes codificadores de enterotoxinas classicas de Staphylococcus detectados por PCR em
isolados de mastite bovina
%P < 0,0001, diferenca significante (Teste de Exato de Fisher)

Nas tabelas 14, 15, 16, comparou-se a presenc¢a de genes codificadores
de enterotoxinas entre as principais espécies de SCN isoladas e em relacéo a
iIsolados de S.aureus. Foram detectadas diferencas significantes, em S. warneri
a presenca destes genes foi superior a S. aureus (P = 0,0001); também em S.
epidermidis a presenca destes genes foi superior a S. aureus (P = 0,0178) e

assim como, também em S. hyicus foi superior a S. aureus (P =0,0227)

Tabela 14. Genes codificadores de enterotoxinas estafilococicas detectados por PCR
em linhagens de S. warneri e S. aureus isoladas de casos de mastite bovina de
animais de dez fazendas de regides do estado de Sdo Paulo. Botucatu, 2011.

Enterotoxinas*

Positivas Negativas Total
S. warneri 28%(70%) 12(30%) 40
S. aureus 29%(32,2%) 61(58,8%) 90

*Genes codificadores de enterotoxinas classicas de Staphylococcus detectados por PCR em
isolados de mastite bovina
P = 0.0001,significante (Fisher's Exact Test)

Tabela 15. Genes codificadores de enterotoxinas estafilocdcicas detectados por PCR
em linhagens de S. epidermidis e S. aureus isoladas de casos de mastite bovina de
animais de dez fazendas de regifes do estado de Sao Paulo. Botucatu, 2011.

Enterotoxinas*

Positivas Negativas Total
S. epidermidis 12%( 63,2%) 7(36,8%) 19
S. aureus 29%(32,2%) 61(58,8%) 90

*Genes codificadores de enterotoxinas classicas de Staphylococcus detectados por PCR em
isolados de mastite bovina
%P = 0.0178,significante (Fisher's Exact Test)
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Tabela 16. Genes codificadores de enterotoxinas estafilocdcicas detectados por PCR
em linhagens de S. hyicus e S. aureus isoladas de casos de mastite bovina de animais
de dez fazendas de regifes do estado de S&o Paulo. Botucatu, 2011.

Enterotoxinas*

Positivas Negativas Total
S. hyicus 13%(81,3%) 3(19,7%) 16
S. aureus 29%(32,2%) 61(58,8%) 90

*Genes codificadores de enterotoxinas classicas de Staphylococcus detectados por PCR em
isolados de mastite bovina
%P =0,0227,significante (Fisher's Exact Test)

Entretanto, quando se comparou a presenca de genes codificadores das
enterotoxinas entre as diferentes espécies de SCN nao foram detectadas

diferencas estatisticamente significante (Tabelas 17, 18).

Tabela 17. Genes codificadores de enterotoxinas estafilocdcicas detectados por PCR
em linhagens de SCN: S. warneri e S. epidermidis, isoladas de casos de mastite
bovina de animais de dez fazendas de regibes do estado de S&o Paulo. Botucatu,
2011.

Enterotoxinas*

Positivas Negativas Total
S. warneri 28(70%) 12(30%) 40
S. epidermidis 12(63,1%) 7(36,8%) 19

*Genes codificadores de enterotoxinas classicas de Staphylococcus detectados por PCR em isolados de
mastite bovina
P = 0,7663, nao significante (Fisher's Exact Test)

Tabela 18. Genes codificadores de enterotoxinas estafilocdcicas detectados por PCR
em linhagens de SCN: S. warneri e S. hyicus isoladas de casos de mastite bovina de
animais de dez fazendas de regifes do estado de S&o Paulo. Botucatu, 2011.

Enterotoxinas*

Positivas Negativas Total
S. warneri 28(70%) 12(30%) 40
S. hyicus 13(81,3%) 3(19,7%) 16

*Genes codificadores de enterotoxinas classicas de Staphylococcus detectados por PCR em isolados de
mastite bovina
P =0,5133, néo significante (Fisher's Exact Test)

Na tabela 19 estdo apresentados os resultados da pesquisa de genes
codificadores de enterotoxinas em 135 espécies de SCP isolados de casos de
mastite das dez propriedades leiteiras. Verificou-se que 45 dos isolados foram
positivos e, quando se comparou a deteccdo de genes codificadores de
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enterotoxinas entre as espécies SCP, que os isolados de S.aureus foram
significantemente superiores aos isolados S. intermedius e S. hyicus e S.

schleiferi subsp coagulans.

Tabela 19. Genes codificadores de enterotoxinas estafilococicas detectados por PCR
em linhagens de SCP: isoladas de casos de mastite bovina de animais de dez
fazendas de regides do estado de Sdo Paulo. Botucatu, 2011.

Enterotoxinas*

Positivas
S. aureus 29%(64,4%)
S. intermedius 6° (13,3%)
S. hyicus 9P (20%)
S. schleiferi subsp coagulans 1° (2,2%)
Total 45

P < 0.0001, letras diferentes diferenca estatisticamente significante (Fisher's Exact Test),

A frequéncia na deteccdo de genes codificadores dos diferentes tipos
classicos de enterotoxinas estafilococicas em espécies de SCN foi apresentada
em numero e porcentagem na tabela 20 e em espécies de SCP isolados de
casos de mastite em bovinos em dez fazendas de cinco regifes de Sao Paulo,
estdo dispostos na tabela 21. Verificou-se que predominantemente foram
detectados genes codificadores para sea entre as espécies de SCN,
respectivamente foram positivos para sea: 64,3% dentre S. warneri, 50% em S.
epidermidis e 61,5% em S. hyicus. Enquanto que entre as espécies de SCP,
néo foi detectada predominancia, verificou-se uma distribuicdo entre os quatro
tipos de genes. Tanto nas espécies de SCN como nas de SCP foram
observados genes codificador para mais de um tipo ou mesmo para trés tipos

de enterotoxinas em um mesmo isolado.
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Tabela 20. Frequéncia dos tipos de genes codificadores de enterotoxinas
estafilocécicas classicas nos principais espécies SCN isolados de casos de
mastite em bovinos em propriedade leiteiras do estado de Sao Paulo. Botucatu,

2011.

Enterotoxinas S % S. % S. %
warneri epidermidis Hyicus

Sea 18 64,3 6 50 8 61,5

Seb 1 3,6 2 16,7 2 15,4

Sec 0 0 1 7,7

Sed 0 1 8,3 0

sea + seb + sec 0 0 0

sec + sed 3 10,7 1 8,3 0

sea + sec 2 7,1 0 0

sea + sec + sed 2 7,1 2 16,7 0

seb + sec 1 3,6 0 0

sea + sed 0 0 0

sea + seb 1 3,6 0 2 15,4

Positivo 28 70 12 63,2 13 81,25

Negativo 12 30 7 36,8 3 18,75

Total 40 19 16

P=0,3702 nao significante

Tabela 21. Frequéncia dos tipos de genes codificadores de enterotoxinas
estafilocOcicas classicas nos principais espécies SCP isolados de casos de
mastite em bovinos em propriedade leiteiras do estado de Sao Paulo. Botucatu,

2011.
Enterotoxinas S % S. % S. %
aureus intermedius Hyicus
Sea 7 24,1 1 16,7 3 33,3
Seb 6 20,7 1 16,7 1 11,1
Sec 4 13,8 1 16,7 3 33,3
Sed 3 10,3 0 0 0 0
sea + seb +sec 3 10,3 0 0 0 0
sec + sed 3 10,3 3 50 1 11,1
sea + sec 2 6,9 0 0 0 0
sea + sec + sed 0 0 0 0 1 11,1
sea + seb 1 3,4 0 0 0 0
Positivo 29 32,2 6 28,6 9 47,4
Negativo 61 67,7 15 71,4 10 52,6
Total 90 21 19

P=0,0432, significante Kruskal-Wallis Test (Nonparametric ANOVA)
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5.5. Resisténcia aos antimicrobianos

5.5.1. Gene mecA e resisténcia a meticilina

Na Tabela 22 estdo apresentados os resultados da pesquisa de gene
mecA e resisténcia a meticiina em micro-organismos do género
Staphylococcus isolados de casos de mastite bovina, nas dez fazendas
estudadas. O gene mecA foi identificado em 38% dos isolados. A resisténcia a
meticilina foi observada em 26,6% dos estafilococcos isolados. Em 62% néo foi
detectado o gene mecA e 73,4% dos 263 estafilococos isolados néo
apresentaram resisténcia a meticilina. A diferenca foi estatisticamente
significante quando se comparou mecA positivo e mecA negativo(P<0,001). Foi
também significante entre isolados resistentes e sensiveis a meticilina
(P<0,001), mecA positivos e resisténcia negativa (P<0,01) e também entre
isolados em que ndo se detectou o gene mecA e eram resistentes a
meticilina(P<0,001). Entre os 263 micro-organismos do género Staphylococcus
14,4% (38) foram positivas para mecA e apresentaram simultaneamente

resisténcia a meticilina.
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Tabela 22. Resisténcia a meticilina e mecA em 263 linhagens do género
Staphylococcus isolados de mastite bovina em dez fazendas do estado de S&o
Paulo. Botucatu, 2011.

Fazendas mecA mec A Resjsténcia Resis@éncia

positiva negativa- positiva negativa

N° % N° % N° % N° %
Fazenda | 16 16% 16 9,8% 9 12,8% 23 11,9%
Fazenda Il 15 15% 25 15,3% 10 14,3% 30 15,5%
Fazenda Il 10 10% 35 21,5% 11 15,7% 34 17,6%
Fazenda IV 7 7% 20 12,3% 10 14,3% 17 8,8%
Fazenda V 10 10% 4 2,4% 4 5,7% 10 5,9%
Fazenda VI 1 1% 10 6,1% 1 1,4% 10 5,9%
Fazenda VIl 0 0 6 6,1% 0 0 6 3,1%
Fazenda VIII 1 1% 12 7,4% 3 4,3% 10 5,9%
Fazenda IX 11 11% 3 1,8% 8 11,4% 6 3,1%
Fazenda X 29 29% 32 19,6% 14 20% 47 24,3%
Total 100 38% 163 61,9% 70 26,6% 193 73,4%

P < 0.0001, significante (Teste Kruskal-Wallis , ANOVA nao paramétrica)
** P<0,01, diferenca significante entre mecA positivo e mecA negativo
*** P<0,001, diferenca significante entre mecA positivo e resisténcia negativa

*** P<0,001, diferenca significante entre mecA negativo e resisténcia positiva

*** P<(,001, diferenca significante entre resisténcia positiva e Resisténcia negativa
P>0,05, diferenga né&o significante entre mecA positivo e Resisténcia positiva
P>0,05, diferenca ndo significante entre mecA negativo e Resisténcia negativa
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Na tabela 23 estdo apresentados os resultados da pesquisa de gene
mecA e resisténcia a meticilina em S. aureus, em SCN e em outros SCP que
ndo S. aureus isolados de casos de mastite bovina. O gene mecA foi
identificado em 45,6% das 90 linhagens de S. aureus isolados e a resisténcia a
meticilina foi observada em 27,8 %. Em 21,1% das 90 linhagens de S. aureus

detectou-se mecA e simultaneamente foi observada resisténcia a meticilina.

Tabela 23. Gene mecA e resisténcia a meticilina em 263 linhagens do género
Staphylococcus isolados de mastite bovina. Botucatu, SP, 2011.

Staphylococccus mecA + mecA - mecA + Resisténcia Sensibilidade
spp resistencia

S.aureus (90)  41(45,6%) 49(54,4%) 19(21,1%) 25(27,8%) 65(72,2%)
SCP (45) 18(40%)  27(60%)  4(8,9%) 13(28,9%)  32(71,1%)
SCN (128) 41(32%) 87(68%)  15(11,7%) 32 (25%)  96(75%)
Total (263) 100(38%) 163(62%) 38(14,4%) 70(26,6%) 193(73,4%)
:3(::9262?76, significante, presenca de mecA em S.aureus foi superior a presenca em SCN (teste de Fisher

P=0,5843, ndo significante mecA entre S.aureus e SCP

P=0,6428 ndo significante resisténcia a meticilina entre S.aureus e SCN

P=0,6932, considered nao significante a resisténcia a meticilina entre SCP e SCN.

P=0.0868, ndo significante presenca de mecA e resisténcia ameticilina resistente S.aureus e SCN

Pela analise da tabela 24, verifica-se que uma grande porcentagem dos
isolados SCN dos quais se detectou gene mecA, ndo estavam expressando
uma vez que muitos isolados foram meticilina sensiveis, apenas 11,7 % dos

isolados foram mecA positivo e meticilina resistentes.
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Tabela 24. Presenca de mecA e resiténcia a meticilina em espécies de SCN
isolados das amostras de leite de glandulas mamarias bovinas infectadas das
dez propriedades leiteiras de diferentes de regides do estado de S&o Paulo.
Botucatu, 2011.

SCN mec A mecA mecA Meticilina Meticilina
positivo negativo posivo e resistente  sensivel
N©° (%) N° (%) MeFlcmna N° (%) N° (%)

resistente

S.epidermidis 6 (31,6%) 13 (68,4) 3(15,8%) 4 (21,1%) 15(78,9%)

S. hyicus 9 (56,3%) 7 (43,7%) 1(6,25%) 2 (12,5%) 14(87,5%)

S. warneri 13(32,5%) 27(67,5%) 7(17,5%) 13(32,5%) 27(67,5%)

S. xylosus 1 (12,5%) 7 (87,5%) 1(12,5%) 2 (25%) 6 (75%)

S. haemolyticus 1 5 0 1 5

S. cohnii subsp cohnii 2 2 0 0 4

S. pasteuri 1 4 1 2 3

S. sciuri subsp 1 2 0 1 2

S. hominis 2 4 1 2 4

S. schleiferi subsp schleiferi 2 4 0 2 4

S. saprophyticus subsp O 3 0 1 2

saprophyticus

S. simulans 1 3 0 0 4

S. saccharolyticus 1 1 0 0 2

S. lugdunensis 1 1 1 2 0

S. auricularis 0 1 0 0 1

S. capitis 0 1 0 0 1

S. chromogenes 0 1 0 0 1

S. saprophyticus subsp 0 1 0 0 1

bovis

TOTAL 41(32,0%)  87(68%) 15(11,7%) 32(25%) 96(75%)

OBS: nao foram calculadas porcentagens devido ao pequeno numero de isolados

Ao se analisar a tabela 25, verifica-se que grande porcentagem dos
isolados SCP dos quais se detectou gene mecA ndo estavam expressando,
apenas 16,3% dos isolados eram mecA positivo e meticilina resistentes. A
maior porcentagem de isolados mecA positivos foi encontrada entre os isolados
da espécie S. aureus, em 45,6% das linhagens. Entre as principais espécies de
SCP detectou-se mecA em 45,6% dos isolados de S. aureus, em 42,1% de S.

hyicus isolados e em 38,2 % dos isolados de S. intermedius.
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Tabela 25. Presenca de mecA e resiténcia a meticilina em espécies de SCP
isolados das amostras de leite de glandulas mamarias bovinas infectadas em
dez propriedades leiteiras de diferentes de regides do estado de Séo Paulo.
Botucatu, 2011.

SCN mec A mec A mec A Meticilina Meticilina
positivo negativo posivo e resistente sensivel
N° (%) N° (%) Meticilina  N° (%) N° (%)
resistente
S. aureus 41(45,6%) 49(54,4%) 19(21,1%) 25(27,8%) 65(72,2%)
S. intermedius 8(38,1%) 13(61,9%) O 4(19,1%) 17(80,9%)
S. hyicus 8 (42,3%) 11(57,9%) 2(9,1%) 5(26,3%) 14(73,7%)
S. schleiferi subsp coag. 3 (60%) 2 (40%) 1(4,5%) 1(20%) 4 (80%)
TOTAL 60(44,4) 75(55,6%) 22(16,3%) 35(25,9%) 100(74,1%)

5.5.2. Resisténcia geral aos antimicrobianos

Na tabela 26 (ilustrada pela Figura 4) estado os resultados da resisténcia
dos 128 SCN isolados a 13 antimicrobianos. Verificou-se que as maiores
resisténcias dos isolados foram frente a ampicilina, penicilina e oxacilina.

Em contraste, as menores taxas de sensibilidade dos isolados foram
observadas frente a ciprofloxacina, cotrimozaxol e vancomicina. Nenhuma das
128 linhagens de SCN apresentou resisténcia a enrofloxacina, cefalexina,
cefalexina.

Em relagéo aos 90 S. aureus isolados, dados na tabela 27 (ilustrada pela
Figura 5), observou-se que também as mais altas resisténcias foram
verificadas frente a ampicilina (35,5%), penicilina (35,5%) e oxacilina (27,8%), e
ndo foi detectada resisténcia frente a gentamicina, tampouco frente as

guinolonas (ciprofloxacina e enrofloxacina).
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Tabela 28. Multirresisténcia aos antimicrobianos em 128 SCN isolados casos
de mastite bovina. Botucatu, SP, 2011.

Espécies Isolados Multirresisténcia  Antimicrobianos
N° Antimicronianos
S. warneri 1 2 oxa e gen
1 2 cip, cfe
2 3 amp, pen, oxa
2 3 amp, pen, tet
1 4 cot, oxa, gen, van
2 4 amp, pen, oxa,tet
1 7 amp, pen, oxa, tet, neo, cip,

gen

S. epidermidis 1 3 amp, pen e oxa
1 3 amp pen e tet
1 3 amp pen e neo
1 3 tet, neo e gen
1 6 tet, cip, gen, amp, pen, van
S. hyicus 1 3 cipro, gen e cfe
1 4 amp, pen, oxa, tet, neo
1 amp, pen, neo, cfe
S. schleiferi subsp 1 5 amp, pen, oxa, tet, neo
schleiferi
S. xilosus 1 amp, pen, oxa
S. hominis 1 3 neo, eno, gen,
S. cohnii subsp cohnii 1 3 amp, pen, tet
S. haemolyticus 1 4 amp, pen, oxa, tet
S. pasteuri 1 4 amp, pen, oxa, tet
Total 24 (18,7%)

Critério de multirresisténcia= resisténcia a dois ou mais antimicrobianos de grupos diferentes ou a trés ou
mais antimicrobianos do mesmo grupo

Tabela 29. Multirresisténcia aos antimicrobianos em 135 SCP isolados casos de
mastite bovina. Botucatu, SP, 2011.

Espécie Isolados Multirresisténcia
N° Antimicronianos  Antimicrobianos
S. aureus 1 2 neo e van
1 2 pen e neo
1 2 gen e eno
4 3 amp, pen, oxa
3 3 amp, pen, neo
1 4 amp, pen, oxa,tet
1 4 amp, pen, oxa, , neo
1 5 amp, pen, oxa, tet, van
2 5 amp, pen, oxa, tet, neo
S. intermedius 1 3 amp, pen e gen
1 2 amp e van
S. hyicus 1 3 cipro, gen e cfe
S. schleiferi subsp 1 2 oxa e neo
coagulans
Total 19(14,1%)

Critério de multirresisténcia= resisténcia a dois ou mais antimicrobianos de grupos diferentes ou a trés ou
mais antimicrobianos do mesmo grupo
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Nas tabelas 28 e 29 estdo apresentados por espécie, numero de
isolados e estdo discriminados o0s antimicrobianos aos quais se detectou
multirresisténcia entre os isolados das espécies de SCN (Tabela 28) e SCP
(Tabela 29).

5.5.3. Perfis de resisténcia aos antimicrobianos

Os principais perfis associando-se resisténcia a antimicrobianos “in vitro”
e mecA observados entre as espécies de SCN isoladas de casos de mastite
bovina de cinco regibes do estado de Sdo Paulo com maior frequéncia, no
presente estudo, respectivamente S. epidermidis, S. hyicus e S. warneri estédo
apresentados nas tabelas 30, 31 e 32.

Na tabela 33 estédo reunidos os principais perfis dentre 90 linhagens de

S. aureus isolados de mastite bovina de cinco regides do estado de Sao Paulo.

Tabela 30. Principais perfis de resisténcia microbiana “in vitro” e mec A del9 S.
epidermidis isolados de casos de mastite. Botucatu, SP, 2011.

Perfis N° de isolados % Fazendas N° de Fazendas
(identificac@o das fazendas )
A 2 12,5 (Faz1,V) 2
B 9 47,4 (Faz 1,11,111,VI1,X) 5
C 2 12,5 (Faz II, 111) 2
K 1 53 (Faz IV) 1
N 1 53 (Faz 1) 1
S 1 5,3 (Faz VIII) 1
T 1 5,3 (Faz 1) 1
FF 1 5,3 (Faz I1I) 1
KK 1 5,3 (Faz V) 1

Perfil A= mecA positivo, sensibilidade aos13 antimicrobianos

Perfil B=» mecA negativo senbilidade aos 13 antimicrobianos

Perfil C =»mecA positivo oxa resistente

perfil k=» mecA negativo amp, pen e oxa resistente

perfil N=» mecA negativo amp e pen resistente

perfil S= mecA negativo amp, pen e neo resistente

perfil T=» mecA positivo amp pen tetra resistente

perfil FF=»mecA negativo tetra, neo genta resistente

perfil KK=» mecA positivo tetra, cipro, genta, van amp, pen resistente
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Tabela 31. Principais perfis de resisténcia microbiana “in vitro” e mecA de 11
S. hyicus isolados de casos de mastite. Botucatu, SP, 2011.

Perfis N° de isolados % Fazendas N° de Fazendas
(identificac@o das fazendas )
A 7 43,8 (Faz LILILIV,IX) 5
B 3 18,8 (Faz 111,11 3
C 1 6,3 (Faz 1) 1
M 1 6,3 (Faz V) 1
N 1 6,3 (Faz I) 1
R 1 6,3 (Faz II) 1
AA 1 6,3 (Faz I) 1
BB 1 6,3 (Faz I) 1

Perfil A< mecA positivo sensibilidade aos 13 antimicrobianos
Perfil B=» mecA negativo sensibilidade aos 13 antimicrobianos
Perfil C =» mecA positivo oxa resistente

perfil M=» mecA positivo amp, pen resistente

perfil N=» mecA negativo amp e pen resistente

perfil R=»mecA negativo pen resistente

perfil AA=» mecA negativo amp peni oxa tetra neo resistente
perfil BB=»mecA negativo amp pen neo cefa resistente

Tabela 32. Principais perfis de resisténcia microbiana “in vitro” e mecA 40 S.
warneri isolados de casos de mastite. Botucatu, SP, 2011.

Perfis  N° de isolados % Fazendas N°
(identificac8@o das fazendas ) de fazendas
A 1 2,5 (Faz 11) 1
B 16 40,0 (Faz LILILIVVILVID) 6
C 3 7,5 (Faz 11,111) 2
D 4 10, (Faz 11,IV) 1
G 1 2,5 (Faz 1) 1
K 1 2,5 (Faz I11) 1
L 1 2,5 (Faz 1V) 1
M 1 2,5 (Faz V) 2
N 2 5,0 (Faz 11,111) 1
u 2 5,0 (Faz 1,111) 2
w 1 2,5 (Faz 11) 1
CccC 2 5,0 (Faz 11,V) 2
DD 1 2,5 (Faz 1l) 1
EE 1 2,5 (Faz 111) 1
HH 1 2,5 (Faz V) 1
JJ 1 2,5 (Faz IV) 1
MM 1 2,5 (Faz V) 1

Perfil A= mecA positivo sensibilidade aos 13 antimicrobianos
Perfil B=» mecA negativo sensibilidade aos 13 antimicrobianos
Perfil C =» mecA positivo oxa resistente

Perfil D=» mecA negativo oxa resistente

Perfil G=» mecA positivo tet resistente

perfil k=» mecA negativo amp, pen e oxa resistente

perfil L=» mecA positivo amp, pen e oxa resistente

perfil M=» mecA positivo amp, pen resistente

perfil N=» mecA negativo amp e pen resistente

perfil U=»mecA positivo amp pen oxa, tetra resistente

perfil W->mec A positivo neo resistente

perfil CC=>» mecA negativo tetra resistente

perfil DD=» mecA negativo amp pen tetra resistente

perfil EE=» mecA positivo cotri, oxa, genta, van resistente
perfil HH=» mecA negativo amp pen oxa tetra resistente

perfil JJ=» mecA negativo neo resistente

perfil MM=>» mecA negativo cipro e cefal resistente
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Tabela 33. Principais perfis de resisténcia microbiana “in vitro” e mecA de 90 S.
aureus isolados de casos de mastite. Botucatu, SP, 2011.

Perfis  N° de isolados % Fazendas N° de
(identificac@o das fazendas ) Faz.
A 20 22,2 (Faz IX, X) 2
B 29 32,2 (Faz. I, I, VI, VI, IX, X) 6
C 5 55 (Faz I, V, IX, X) 4
E 1 1,1 (Faz IV) 1
K 1 1,1 (Faz X) 1
L 3 33 (Faz VIII, 1X, X) 3
M 3 3,3 (Faz I, X) 2
N 5 55 (Faz 111, V111, X) 3
0] 2 2,2 (Faz IV, X) 2
P 2 2,2 (Faz VI, X) 1
Q 6 6,7 (Faz VIII, X) 1
R 5 55 (Faz VIII, X) 1
S 5 55 (Faz VIII, X) 2
T 1 1,1 (Faz IX) 1
I 1 1,1 (Faz VIII) 1

Perfil A< mecA positivo sensibilidade aos 13 antimicrobianos
Perfil B=» mecA negativo sensibilidade aos 13 antimicrobianos
Perfil C =» mecA positivo oxa resistente

Perfil E=» mecA negativo van resistente

Perfil k=» mecA negativo amp, pen e oxa resistente

Perfil L=» mecA positivo amp, pen e oxa resistente

Perfil M=» mecA positivo amp, pen resistente

Perfil N=» mecA negativo amp e pen resistente

Perfil O=» mecA positivo pen, neo resistente

Perfil P=» mecA positivo amp, pen, neo resistente

Perfil Q= mecA positivo pen resistente

perfil R<»mecA negativo pen resistente

perfil S=» mecA negativo amp, pen e neo resistente

perfil T=> mecA positivo amp pen tetra resistente

perfil I=»mecA negativo amp peni oxa neo resistente

PERFIESTCH
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Figura 6. Perfis de resisténcia microbiana e mecA de isolados SCN de casos
de mastite em dez fazendas de cinco regides do estado de Sao Paulo.
Botucatu, SP, 2011.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 2%. Limiar de deteccdo do gene
mecA em linhagens de SCN e SCP; controle positivo (S. aureus ATCC 33591);
controle negativo (agua); 100bp DNA ladder.

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 2%. Limiar de detec¢do do gene
codificador da enterotoxina B - seb em linhagens de SCN e SCP; controle
positivo (S. aureus ATCC 14458); controle negativo (Agua); 100bp DNA ladder.
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6. DISCUSSAO

6.1. Mastite

Mastite constitui 0 mais sério problema nos rebanhos leiteiros devido a
elevada prevaléncia, prejuizos com a reducao da producdo, comprometimento
funcional da glandula mamaria, descarte prematuro de fémeas e morte
ocasional de animais (COSTA, 1998; LANGONI et al., 1998).

Em relacdo a mastite clinica verificou-se que o nivel de ocorréncia foi
baixo, variou de 0,1 a 1,7%, niveis considerados internacionalmente como
adequados (FONSECA & SANTOS, 2000), a menor ocorréncia registrada foi
na fazenda Il (0.1%) e a maior na fazenda I (1,7%).

No tocante aos quartos perdidos que refletem o historico de mastite clinica
nas propriedades leiteiras, observou-se que os mais altos niveis de ocorréncia
foram registrados nas fazendas Il (4,8%), fazenda V (7,1%) e fazenda X
(4,1%). Portanto pode-se inferir que foram adotadas medidas efetivas para a
reducdo na ocorréncia de mastite, quanto a da propriedade V, embora o nivel
de mastite clinica registrada (1,7%) esteja entre 0s niveis internacionalmente
aceitos, verificou-se alta ocorréncia de mastite subclinica (48,1%), que €
considerado elevado, indicando a necessidade de adocdo de medidas mais
eficazes para controle de mastite. Ao se considerar que 0s niveis aceitaveis de
mastite subclinica séo de 15 a 25% de ocorréncia além da fazenda V também
as propriedades Il (35,4%) e VI (33,9%) estdo com niveis elevados de mastite
subclinica (Tabelas 3 e 4).

A média de mastite subclinica foi de 28,9%, sendo que a ocorréncia variou
de 18,7%, na fazenda VIII, a 48,1%, na fazenda V. A CCS, parametro
internacional de qualidade do leite, € diretamente influenciado pelo nivel de
ocorréncia de mastite, principalmente da forma subclinica, uma vez que o leite
de animais com mastite clinica deve ser descartado.

Verificou-se, entretanto, que na fazenda VIII, onde foi encontrada a menor
ocorréncia de casos de mastite subclinica (18,7%) entre as dez estudadas, a
CCS de tanque foi de 418.000 células/mL, nivel relativamente elevado, superior
ao aceito pela Unido Européia para um leite de qualidade (SCHUKKEN et al.,
2003). E esse resultado da CCS de tanque da fazenda VIl foi bastante similar
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ao observado na fazenda VI (402.000 células/mL), onde foi registrada uma das
mais altas ocorréncias de mastite subclinica (33,9%) no presente estudo e o
segundo mais alto nivel de mastite clinica 1,6%. Por outro lado, a fazenda V
cujo nivel de ocorréncia de mastite subclinica foi de 48%, o mais alto entre as
fazendas estudadas, apresentou como esperado também a mais alta CCS de
tanque de 700.000 células/mL. Estes resultados corroboram com a importancia
de ndo se generalizar conceitos preconcebidos e evidenciam que esse tipo de
correlacdo bioldgica ndo segue regras matematicas. Alertam para a influéncia
de fatores como: caracteristicas do rebanho e manejo, e principalmente no
tocante aos agentes etiolégicos dos casos de mastite de cada rebanho.

Uma vez que a CCS como resposta inflamatéria e imunolégica a infeccao
sera diretamente influenciada pelo sistema imunoldégico e caracteristicas
genéticas do hospedeiro, quanto pelas caracteristicas dos micro-organismos,
ou seja, quais géneros, espécies e dos agentes causais envolvidos. O conjunto
destas caracteristicas determina a intensidade e tipo da resposta inflamatdria,
refletindo na qualidade do leite produzido na fazenda, que é avaliado pela CCS.

6.2. Etiologia

A analise microbiol6gica demonstrou a ocorréncia nas dez fazendas dos
mais importantes agentes patogénicos de mastite, que variou entre
0,3%(Klebsiella oxytoca) a 36,4% (Staphylococcus spp.). Do total o género
Staphylococcus (36,4%), 48,7% foram SCN, 34,2% e S. aureus e 17,1%
pertenciam a outros SCP. Streptococcus spp foram isolados de 23,3% das
amostras, das quais 41,7% Streptococcus. agalactiae, 41,1% Streptococcus.
dysgalactiae e 17,3% Streptococcus uberis. Corynebacterium spp foram
isolados de 31,8% dos casos de mastite (Tabela 5). A elevada ocorréncia de
micro-organismos do género Staphylococcus (36,4%) esta em conformidade ao
verificado em outros estudos brasileiros, que tem referido resultados
semelhantes. No estado de S&o Paulo, nas dultimas décadas, tém sido
publicados diversos estudos abrangentes sobre o0s principais agentes
etiolégicos de mastite, que registraram o predominio da mastite por micro-
organismo do género Staphylococcus (NADER FILHO, 1986; BALDASSI et al.,
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1991; BRITO et al.,1998; COSTA et al., 1986, 1995, 2000; LANGONI et al.,
1991, 1998, 2001, 2004).

S. aureus, agente classico de mastite, que apresentou alta ocorréncia
(34,2%), no presente estudo ainda € considerado importante patdgeno
humano, devido a producgéo de muitos fatores de viruléncia e da alta resisténcia
aos antimicrobianos, como assinalado em diversas pesquisas (AARESTRUP et
al., 1998; NADER et al, 2007a).

6.2.1. SCN
Ainda entre os estafilococos, destacaram-se os SCN, que nas Ultimas

décadas vem assumindo papel importante na etiologia da mastite bovina, como
registrado em alguns estudos nacionais e internacionais. Piepers et al. (2007)
verificaram que 41% das infec¢gfes intramamarias eram causadas por SCN e
18% por S. aureus, em estudo que abrangeu um total de 178.668 amostras de
leite de glandulas mamarias colhidas de fazendas belgas, em um periodo de
trés anos. Em certos paises, SCN estdo entre os patdgenos predominantes
como nos EUA (WILSON et al., 1997; MACOVEC & RUEGG, 2003), Finlandia
(PITKALA et al., 2004) e Alemanha (TENHAGEN et al., 2006).

Estes patogenos tém sido observados tanto em mastites subclinicas
como nas clinicas, em casos onde se verifica acentuada reducdo na producao
leiteira (TIMMS & SCHULTZ, 1987; GROHN et al., 2004; DE VLIEGHER et al.,
2005; TAPONEN et al., 2006).

A elevada ocorréncia de SCN (48,7%), nas propriedades leiteiras
estudadas, corrobora com a crescente relevancia destes micro-organismos e
fundamenta o objetivo do presente estudo em identificar as espécies
prevalentes e avaliar o potencial risco a saude publica, representado por
enterotoxinas termorresistentes e resisténcia a antimicrobianos.

Verificou-se a maior frequéncia de mastites por SCN nas fazendas Il
(27,3%) e Il (26,7) e as mais baixas nas fazendas X (0,8%) e VIII (1,6%),
sendo as diferencas entre estas estatisticamente significantes. A diferenca na
frequéncia de isolamento de SCN nas fazendas Il e Il foi significante maior

guando comparada com a das fazendas VIl e X (Tabela 6).
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Em relagédo as espécies de SCN isoladas de casos de mastite bovina,
Nickerson et al.(1995) referiram que S. aureus, S. hyicus e S. chromogenes
sao espécies encontradas com maior frequéncia.

Brabes et al. (1999) isolaram: S. sciuri, S. chromogenes, S. xylosus, S.
simulans, S. hominis, S. warneri e S. caprae de 127 amostras de leite de
animais com mastite. No mesmo estudo foi verificada a produgcdo de
enterotoxinas por cinco isolados de S. sciuri e por um isolado de S.
chromogenes.

Costa et al. (2000) identificaram as seguintes espécies de SCN: S.
caprae, S. chromogenes, S. sciuri, S simulans, S. hyicus, S. xylosus, S.
hominis, S. warneri, S. epidermidis, S. saprophyticus. Em contraste, no
presente estudo as espécies de SCN mais frequentemente isoladas foram: S.
warneri (31, 3%), S. epidermidis (14,8%) e S. hyicus (12,5%), como se verifica
pela andlise da tabela 6. Essas espécies tém sido igualmente citadas como as
de maior ocorréncia. Costa et al. (2008), estudaram casos de mastite por SCN
em bovinos leiteiros de fazendas de Sao Paulo e Pernambuco e identificaram
as seguintes espécies: S. warneri (45,5%), S. hyicus (18,2%), S. chromogenes
(14,3%), S. epidermidis (5,2%), S. saprophyticus (5,2%), S. haemolyticus
(52%), S. capitis (2,6%); S. simulans (1,3%), S. xylosus (1,3%), S. hominis
(1,3%).

Em relacdo a dispersdo, verificou-se o isolamento de S. warneri, S.
epidermidis e S. hyicus, na maioria das propriedades estudadas,
respectivamente S. epidermidis em 8, S. warneri em 7 e S. hyicus em 6
fazendas, enquanto, algumas espécies foram encontradas em apenas uma,
como: S. auriculares (faz Il); S. capitis (faz Il); S. saprophyticus subsp bovis
(faz VI), S. chromogenes (faz VII), como se verifica pelos dados apresentados
na tabela 6.

E importante referir que nenhuma das espécies do género
Staphylococcus, nem mesmo S. aureus, foi registrada em todas as dez
fazendas estudadas, o que refor¢ca a importancia da avaliagdo microbiolégica
peribdica de amostras de leite em programas de monitoramento nas
propriedades leiteiras.

Surpreende o fato de S. chromogenes ter sido isolado de apenas um

caso de mastite em uma das fazendas, uma vez que foi referido ser um dos
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SCN de maior frequéncia na etiologia de mastite nos EUA (NICKERSON et
al.,1995) e ja ter sido isolado em outros estudos brasileiros (BRABES et al,
1999; COSTA et al., 2000 e 2008). Tal fato demonstra que programas de
controle muitas vezes devem ser especificos e de acordo com a etiologia da
mastite presente nos animais das fazendas.

Por outro lado, é importante destacar o fato de terem sido isoladas de
casos de mastite bovina espécies muito pouco citadas na literatura, como: S.
auriculares; S. cohnii subsp cohnii, S. lugdunensis, S. pasteuri, S.
saccharolyticus, S. saprophyticus subsp bovis, S. schleiferi subsp schleiferi,
Esses casos sugerem que a transferéncia horizontal de fatores de viruléncia e
de resisténcia entre as espécies seja condizente com o aumento da
patogenicidade. A maioria dos genes codificadores de SEs, por exemplo, estédo
localizados em elementos moéveis, como plasmideos, bacteriéfagos ou em ilhas
de patogeneicidade (ZHANG et al., 1998, LINDSAY et al., 1998). Desta forma,
a transferéncia horizontal desses fatores de viruléncia entre espécies e cepas
ndo é um fendbmeno raro.

Alguns dos fatores de viruléncia facultam a disseminagdo dos micro-
organismos ao vencerem as defesas do hospedeiro, propiciando colonizacéo
em tecidos e 6rgdos. A infeccdo da glandula mamaria determina a resposta

inflamatéria, a mastite.

6.3. CCS

A invasao do tecido glandular provoca leséo tecidual com a consequente
ativacao da cascata do acido aracd6nico, ativando cascata de complemento e
outros mecanismos de defesa, humoral e celular. Os fatores quimiotaticos vao
atrair mais fagocitos para o interior da glandula mamaria intensificando a
resposta celular, que se refletird na elevacédo da CCS, que é constituida por
PMN, MN e células epiteliais. A resposta inflamatéria na glandula maméaria é
constituida de 80 a 90 % por células polimorfonucleares neutrdéfilos (PAAPE,
1977). A migracdo de PMN para o leite € detectavel apOs trés horas do inicio
do processo inflamatdrio, constituindo a defesa inicial. As células somaticas
presentes no leite sdo polimorfonucleares neutrdfilos (PMN), mononucleares

(MN) e células epiteliais. Benites et al. (2000), no Brasil observaram que em
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processos inflamatérios agudos, 98,7% de PMN e 14,3% de MN encontravam-
se no lumen alveolar e nos parénquimas glandulares, enquanto nos processos
cronicos 51,9% eram MN e apenas 48,4% eram PMN.

De acordo com Thiers et al. (2001) a CCS total reflete a extensédo do
processo inflamatério, enquanto a contagem diferencial permite verificar o
estagio da inflamacéo ou a evolucao do processo inflamatdério.

No presente estudo a intensidade do processo inflamatério foi avaliada
por CCS. Foram analisados os resultados de CCS de amostras de leite de 263
casos de mastite bovina por micro-organismos do género Staphylococcus.
Foram comparadas as CCS dos 128 casos de mastite por SCN com a CCS dos
135 casos SCP. A CCS no leite de animais com mastite por SCP (1.325,3 x
10%células /mL) foi significantemente superior & observada nos casos por SCN
(991,58 x 10° células/mL). Na tabela 8, pode-se observar, entretanto, que 0s
valores maximos e de CCS detectados em ambos os grupos foram
semelhantes, de 8.633,0 x 10° células/mL em SCN e 8.650,0 x células 10%/mL,
demonstrando a capacidade dos SCN suscitarem processo inflamatorio de
elevada intensidade caracterizada pelo refletido na resposta celular.

A resposta inflamatéria em CCS foi também avaliada em relacdo a
intensidade da infec¢cdo quanto ao numero de colénias (ufc) de SCN e SCP
isoladas de amostras de leite dos 263 casos de mastite bovina por micro-
organismos do género Staphylococcus e os resultados apresentados na tabela
9. A anadlise dessa tabela mostrou que a intensidade da infeccdo avaliada em
u.f.c. refletiu na intensidade do processo inflamatério estimada em CCS, pois
foi detectada diferenca estatisticamente significante quando se comparou a
CCS nos casos SCP com crescimento discreto e SCP com crescimento
exuberante (P<0.001).

E evidente que a CCS alta seja parametro negativo quando se considera
a gqualidade do leite, pois constitui resposta de defesa da glandula mamaria,
portanto uma conseqiéncia e ndo uma causa. Mesmo assim, tem-se discutido
a utilizacdo da CCS para selecdo genética dos bovinos leiteiros, sendo
defendido por alguns que a selecdo para reducdo da CCS poderia diminuir a
susceptibilidade a mastite (PHILIPSSON et al., 1995). Contrariamente, ao se
considerar que a elevagdo da CCS é um dos mecanismos utilizado para o

hospedeiro se defender dos patdgenos na glandula mamaria, a selecdo para
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CCS muito baixas podera diminuir a resisténcia dos animais a mastite
(SURIYASATHAPORN et al., 2000).

6.3.1. CCS e espécies SCN
Costa et al. (2008) estudaram casos de mastite por SCN em bovinos

leiteiros, os autores referiram que em relacdo a intensidade do processo
inflamatdrio avaliada pela CCS foram verificadas diferencas estatisticamente
significantes (P<0.0001) entre CCS dos casos de mastite por SCN clinica
(5310,2 x 10%), subclinica (421,1 x 10%) e negativos (52,1 x 10°). E, ressaltaram
a importancia do desenvolvimento de outros estudos para melhor
conhecimento da mastite por estes micro-organismos tendo em vista a
prevaléncia e a intensidade do processo inflamatério dos casos de mastite por
SCN manifestada pelas elevadas CCS.

Na tabela 10 foram comparados os resultados da CCS entre 14 das
espécies de SCN isoladas. Verificou-se, entretanto, que ndo foram detectadas
diferencas estatisticas entre elas. Como, S. auriculares (faz Il), S. capitis (faz
I), S. saprophyticus subsp bovis (faz VI) e S. chromogenes (faz VII) foram
isoladas de apenas uma amostra de leite, estes ndo foram incluidos nesta
tabela.

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram verificar o impacto
na qualidade do leite representado pela ocorréncia de mastites por estes micro-
organismos, uma vez que varias espécies apresentaram meédias maiores e/ou
proximas a um milh&o de células somaticas por mililitro de leite (S. hyicus, S.
xylosus, S. hominis, S. schleiferi subsp. schleiferi, S. warneri, S. sciuri subsp
sciuri) como pode ser observado pela andlise da tabela 9. Em uma das
espécies, S. hominis detectou-se média de CCS superior a dois milhdes de
células somaticas por mililitro de leite, somente duas espécies (S. pasteuri e S.
lugdunensis) mostraram médias de CCS inferiores a 400.000 células/mL de
leite, que é considerado o valor limite para leite de qualidade. E algumas como
S. hyicus atingiram valores méximos de CCS superior a 8 milhdes de células
por mililitro de leite.

O reflexo na qualidade do leite representado por casos de mastite
subclinica por algumas destas espécies como S. warneri em que a média de
CCS foi de 960.100 células/mL de leite, sendo o valor maximo de 5.904.000

células/mL de leite, e que foi isolada de varios casos de mastite subclinica em
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algumas fazendas € significante. Resultado semelhante também foi assinalado
por Costa et al. (2008) que relataram em alguns dos casos de mastite por S.
warneri e S. saprophyticus que a CCS foi superior a 7.000 x 10° células/mL de
leite, evidenciando a importancia de mastite por SCN na qualidade do leite e a
patogenicidade destas espécies nas infeccdes mamarias, uma vez que a CCS
baixa € parametro para o pagamento por qualidade.

No presente estudo, na faz. Ill, na qual foram isolados S. warneri, de 14
casos de mastite pode-se fazer uma estimativa em um caso concreto. Uma vez
gue a média diaria de producao por animal na faz. Ill, era de mais de 35 litros
de leite, poder-se-ia estimar que o impacto dessas mastites no leite do tanque
de refrigeracao, como sendo da ordem de 407.400.000.000 células sométicas,
ou seja, mais de 400 bilh6es de células sométicas adicionadas ao leite dos
demais animais no tanque, uma vez que o leite de animais com mastite
subclinica € aproveitado habitualmente e somente o leite dos casos clinicos de
mastite séo descartados.

Deve-se referir que CCS é um dos parametros internacionais de
gualidade do leite que foi também adotado no Brasil desde a publicacdo da
Instrucdo Normativa n. 51 do MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento), e o padréo estabelecido para CCS para as regides Sudeste,
Centro-Oeste e Sul, a ser adotado a partir de julho de 2011 sera de no maximo
400.000 células por mL de leite e a partir de julho de 2012, para as regides
Norte e Nordeste. Esta vigorando, portanto, até o més de junho, ainda o limite
de 750.000 células por mL. O leite com valores de CCS acima desse limite
embora ainda esteja sendo comprado pela industria, porem por um valor
menor, devera futuramente ser rejeitado pelos laticinios em atencdo a
normativa n.51 (BRASIL, 2002).

A alta celularidade no leite reflete diretamente a ocorréncia de mastite no
rebanho, o que corresponde ndo s6 ao prejuizo econdbmico na propriedade
leiteira, principalmente por reducdo na producédo, mas determina a reducéo nos
constituintes nutricionais do produto e um consideravel prejuizo para a
industria, prejudicando a qualidade dos derivados lacteos. Seegers et al. (2003)
referiram aumento na protedlise em leite com CCS elevada, que compromete a

producao de derivados lateos, particularmente os queijos.
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Contudo, como foi ressaltado por Leite et al. (2001), no Brasil € pratica
relativamente comum a utilizacao de leite proveniente de animais com mastite,
na fabricacdo de queijos dos tipos “Minas Frescal” e “Minas Padrao”, devido
principalmente a falta de conhecimento do produtor rural e mesmo por alguns
laticinios que nédo recusam leite de ma qualidade. No mesmo estudo, Leite et
al. (2001) demonstraram que o leite “mastitico”, ou melhor, leite oriundo de
animais com mastite apresentava contagem elevada de mesdfilos totais, da
ordem de 3,1x10™ ufc/mL e 3,6x10°ufc/mL de Staphylococcus.

A Portaria 146, de marco de 1996, da Secretaria de Vigilancia Sanitaria,
estabeleceu em relacdo a queijos, que o produto deve apresentar menos que
10° ufc/g de S. aureus.

Muito embora o padrdo normativo tenha sido estabelecido com limites
definidos apenas para a espécie S. aureus, as evidentes implicacbes na
sanidade das glandulas mamarias infectadas por algumas das espécies de
SCN isoladas no presente estudo, com acentuada elevacdo na CCS merecem
uma atencdo maior dos técnicos e das autoridades, pelo comprometimento da

gualidade do leite.

6.4. Enterotoxinas

A consciéncia que a emergéncia dos SCN na etiologia da mastite
consiste problema a saude do consumidor em virtude da producédo de fatores
de viruléncia, tais como as enterotoxinas termoestaveis, que séo resistentes a
pasteurizacdo e mesmo a fervura, por intervalo de tempo superior até mesmo a
15 minutos, motivou que se investigasse 0s genes e a capacidade de producédo
dessas enterotoxinas pelos SCN isolados de mastite bovina nas fazendas
estudadas.

Desta forma, as infeccbes das glandulas mamarias por SCN podem
comprometer a saude do consumidor, ndo sO pela veiculacdo desses micro-
organismos pelo leite e derivados lateos, mas deve-se ainda considerar o risco
a saude publica pela producdo de enterotoxinas que, quando presentes no
alimento, determinam casos de intoxicacfes alimentares. Foi estabelecido ser
necessario menos de 1mg de toxina para desencadear 0s sinais caracteristicos

de intoxicacdo estafilocécica. A ingestdo de 10°ufc de Staphylococcus por
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grama ou mililitro de alimento é suficiente para provocar um quadro de toxi-
infeccdo (Bergdoll, 1989).

O periodo de incubacéo da intoxicacao estafilococica apos a ingestao do
alimento contaminado é curto (CARMO, 2001). Os sintomas variam de acordo
com a susceptibilidade individual, sendo mais graves em recém-nascidos,
idosos e pessoas acometidas de doengcas cronicas imunossupressoras
(CLIVER, 1994).

Carmo et al. (2004) relataram grave surto de intoxicacdo alimentar por
estafilococos ocorrido em Minas Gerais onde aproximadamente 8.000 pessoas
foram acometidas pelo consumo de alimentos e, destes, 16 vieram a 6ébito.
Faccioli (2010), em estudo realizado no estado de Sao Paulo, evidenciou com a
utilizacdo de PCR a presenca de S. aureus em 99% das 104 amostras de leite
de tanques de refrigeracdo de propriedades leiteiras examinadas. Com
moderada concordancia com o microbiolégico nas amostras positivas,
detectaram o0s genes codificadores das enterotoxinas sea (43,27%), seb
(23,27%), sec (58,5%), sed (1,28%) e verificaram pelo método de RPLA em 9%
das amostras de leite enterotoxinas (SEs) em quantidade que variou de 1 a 5
ng/mL.

Os resultados obtidos no presente estudo, demonstraram que em 66,4%
dos SCN isolados de casos de mastite bovina, nas dez fazendas estudadas
foram detectados genes codificadores das enterotoxinas estafilocécicas
classicas: sea, seb, sec, sed. Estes resultados obtidos reforcam os achados de
autores brasileiros e internacionais, que verificaram a ocorréncia de espécies
de SCN isolados de mastite bovina produtoras de enterotoxinas, com
predominio dos tipos A,B,C e D (BRABES et al.,1999).

Verificou-se que o0 gene sea (35,1 %) codificador de enterotoxina SEA,
foi o mais frequentemente detectado e o menos detectado foi sed (1,8 %)
codificador da enterotoxina SED, entre os SCN isolados de casos de mastite
bovina das dez fazendas (Tabela 12). Predominantemente foram detectados
genes codificadores para sea entre as espécies de SCN mais isoladas. Desta
forma, foram positivos para sea 64,3% dentre os isolados de S. warneri, 50%
em isolados de S. epidermidis e 61,5% em S. hyicus (Tabela 20). Enquanto
gue entre as espécies de SCP, ndo foi detectada qualquer predominancia,

observou-se uma distribuicdo equivalente entre os quatro tipos classicos de
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genes codificadores de enterotoxina entre os isolados (Tabela 21). Digno de
nota que alguns dos isolados, tanto nas espécies de SCN como nas de SCP,
apresentaram simultaneamente genes codificadores para dois ou trés
diferentes tipos de enterotoxinas estafilococicas.

Varshney et al. (2009) detectaram, em média, cinco diferentes genes
codificadores de enterotoxinas entre S. aureus isolados de diferentes afeccoes.

SEA ¢é mundialmente a mais frequente causa de intoxicacéo
estafilococica (DINGES et al., 2000; ARGUDIN et al., 2010). Pinchuk et al.
(2010) referiram também que a mais frequente enterotoxina estafilococica
associada as intoxicacbes humanas de origem alimentar € SEA, seguida por
SED.

Relatos de surtos de intoxicacao estafilocdcica associados com espécies
coagulase negativa do género Staphylococcus tém sido publicados
(BRECKINRIDGE & BERGDOLL, 1971; VERAS et al., 2003).

No presente estudo foram comparadas as proporc¢des de isolados SCP e
SCN positivos para a presenca de genes codificadores de enterotoxinas
estafilococicas classicas isolados de casos de mastite em bovinos. Verificou-se
gue, no geral os isolados SCN apresentaram positividade significantemente
maior (P < 0.0001) em relagdo aos SCP, quanto a presenca de genes
codificadores de enterotoxinas.

Pimentel et al. (2002) constataram que 24,6% dos pools de amostras de
SCP que produziram algum tipo de toxina, assim como, 41,3% dos pools de
amostras de SCN eram enterotoxigénicos, e concluiram que, no caso de leite
cru, espécies ndo produtoras de coagulase produziram enterotoxinas em maior
frequéncia. Esses resultados concordam com os obtidos no presente estudo
uma vez que foi encontrado a presenca de genes codificadores de
enterotoxinas em proporcao estatisticamente maior entre os SCN (66,4%)
isolados de mastite em relacdo aos SCP (34,8%). Assim, os SCN teriam
potencialmente maior possibilidade de expressar a produgéo de enterotoxinas.

Ao se cotejar a capacidade potencial de producado de enterotoxinas, com
base na deteccdo de genes codificadores por PCR, entre as espécies mais
isoladas dos SCN (S. epidermidis, S. warneri, S. hyicus) com os isolados de S.
aureus, foram observadas diferencas estatisticamente significantes com efeito,

a deteccdo de genes codificadores destas enterotoxinas foi superior nas
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principais espécies de SCN isoladas em relacdo aos isolados de S. aureus, que
apresentaram genes codificadores em 32,2% dos isolados. Em S. warneri, S.
epidermidis, S. hyicus a presenca destes genes foi estatisticamente superior a
S. aureus.Entretanto, quando se comparou a presenca de genes codificadores
das enterotoxinas entre as principais espécies de SCN ndo foram detectadas
diferencas estatisticamente significante (Tabelas 17, 18).

Ao passo que ao se analisar a presenca de gene codificadores de
enterotoxinas em espécies dos 135 SCP isolados nas dez propriedades
leiteiras, detectou-se que 45 dos isolados foram positivos. A comparagao entre
as espécies de SCP em relacdo a presenca desses genes demonstrou que 0s
isolados de S. aureus apresentavam porcentagem significantemente superior
aos isolados S. intermedius, S. hyicus e S. schleiferi subsp coagulans (Tabela
19).

Silva et al., (1999) avaliaram 127 amostras de Staphylococcus aureus
iIsoladas de casos de mastite de bovinos leiteiros do estado de Minas Gerais e
detectaram a producdo de enterotoxinas estafilococicas(SEs) em 30% das
amostras de S. aureus isoladas de mastite bovina (19% SED, 8% SEB, 8%
SEC e 3% SEA).

Os resultados obtidos no presente estudo reforcam a assertiva de
Lamaita (2003) ao referir que os padrdes legais para alimentos especificam
apenas a presenca das espécies coagulase positiva e enfatizou a necessidade
de revisdo da legislagdo brasileira, para incluir estafilococos coagulase
negativa, dada a importancia deste grupo de patdégenos no tocante a

seguranca alimentar.

6.5. Resisténcia aos antimicrobianos
Outros importantes fatores de viruléncia do género Staphylococcus esta
relacionado a resisténcia aos antimicrobianos, representando sério problema
na sanidade animal por dificultar a terapia e, consequentemente, o controle de
casos de mastite. Determinam prejuizos devido aos insucessos terapéuticos,
resultando em gastos com medicamentos e descarte do leite durante

tratamentos infrutiferos.
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Deve-se ainda acrescentar que muitas vezes 0 insucesso terapéutico
traz como consequéncia glandulas maméarias afuncionais. Este achado também
foi observado em todos os rebanhos das dez fazendas amostradas e que na
tabela 3 figuram em porcentagem de quartos perdidos e esses quartos
afuncionais muitas vezes determinam o descarte prematuro do animal.
Ademais, cabe ressaltar que o tratamento em alguns casos mais severos pode
nao impedir a morte do animal.

No estado de S&o Paulo a resisténcia aos antimicrobianos em
Staphylococcus spp. e outros agentes causais de mastite foi avaliada por
diversos pesquisadores nos Uultimas décadas (SCHOCKEN-ITURRINO &
NADER FILHO, 1984; COSTA et al.,, 1985; NADER FILHO et al.,, 1986;
FAGLIARI et al., 1990; BALDASSI et al., 1991; LANGONI et al.,1991; COSTA,
1999; MORENO et al., 1997; NADER FILHO et al., 2007a).

Linhagens de S. aureus resistentes aos antimicrobianos figuram como
problema mundial, e o controle de sua disseminacédo considerados importante
desafio para os profissionais de salde. Ha numerosos relatos da disseminagao
de linhagens resistentes aos betalactamicos, anteriormente eficazes no
tratamento das infec¢des estafilocdcicas. A modificacdo das proteinas ligantes
de penicilina (PBP's), sintetizadas pelo gene mecA se constitui em um dos
principais mecanismos de resisténcia descritos (AARESTRUP et al., 1998).

No entanto, ainda sdo pontuais 0os estudos quanto a resisténcia aos
antimicrobianos entre espécies de estafilococos coagulase negativa.
Guimaraes et al. (2009) avaliaram a resisténcia aos antimicrobianos em 92
SCN isolados de amostras de leite de vacas em lactacdo de propriedades
leiteiras brasileiras e verificaram resisténcia frente a penicilina e & ampicilina
em 21% dos isolados e a tetraciclina em 13%. Detectaram também resisténcia
multipla a dois ou mais antimicrobianos em 7% dos isolados.

A resisténcia bacteriana € um fenbmeno genético, relacionado a
existéncia de genes que codificam diferentes mecanismos bioquimicos,
impedindo a acao de diversos farmacos. Constitui relevante problema de saude
publica pelo risco de transmissdo cruzada interespecifica de linhagens
resistentes, pelo consumo de alimentos de origem animal. Desta forma, o

problema do aumento da resisténcia bacteriana nos humanos ndo € somente
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devido ao uso intensivo e/ou indevido destes farmacos, mas também devido a
transmisséo via alimentos de origem animal (STOHR & WEGENER, 2001)

A possibilidade da transmissao interespecifica de populacdes de micro-
organismos resistentes aos antimicrobianos de uso humano representa sério
risco a saude publica. Uma das espécies de SCN mais frequentemente
isoladas no presente estudo, Staphylococcus epidermidis, é internacionalmente
considerado um dos principais SCN isolados de infeccbes nosocomiais,
causando sérios problemas entre recém-nascidos, bem como pacientes
imunocomprometidos (FREDHEIM et al., 2009). Entre os medicamentos mais
utilizados no tratamento desses pacientes estdo antimicrobianos do grupo dos
betalactamicos, como a meticilina. Foi avaliado no presente estudo o
comportamento S. epidermidis e das demais espécies de SCN frente aos
antimicrobianos (Tabela 26). Pesquisou-se ndo somente a expressao da
resisténcia, como também a presenca de mecA gene codificador da resisténcia
a meticilina, que se presente, constitui risco potencial para expressao de
resisténcia (Tabelas 23, 24, 25). Chu et al. (2008) registraram que as
endocardites causadas por SCN meticilina-resistentes ocasionaram maior taxa

de mortalidade (40%) em relacdo a SCN meticilina-sensiveis (16%).

6.5.1. Gene mecA e resisténcia a meticilina

s

Meticilina € um betalactdmico semissintético. A resisténcia a este
antibidtico esta ligada ao gene mecA que codifica uma proteina penicilina-
ligante, designada como PBP2a, que permite a sintese da parede celular
mesmo na presenca de concentracdes bactericidas de betalactamicos, porque
PBP2a tem uma baixa afinidade por betalactamicos (PINCHUK, et al. 2010). S.
aureus meticilina resistentes (MRSA) sao considerados, mundialmente, sério
problema de Saude Publica e que vem crescendo nas Ultimas décadas. Em
2003, 60% dos isolados de UTI eram MRSA e a maioria dos MRSA eram
também produtores de toxinas (PINCHUK et al, 2010).

Os resultados da pesquisa do gene mecA e resisténcia a meticilina em
micro-organismos do género Staphylococcus isolados de casos de mastite

bovina, nas dez fazendas estudadas, mostraram que gene mecA foi
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identificado em 38% dos 263 isolados. A resisténcia a meticilina foi observada
em 26,6% dos estafilococcos isolados, o que significa que uma parte dos mecA
positivos, ndo expressaram a resisténcia a meticilina. Em 62% dos isolados
ndo foi detectado gene mecA e 73,4% dos 263 estafilococos isolados nao
apresentaram resisténcia a meticilina. A diferenca foi estatisticamente
significante quando se comparou mecA positivo e mecA negativo (P<0,001), foi
também significante entre isolados resistentes e sensiveis a meticilina
(P<0,001), mecA positivos e resisténcia negativa (P<0,01) e também entre
isolados em que ndo se detectou 0 gene mecA e eram resistentes a meticilina
(P<0,001). Entre os 263 micro-organismos do género Staphylococcus 14,4%
(38) foram positivos para mecA e apresentaram simultaneamente resisténcia a
meticilina (Tabela 23).

O gene mecA foi identificado em 45,6% das 90 linhagens de S. aureus
isolados e a resisténcia a meticilina foi observada em 27,8 %. Em 21,1% das
90 linhagens S. aureus detectou-se mecA e simultaneamente foi observada
resisténcia a meticilina, portanto, nem todos mecA positivos expressaram a
resisténcia a meticilina, como também foi observado entre espécies SCN
(Tabela 28). O mesmo se verificou em relacdo aos demais SCP e em relacao
aos SCN, cujos resultados estdo na Tabela 23. Esses resultados indicam a
presenca de outros mecanismos de resisténcia além dos codificados por mecA.

Entre os SCN 32% apresentaram gene mecA e 25% foram resistentes a
meticilina. A presenca de mecA em isolados de S. aureus foi estatisticamente
superior aos detectados em SCN, porém em relacdo a resisténcia a meticilina o
mesmo néo foi observado. Entre os SCN 11% apresentaram simultaneamente
mecA e resisténcia a meticilina, porém quando comparados com S. aureus e
SCP outros que nao S.aureus, nao foram detectadas diferengas significantes.
(Tabela 23).

6.5.2. Resisténcia geral aos antimicrobianos

Ao ser avaliada a resisténcia dos 128 SCN isolados a 13
antimicrobianos, verificou-se que as maiores resisténcias foram frente a
ampicilina, penicilina e oxacilina, resultados que sdo semelhantes ao verificado
por Guimaraes et al., (2009). Em contraste, as menores taxas de resisténcia

dos isolados foram frente a ciprofloxacina, cotrimozaxol e vancomicina.
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Nenhuma das 128 amostras de SCN apresentou resisténcia a enrofloxacina,
cefalotina, cefoxitina (Tabela 26).

Em relacdo aos 90 S. aureus isolados (Tabela 27) e dos 45 isolados das
demais espécies de SCP observou-se que também as mais altas resisténcias
foram verificadas frente a ampicilina (28,8%), penicilina (28,1%) e oxacilina
(25,9%), e ndo foi detectada resisténcia dos isolados frente a gentamicina e
tampouco as fluorquinolonas (ciprofloxacina e enrofloxacina). Verificou-se que
9/21 isolados de S. intermedius e 11/19 isolados de S. hyicus foram resistentes
a ampicilina, penicilina e oxacilina

Nader Filho et al. (2007b) encontraram resultados semelhantes aos
obtidos no presente estudo em relacdo a maior resisténcia dos isolados frente
a ampicilina e penicilina, bem como a baixa resisténcia frente a gentamicina.
Entretanto, esses autores observaram elevada sensibilidade a oxacilina, fato
nao observado no presente estudo. Nader Filho et al. (2007b) estudaram a
sensibilidade antimicrobiana “in vitro”, pela técnica de difusdo em discos em 72
S. aureus isolados de amostras de leite de vacas com mastite clinica e
subclinica, em 10 propriedades rurais do estado de Sao Paulo e verificaram
maior sensibilidade das linhagens a gentamicina (98,6%) e a eritromicina
(98,6%), seguidos por estreptomicina (94,4%), oxacilina (84,7%), novobiocina
(73,4%), vancomicina (72,2%), ampicilina (4,2%) e a penicilina (2,8%).

A elevada resisténcia simultanea a penicilina e a ampicilina observada
no presente estudo, também foi observada por Lange et al. (1997) no Rio
Grande do Sul, Raimundo et al. (1999) e Pereira (2001) em Minas Gerais.
Nader Filho et al. (2007b), em Sao Paulo, além da alta resisténcia
concomitante a ampicilina e penicilina, referiram, ainda, que as 72 (100%)
cepas estudadas apresentaram resisténcia a pelo menos dois antimicrobianos.

Foi observada multirresisténcia em espécies de isolados SCN e SCP
frente  aos antimicrobianos testados, utilizando-se como  critério
multirresisténcia quando determinado isolado apresentava resisténcia a dois ou
mais antimicrobianos de grupos diferentes ou a trés ou mais antimicrobianos do
mesmo grupo farmacoldgico. Foi observado 14,1% de multirresisténcia entre as
espécies de SCP. Destas trés S. aureus isolados foram resistentes a cinco
antimicrobianos, dos quais dois resistentes a ampicilina, penicilina, oxacilina,

tetraciclina e neomicina, (betalactamicos, tetraciclina e aminoglicosideo),
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enquanto outro foi resistente a ampicilina, penicilina, oxacilina, tetraciclina e
vancomicina (Tabela 29). Entre os isolados de S. intermedius, uma linhagem foi
resistente concomitantemente a ampicilina, penicilina e gentamicina e outra a
ampicilina e vancomicina.

Entre os isolados das espécies de SCN observou-se multirresisténcia
em 18,7% dos 128 isolados. Em S. warneri foi extremamente preocupante, o
fato de um dos isolados ter apresentado resisténcia concomitantemente a sete
antimicrobianos: ampicilina, penicilina, oxacilina, tetraciclina e neomicina,
ciprofloxacina, gentamicina e outro isolado de S. epidermidis foi resistente a
cinco antimicrobianos: ampicilina, penicilina, tetraciclina, ciprofloxacina,
gentamicina e vancomicina e ainda, um isolado de S. hyicus resistente a
ampicilina, penicilina, oxacilina, tetraciclina e neomicina e isolado de S.
schleiferi subsp schleiferi resistente a ampicilina penicilina, oxacilina, tetaciclina
e neomicina.

Chu et al. (2008) verificaram que SCN isolados de casos nosocomiais
apresentavam taxa de resisténcia a meticilina superior aquela de isolados dos
casos da comunidade, o que determinou a necessidade de terapias alternativas
eficazes e estes casos vem sendo tratados com vancomicina.

A vancomicina é considerada na atualidade medicamento de escolha
nos tratamentos nosocomiais de infec¢des por Staphylococcus spp., nos casos
em que ha resisténcia a meticilina. No presente estudo, observou-se que 3,7%
dos isolados de S. aureus e 1,6% das amostras de SCN foram resistentes a
este antimicrobiano. Essa resisténcia emergente a vancomicina em
estafilococos originarios de mastite bovina, também registrada por Costa et al.,
(2004), que foi também observada por Nader Filho et al (2007b), constitui

aspecto que merece preocupacao em saude publica.

6.5.3. Perfis de resisténcia aos antimicrobianos

Os SCN séo responsaveis pela maioria dos episddios de septicemias em
UTIs Neonatais, causados principalmente por S. epidermidis, enquanto S.
haemolyticus é o segundo em frequéncia de isolamento em pacientes com
infeccdes hospitalares (FREDHEIM et al., 2009).

Foram analisados os perfis observados entre as espécies de SCN de
iIsolados de casos de mastite bovina de cinco regides do estado de S&o Paulo
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com maior frequéncia, no presente estudo, respectivamente S. epidermidis, S.
hyicus e S. warneri, associando-se resisténcia a antimicrobianos “in vitro” e
deteccdo de mecA por PCR (tabelas 30, 31 e 32), ou seja associando-se
caracteristica fenotipica a genotipica.

Foram verificados nove perfis de resisténcia “in vitro” a antimicrobianos e
mecA entre 19 S. epidermidis isolados de casos de mastite em oito das
fazendas estudadas. Apenas nas fazendas VI e IX, esta espécie nao foi
isolada. O perfil de maior ocorréncia foi B (47,4%) mecA negativo e
sensibilidade a todos antimicrobianos. Do perfil A, mecA positivo e
sensibilidade a todos antimicrobianos testados, foram dois isolados em duas
fazendas e do perfil C (12,2%) mecA positivo e oxacilina resistente, foram dois
isolados em duas fazendas. Os demais perfis foram verificados em um so6
isolado. O perfil B apresentou a maior dispersdo dentre os isolados de S.
epidermidis, identificado em 5 fazendas.

E preocupante a detecgdo no presente estudo de S. epidermidis, com
perfil KK, ou seja, mecA positivo e resisténcia a tetraciclina, a ciprofloxacina, a
gentamicina, a ampicilina, a penicilina e a vancomicina, mesmo que tenha sido
em uma sO propriedade leiteira (faz. V), uma vez que S. epidermidis é
considerado o mais frequente SCN isolado de severas infec¢cdes nosocomiais
em humanos (PATEL et al., 2000; RUHE et al., 2004). Verificou-se resisténcia
a vancomicina, que é considerado como de primeira escolha para tratamento
nosocomial de casos de infec¢cdes severas por estafilococos meticilina
resistentes, com resisténcia simultanea a outros antimicrobianos dos diferentes
grupos farmacologicos: quinolonas, aminoglicosideos, betalactamicos e
tetraciclinas.

Foram detectados nove perfis de resisténcia “in vitro” aos
antimicrobianos testados e mecA entre os 11 S. hyicus isolados de casos de
mastite em seis das fazendas estudadas. O perfil de maior ocorréncia foi A
(43,8%) mecA positivo e sensibilidade a todos antimicrobianos. Do perfil B,
mecA negativo e sensibilidade a todos antimicrobianos testados, foram trés
isolados em trés fazendas, e os demais perfis corresponderam apenas a um
isolado. Em relacdo a disperséo verificou-se que o perfil A foi identificado em 5
fazendas. Nao foi detectado S. hyicus com resisténcia a vancomicina (Tabela
31).
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Entre os 40 S. warneri isolados de casos de mastite de sete das
fazendas estudadas, foram evidenciados 18 perfis de resisténcia “in vitro” a
antimicrobianos e mecA. S. warneri s6 ndo foi isolado nas fazendas VIII, IX e
X. O perfil de maior ocorréncia foi B (40%) mecA negativo e sensibilidade a
todos antimicrobianos. Do perfil C, mecA negativo e resisténcia a oxacilina,
foram 4 isolados em duas fazendas e do perfil D, mecA negativo e oxacilina
resistente, que foram 3 isolados em duas fazendas, os demais perfis foram
verificados em um s6 isolado. Em relacéo a disperséo verificou-se que o perfil
B foi identificado em 6 fazendas. Em uma das fazendas (Faz. V) foi detectado
um isolado de perfil PP mecA negativo resistente a ampicilina, penicilina,
oxacilina, gentamicina, neomicina, ciprofloxacina e tetraciclina resistente. Outro
perfil que chamou atencao foi o EE (Faz, Ill) que apresentou mecA positivo e
resisténcia a cotrimozaxol, oxacilina, gentamicina e vancomicina o que também
constitui motivo para preocupacao (Tabela 32).

Foram verificados em 90 S. aureus, isolados de casos de mastite em nove
das fazendas estudadas, 15 perfis de resisténcia “in vitro” aos antimicrobianos
e mecA. Apenas na fazenda Il, ndo se isolou esta espécie (Tabela 33). Os
perfis de maior ocorréncia foram perfil A (22,2%) foi mecA positivo e
sensibilidade a todos antimicrobianos testados e perfil B (32,2%) mecA
negativo e sensibilidade a todos antimicrobianos, perfil Q (6,7%) mec A positivo
e penicilina resistente, seguido dos perfis que apresentaram 5,5% de
ocorréncia, perfil C, mecA positivo e oxacilina resistente, perfil R mecA negativo
e penicilina resistente, perfil S mecA negativo e ampicilina, penicilina e
oxacilina resistente. Em relacdo a dispersdo verificou-se que o perfil B foi
identificado em 6 fazendas e o perfil C em 4 fazendas. E interessante referir a
deteccdo do E em que se verifica mecA negativo e resisténcia a vancomicina,
presente apenas na fazenda IV, devido a gravidade representada pela
resisténcia a esse antimicrobiano, considerado de primeira escolha para
tratamento nosocomial de casos de infec¢gbes severas por S. aureus meticilina
resistentes.

Desperta também atencdo a fazenda VIII pelo grande numero de
diferentes perfis isolados na propriedade. Foram detectados sete perfis, 0 que
sugere a aquisicdo de animais de diversas origens e incorporados diretamente

ao rebanho. Provavelmente esta propriedade ndo cria suas novilhas de
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reposicdo ou recentemente montou seu rebanho por aquisicao de varias outras
propriedades leiteiras, uma vez que s6 11 S. aureus foram isolados de mastite
nessa fazenda. Por outro lado, ndo surpreende que se tenha se verificado a
presenca de 12 diferentes perfis na fazenda X, pois nesta propriedade foram
isolados mais de 30% de todos os S. aureus identificados nesse estudo.

Nader filho et al, (2007b) concluiram que em razdo dos resultados
obtidos no estudo de sensibilidade “in vitro” realizado, que para a escolha do
medicamento a ser utilizado no tratamento da mastite bovina por S. aureus, ha
uma imperiosa necessidade do conhecimento do perfil de sensibilidade frente
aos antibioticos e quimioterapicos das cepas isoladas.

Considera-se extremamente pertinente a assertiva de Nader filho et al,
(2007b) em relacdo a realizacao de pesquisas sobre os perfis de sensibilidade
de S. aureus isolados de mastite, mas acrescentar-se-ia, com base no
demonstrado pelos resultados do presente estudo, ser igualmente fundamental
a realizacdo de estudos sobre os perfis de resisténcia ndo s6 de S. aureus,
mas dos SCN. A necessidade de pesquisas dessa natureza se deve nao s ao
estabelecimento de medidas terapéuticas e de controle de mastite, mas
também pelas sérias implicacdes em saude publica.

Estudos sobre a ocorréncia desses micro-organismos em rebanhos de
varias regides de producdo leiteira e a pesquisa de fatores de viruléncia e
fatores de resisténcia sdo necessarias no intuito de investigar os fatores de
viruléncia, suas principais caracteristicas epidemiolégicas de ocorréncia e
transmissao (prevaléncia, incidéncia e vias de transmissédo), pois 0 maior
conhecimento facultaria melhor dimensionamento da participacdo das espécies
de estafilococcos coagulase negativas na mastite e o0 risco a saude do
consumidor e mesmo a saude publica como um todo, além de proporcionar a
adocao de medidas de controle mais efetivas, para minimizar os riscos de

agravos aos humanos.
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7. Conclusoes

1. O presente estudo evidenciou a importancia de espécies de SCN na
etiologia da mastite bovina pela elevada frequéncia de ocorréncia nos dez
rebanhos pesquisados. Pode-se concluir pelo que foi verificado o potencial
risco representado por esses micro-organismos a Saude Publica, uma vez que
foram detectados entre esses isolados genes codificadores de enterotoxinas
classicas (sea, seb, sec, sed), que sdo importantes fatores de viruléncia
considerando-se o risco das intoxicagdes de origem alimentar.

2. O comprometimento na qualidade do leite por determinarem significante
elevacdo da CCS, parametro nacional e internacional de qualidade uma vez
gue os valores maximos de CCS detectados em ambos os grupos foram
semelhantes demonstrando a capacidade dos SCN suscitarem processo
inflamatério de elevada intensidade caracterizada pelo refletido na resposta
celular.

3. A alta ocorréncia de espécies de SCN como S. epidermidis, S. warneri,
S. hyicus, S. haemolyticus, ressalta a relevancia deste grupo de patégenos na
etiologia da mastite em vacas e 0s riscos em saude publica, devido a presenca
de fatores de viruléncia como genes codificadores de enterotoxinas e fatores
de resisténcia aos antimicrobianos.

4. Considerou-se altamente preocupante a elevada resisténcia a
antimicrobianos de diferentes grupos famacologicos apresentada por alguns
dos isolados, como os isolados de perfil kk de S.epidermidis mecA positivo e
resisténcia a tetraciclina, a ciprofloxacina, a gentamicina, a ampicilina, a
penicilina e a vancomicina e S. warneri de perfil pp mecA negativo e resisténcia
a ampicilina, penicilina oxacilina, cefalexina, gentamicina, neomicina,
ciprofloxacina e tetraciclina. Nao so pela imposicéo de restricdes ao tratamento
dos animais como pela possibilidade da transmissdo de resisténcia cruzada
interespecificas.

5. A relevancia de S. aureus e de outras espécies dentre os coagulase
positivos isolados de casos de mastite das dez fazendas de cinco regides do
estado de S&o Paulo, como S. intermedius e S. hyicus na etiologia da mastite e

na génese das intoxicacoes de origem alimentar em humanos pela presenca
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de genes codificadores de enterotoxinas e ainda deteccdo de fatores de

resisténcia como mecA.
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The purpose of this study was to isolate staphylococci agents of bovine mastitis cases in
ten Brazilian dairy herds, to proceed their identification to the species level, to evaluate
their potential capability in producing enterotoxins. A total 4.592 mammary glands of
1,148 dairy cows were examined by strip cup and CMT. A total of 263 staphylococci
isolates from mastitis cases were, respectively: 48.7% were CNS, 34.2% S. aureus and
15.9% other CPS. PCR assay was used to determine the presence of classical
enterotoxin codifying. Among the 128 CNS isolates 17 species causing mastitis were
identified: S.warneri (31.3%), S. epidermidis(14.8%) and S.hyicus (12.5%) were the
more frequently isolated. Among 132 CPS were: S.aureus (68.2 %), S.intermedius
(15.2%), coagulase positive S.hyicus (12.9%) and S. scheleferi subsp coagulans (3.8%).
Among CNS enterotoxin genes were determined as: 35.1% sea, 7.1% seb, 6.5% sec,
1.8% sed) 5.3% both sea and seb, 3.6% both sea, sec and sed, 1.8% both sec and sed.
Whereas among CPS isolates the enterotoxin genes were: 9.5% sea, 4.4% seb, 5.0%
sec, 1.9% sed; both sea and seb 1.3%, 1.3% both sea, sec and sed, 4.4 % both sec and
sed,, 0.6% both sea and seb. The highest enterotoxigenic potential were found in: S.
hyicus, 81.3% were positive for enterotoxin genes, 70% S. warneri and, 63.1% S.
epidermidis. In parallel, only 32.2% of S. aureus isolates were positive for enterotoxin
genes. These results demonstrated that besides S. aureus other staphylococci from
bovine mastitis have a high enterotoxigenic potential, and, represent hazard to

consumer’s health.

Key words: S.aureus, S.warneri, S. epidermidis, S. intermedius, S.hyicus, , CNS and

CPS identification, bovine mastitis, PCR enterotoxin genes
INTRODUCTION

Food-borne diseases are of major concern worldwide. Food poisoning is a term
used to express any type of disease, illness after consuming food.

Recent outbreaks of food-borne diseases highlight the need for reducing
bacterial pathogens in foods of animal origin. Zoonotic bacteria can cause clinical
disease, morbidity and mortality in animals and are a major source of economic loss to
the livestock industry worldwide. Moreover these pathogens could be carried
asymptomatically and can be transmitted through the food chain to humans becoming a

risk for the health as food-borne disease (Gaggia et al., 2010).
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More than 250 different food-borne diseases have been described and bacteria
are the causative agents of two thirds of food-borne disease outbreaks (Le Loir et al.,
2003). Besides being the more frequent cause, bacterial food poisoning is the most
serious type of food poisoning, which may be due to bacterial infection or food
intoxication.

Among bacteria involved in these diseases, Staphylococcus aureus is a leading
cause of gastroenteritis resulting from the consumption of a food in which
enterotoxigenic staphylococci have grown and produced toxins. They are highly stable,
resist most proteolytic enzymes, such as pepsin or trypsin, and thus keep their activity in
the digestive tract after ingestion. They also resist chymotrypsine, rennin and papain.
Staphylococcal enterotoxins are highly heat resistant. Genes encoding SEs have
different genetic supports, most of which are mobile genetic elements, while some of
thm are chromosomally located, others are carried by phages, whereas others have been
found in plasmids. Normally, they exert their effects on the gastrointestinal tract and
therefore are called enterotoxins (Bergdoll, 1983).

Staphylococcal food poisoning is due to the absorption of staphylococcal
enterotoxins preformed in the food. Symptoms are of rapid onset and include nausea
and violent vomiting, with or without diarrhea (Bhatia and Zahoor, 2007).

While not considered a highly lethal agent due to the low mortality associated
with the illness, staphylococcal enterotoxins are considered a potential biological threat
because of their stability at high temperatures (100°C for 1 h) and ability to incapacitate
individuals for several days to two weeks (Bhatia and Zahoor, 2007).

The illness is usually self-limiting and only occasionally it is severe enough to
warrant hospitalization. SEA is the most common cause of staphylococcal food
poisoning worldwide, but the involvement of other classical SEs has been also
demonstrated (Argudin et al., 2010).

Forty species of the genus Staphylococcus have been identified thus far
(Bannerman, 2003). S. aureus, a coagulase-positive species which produces several
other enzymes and toxins, is the best known and has been frequently implicated in the
etiology of a series of infections and intoxications in animals and humans, whereas
coagulase-negative staphylococci (CNS), representing the majority of species, have
been considered to be saprophytic or rarely pathogenic (Kloos and Schleifer, 1975).

Over the last decades, however, CNS have been recognized as the etiological

agents of a series of infectious processes, representing the microorganisms most
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commonly isolated from human blood cultures and nosocomial infections (Huebner and
Goldmann, 1999).

Some studies have suggested an association between CNS, S. epidermidis, and
nosocomial infections (Vuong and Otto, 2002) with this species being identified in 74 to
92% of patients with bacteremias (Martin et al. 1989). Several studies have reported a
series of infections caused by other CNS species (Herwaldt et al. 1996), mainly S.
haemolyticus which is the second most frequently detected species (Bannerman, 2003).

Safety hazards associated with CNS were mostly limited to the presence of
antibiotic resistance and researches have demonstrated that seventy-one percent of the
strains possessed at least one gene encoding antibiotic resistance (Even et al., 2010).

Nowadays, CNS had been recognized as important emergent pathogens of
bovine mastitis (Macovec and Ruegg, 2003; Nevala et al., 2004; Piepers et al. 2007;
Costa et al., 2008) sometimes just as mild mammary gland inflammation but mostly as
subclinical and even clinical mastitis reducing milk production (Gréhn et al., 2004; De
Vliegher et al., 2005; Taponem et al., 2006).

Bovine mastitis caused by staphylococci determines relevant economical losses
and in milk quality. Considering that milk and dairies have great nutritional relevance
and, staphylococcal food poisoining is of major concern in public health programs
worldwide, research is also needed for the identification of new potentially
enterotoxigenic staphylococci.

Therefore, the purpose of this study was to isolate and identified the main
staphylococci species causing bovine mastitis in 10 (ten) Brazilian dairy herds and
study their capability in producing the classical enterotoxins, by the detection of the
classical enterotoxin codifying genes.

MATERIAL AND METHODS

A total 4.592 mammary glands of 1.148 dairy cows from ten dairy herds, located
in five different regions in the state of S&o Paulo, Brazil, were examined by strip cup
and CMT (Schalm & Norlander, 1957), from these 1.318 milk samples were collected
for microbiological exams.

The isolates obtained from milk samples were plated onto blood agar and Gram
stained in order to guarantee their purity and the preservation of their morphology and
specific staining. After confirmation of these characteristics, the isolates were submitted

to the catalase and coagulase tests. Bacterial suspensions were inoculated as described
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by Kloos and Schleifer, (1975). Readings for the two steps were obtained after 24, 48,
and 72 h of incubation at 37°C, and CNS species were identified according to the
identification scheme. Staphylococcus was differentiated from Micrococcus species on
the basis of the oxidation and fermentation of glucose, resistance to bacitracin (0.04 U)
indicated by absence of an inhibition halo or presence of an inhibition halo measuring
up to 9 mm in diameter, and susceptibility to furazolidone (100 pg) characterized by
inhibition zones measuring 15 to 35 mm in diameter (Baker 1984). The following
international reference CNS strains were used as controls: S. epidermidis (ATCC
12228), S. simulans (ATCC 27851), S. warneri (ATCC 10209), S. xylosus (ATCC
29979), and S. saprophyticus (ATCC 15305) and S. aureus (ATCC 33591 and ATCC
25923).

The Staphylococcus spp identification reference method of proposed by Kloos
and Schleifer (1975) modified by Cunha et al., (2006) were adopted. This method
consists of a set of biochemical tests that determine the utilization of the sugars xylose,
arabinose, sucrose, trehalose, maltose, mannitol, lactose, xylitol, ribose, fructose, and
mannose, production of hemolysin, nitrate reduction, presence of urease and ornithine
decarboxylase, and resistance to novobiocin characterized by an inhibition halo of up to
16 mm. Readings of the tests were obtained after 24, 48, and 72 h of incubation at 37°C
in an air incubator.

PCR assay was used to determine the presence of enterotoxin genes (sea, seb,
sec and sed). A total of 263 isolates were evaluated by Polimerase Chain Reaction
(PCR)

DNA extraction was carried out by using Illustra Blood GenomicPrep Mini
Spin® Kit (GE Healthcare), PCR reactions were performed by employing the primers
previously described by Johnson et al. (1991). The amplification was performed in a
DNA thermal cycler (Mastercycler® ep eppendorf, Hamburg, Germany), and the
amplicons were visualized by electrophoresis in 2% agarose gel with SYBR® Safe
DNA gel stain (Invitrogen), in concentration of 1 pL in 10 mL of gel. PCR assay was
used to determine the presence of enterotoxin codifying genes (sea, seb, sec and sed).
The following international reference strains were used as controls: S. aureus (ATCC
33591 and ATCC 25923). Thermocycler parameters were: sea: initial denaturation at
94°C for 4 minutes, denaturation at 94°C for 2 minutes, annealing at 51°C for 2 minutes
and extension at 72°C for 1 minutes 30 seconds, denaturation at 94°C for 2 minutes,

annealing at 53°C for 2 minutes and extension at 72°C for 1 minutes 30 seconds for 35
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cycles. A final extension was realized at 72°C for 7 minutes; seb: initial denaturation at
94°C for 4 minutes, denaturation at 94°C for 2 minutes, annealing at 55.5°C for 2
minutes and extension at 72°C for 1 minutes 30 seconds for 38 cycles. A final extension
was realized at 72°C for 7 minutes; sec: initial denaturation at 94°C for 4 minutes,
denaturation at 94°C for 2 minutes, annealing at 52.4 °C for 2 minutes and extension at
72 °C for 1 minutes 30 seconds for 38 cycles. A final extension was realized at 72 °C for
7 minutes; sed: initial denaturation at 94 °C for 4 minutes, denaturation at 94 °C for 2
minutes, annealing at 55 °C for 2 minutes and extension at 72 °C for 1 minutes 30
seconds, denaturation at 94 °C for 2 minutes, annealing at 53 °C for 2 minutes and
extension at 72 °C for 1 minutes 30 seconds, denaturation at 94 °C for 2 minutes,
annealing at 51 °C for 2 minutes and extension at 72 °C for 1 minutes 30 seconds for 38
cycles. A final extension was realized at 72 °C for 7 minutes;

The statistical analysis was performed using the Statistical Analysis Systems For
Personal Computers software (Kruskal-Wallis -ANOVA non parametric test, Mann-

Whitney test and Fisher’s exact test).

RESULTS

A total of 260 (19.9%) Staphylococcus spp were isolated from 1318 bovine
mastitis cases, from these: 34.5% were S. aureus, CPS others than S.aureus were 42
(16.1%) and 128 (49.3%) were CNS (Table 1).

The CNS were isolated in higher number than S. aureus (P=0.0372) and also
than CPS other than S .aureus(P=0.0002). And S. aureus was isolated in higher number
than other CPS (P=0.0403). S. aureus a classical etiological mastitis agent and
important pathogen to human being due to its capability to produce several virulence
factors, was isolated in a high percentage. However, was interesting observed the
increase percentage of CNS isolates (Table 1).

Considering the total of the 1318 cases of mastitis the percentage of isolation
were the following: 9.7 % CNS, 6.8% S. aureus and 3.2% CPS others than S.aureus,
among those three species were isolated: coagulase positive S. hyicus, S. intermedius
and S. schleiferi subsp coagulans (Table 2).

Seventeen different species of CNS were isolated, respectively: S. auriculares,
S. capitis, S. chromogenes, S. cohnii subsp cohnii, S. epidermidis, S. haemolyticus, S.

hominis, S. hyicus, S. lugdunensis, S. pasteuri, S. saccharolyticus, S. saprophyticus
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subsp bovis, S. saprophyticus subsp saprophyticus, S. schleiferi subsp schleiferi, S.
sciuri subsp sciuri, S. simulans, S. warneri, S. xylosus (Table 3).

Table 1. Staphylococcus spp. isolated from a total of 1318 bovine mastitis cases in ten
Table 2. Coagulase Positive Staphylococci (CNS) isolated from bovine mastitis cases of

Table 3. Coagulase Negative Staphylococci (CNS) isolated from bovine mastitis cases

In the table 3, it can be observed that S. warneri (31. 3%), S. epidermidis(14.8%)
and S. hyicus (12.5%) were isolated in high percentage among the CNS isolates. The
same species have been referred in other studies by its high occurrence among the
bovine mastitis isolates staphylococci. The isolation of S. warneri was significantly
higher than S. epidermitidis (P = 0.0028), the second CNS highest isolated. Therefore it
can be inferred that isolation of S. warneri was higher than other CNS species isolated
from bovine mastitis cases in the studied dairy herds.

The dispersion of the Staphylococcus species among the ten dairy herds can be
verified in table 4 and table 5. It must be pointed out that not even S. aureus was
isolated from mastitis cases in all the studied dairy herds. Among the CPS, S. aureus
occurred in nine out the ten farms, S. hyicus in 7 farms, S. intermedius in 6 farms, S.
schleiferi subsp coagulans in only three of them (Table 4). Among the CNS it was
verified that: S. epidermidis was detected in 8 of the ten studied dairy herds, S. warneri
in 7 farms and S. hyicus in 6 farms. Some of the CNS species were isolated only in one
of the farms: S. saprophyticus subsp saprophyticus, S. auriculares, S. capitis, S.

chromogenes (Table 5).

Table 4. Dispersion of Coagulase Positive Staphylococci (CPS) isolates from bovine
Table 5. Dispersion of Coagulase Negative Staphylococci (CNS) isolates from bovine

Among the CNS isolates the occurrence of enterotoxin genes was determined as
35.1% for sea, 7.1% for seb, 6.5% for sec, 1.8% for sed) 5.3% for both sea and seb,
3.6% for both sea, sec and sed, 1.8% for both sec and sed,, respectively (Table 6)

Among the CPS isolates the occurrence of enterotoxin genes was determined as
9.5% for sea, 4.4% for seb, 5.0% for sec, 1.9% for sed; for both sea and seb 1.3%, 1.3%
for both sea, sec and sed, 4.4 % for both sec and sed,, 0.6% for both sea and seb

respectively
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Table 6 Classical staphylococcal enterotoxin codifyng genes detected by PCR in the

Table 7 Classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by PCR in the S.

The present study verified that 66.4% of CNS isolates showed the classical
enterotoxin code genes, sea, seb, sec, sed. In table 6, it can be also verified that 34.8%
CPS isolates showed the classical enterotoxin code genes, sea, seb, sec, sed. When
compared it was observed that the difference was significant (P < 0.0001), a higher
number of CNS showed classical enterotoxin code genes than CPS isolates.

The sea enterotoxin code genes (9.5%) detected by PCR in CPS differ
significantly (P < 0.0001) when compared with CNS (35.1%) sea enterotoxin code
genes (Table 6). And sea enterotoxin code genes (35.1%) among CNS was significantly
higher (P < 0.0001) than seb code genes (7.1%), therefore, it can be inferred that among
the CNS isolates from bovine cases in studied dairy herds sea enterotoxin code genes

was significantly higher than all the classical enterotoxin code genes (Table 6).

Table 8 Classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by PCR in the S.

The classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by PCR in the S.
warneri, S. epidermidis and S. hyicus isolated from bovine mastitis were presented in
table 7. S. warneri isolates showed a higher percentage of sea when compared with seb (
P<0.001) and, sea was higher than sec (P<0.01) and, sea was also higher than sed
(P<0.001), whereas S. hyicus isolates showed a higher percentage of sea than. sec
P<0.01(Table 7). In table 8 the classical staphylococcal enterotoxin code genes detected
by PCR in the main SPC species isolated from bovine mastitis were presented: S.
aureus, S. intermedius and S. hyicus.

When it was compared the potential capability of enterotoxin production based
in the detection of code genes by PCR, among the isolates, it was verified that the
presence of enterotoxin code genes in some of the isolated species of CNS, S.
epidermidis, S. warneri and S. hyicus were higher than in S. aureus isolates and the
differences were statistically significant (Tables 9, 10 and 11). On the other hand, it was
not detected any difference when it was compared the potential capability of enterotoxin
production based in the detection of code genes by PCR, among the main CNS isolates
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(Table 12 and 13). The same was verified when the main CPS isolated species were
compared (Tables 14, 15 and 16)

Table 9. Comparison of classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by

Table 10. Comparison of classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by
Table 11. Comparison of classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by
Table 12. Comparison of classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by
Table 13. Comparison of classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by
Table 14. Comparison of classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by
Table 15. Comparison of classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by

Table 16. Comparison of classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by

DISCUSSION

Food-borne diseases are of major concern worldwide, and Staphylococcus
aureus is considered one of the predominant bacteria involved in these diseases, is a
leading cause of gastroenteritis resulting from the consumption of a food in which
enterotoxigenic staphylococci have grown and produced toxins (Le Loir et al., 2003).

S. aureus was also considered a major pathogen in bovine mastitis etiology.
Nevertheless, nowadays other staphylococci have been implicated in an increasing
number of animal as well human pathologies (Santos et al., 2008). Previous Brazilian
studies in bovine mastitis referred enterotoxin (SEs) production in Staphylococcus
aureus isolates. Silva et al., (1999) observed that 30% from 127 S. aureus isolates
produced enterotoxins (19% sed, 8% seb, 8% sec e 3% sea).

CNS species have assuming an important role in mastitis etiology, as was well
demonstrated by several researchers throughout the (Macovec and Ruegg, 2003; Nevala
et al., 2004; Piepers et al. 2007; Costa et al., 2008). The main SCN species in mastitis
varied with the study region as well as from country to country, however S. warneri and
S. epidermidis have been the most frequently SCN isolated (Costa et al.,2008).

The results of the present study showed that S.aureus, a classical etiological
mastitis agent and important pathogen to human beings, due to its capability to produce
several virulence factors, was isolated in a high percentage. Yet, it was interesting
observed the increase percentage of CNS isolates. A total of 263 (19.9%)
Staphylococcus spp. were isolated from 1318 bovine mastitis cases, from these 34.5%
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were S. aureus, non-S.aureus CPS were 43 (16.3%) respectively, S. intermedius, S
hyicus and, S. schleiferi subsp coagulans and 128 (49.3%) were CNS. Seventeen
species of CNS were isolated, respectively: S. auriculares, S. capitis, S. chromogenes,
S. cohnii subsp cohnii, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. hyicus, S.
lugdunensis, S. pasteuri, S. saccharolyticus, S. saprophyticus subsp bovis, S.
saprophyticus subsp saprophyticus, S. schleiferi subsp schleiferi, S. sciuri subsp sciuri,
S. simulans, S. warneri, S. xylosus. Among the CNS isolated species the predominant
were: S. warner | (31. 3%), S. hyicus (12.5%) and S. epidermidis (14.8%).

The same species have been referred in other studies by its high occurrence
among the bovine mastitis isolates staphylococci. Costa et al.(2008) studied bovine
cases by CNS, in dairy herds located in the states of Sdo Paulo and Pernambuco and it,
was verified the following results: S. warneri (45.5%); S. hyicus (18.2%); S.
chromogenes (14.3%), S. epidermidis (5.2%); S. saprophyticus (5.2%); S.haemolyticus
(5.2%); S. capitis (2.6%); S. simulans (1.3%); S. xylosus (1.3%); S. hominis (1.3%).

Though, not only the frequency of isolation but also their capability of
dispersion reflecting their infectivity are important and must be considered in a study. In
respect to Staphylococcus species dispersion among the ten dairy herds, it must be
pointed out that, not even S. aureus was isolated in all the studied dairy herds from
mastitis cases. Among the CPS, S. aureus occurred in nine out the ten farms, S. hyicus
in 7 farms, S. intermedius in 6 farms and, S. schleiferi subsp coagulans in only three of
them. Among the CNS it was verified that: S. epidermidis was detected in 8 of the ten
studied dairy herds, S. warneri in 7 farms and S. hyicus in 6 farms. Some of the CNS
species were isolated only in one farm: S. saprophyticus subsp saprophyticus, S.
auriculares, S. capitis, S. chromogenes, and, not necessarily in the same farm. It was
verified the same in relation to S. aureus isolated from carriers and bovine mastitis
cases, when were studied 10 dairy herds from S&o Paulo and Pernambuco Brazilian
states (Santos et al. 2009).

S. epidermidis has been often described as cause of bacteremia, osteomyelitis,
endophthalmitis infections due to implanted medical devices such as prostheses and
catheters, infection of surgical wounds, peritonitis in patients on continuous peritoneal
dialysis,. S. haemolyticus commonly determines: endocarditis, peritonitis, septicemia,
and infections of the urinary tract, wounds, bone, and joints, and S. saprophyticus
ferquently associated with urinary infections and septicemic processes. Other significant

pathogens associated with nosocomial infections include: S. hominis, S. warneri, S.
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capitis, S. simulans, S. cohnii, S. xylosus, and S. saccharolyticus (Bannerman, 2003). S.
lugdunensis was associated with endocarditis after implantation of prosthetic valves,
with peritonitis, with soft tissue infection, and with vertebral osteomyelitis (Osmon et
al. 2000).

It must be pointed out that in the present study were isolated in high level the
CNS species most frequently found as cause of diseases in humans and can be
transmitted through milk. Safety hazards associated with CNS were mostly limited to
the presence of antibiotic resistance (Even et al., 2010).

According to Even et al. (2010) seventy-one percent of the strains possessed at
least one gene encoding antibiotic resistance, while only one strain carried an
enterotoxin gene and, most strains did not carry any genes encoding staphylococcal
toxins (68%). Though, several coagulase negative staphylococcal food poisoning
outbreaks have been described (Veras et al., 2003; Carmo et al., 2002; Carmo et al.,
2004). And, in France, among 61 strains isolated from raw milk cheeses, 15.9% were
enterotoxigenic (Rosec et al., 1997). In Brazil, a study performed in Minas Gerais, 43%
of 127 S. aureus isolates from bovine mastitis were found to be SE producers (Cardoso
et al., 1999). In Germany, on strains isolated from the milk of cows with mastitis
showed around 72.8% of the strains were enterotoxigenic when sea to sej were
considered (Akineden et al., 2001).

The presence of enterotoxin code genes in CNS isolated from bovine mastitis
has been referred in international researches, and, also enterotoxins (SEs) production
was verified by some species of coagulase-negative staphylococci, e.g. S. cohnii, S.
epidermidis, S. haemolyticus, S. xylosus (Bautista et al, 1988). S. chromogenes, S.
warneri, S. sciuri, S. saprophyticus, S. lentus are also determined as enterotoxigenic
(Valle et al., 1990; Becker et al., 2001). S. cohnii, S. epidermis, S. xylosus and S.
haemolyticus isolated from ewe’s milk were found to produce one or several SEs
(Bautista et al., 1988). A previous Brazilian study (Brabes et al., 1999) referred the
isolation of S. sciuri, S. chromogenes, S. xylosus, S. simulans, hominis, S. warmeri, S.
caprae, from bovine mastitis milk samples and, also verified SEs production in
Staphylococcus sciuri isolates and one Staphylococcus chromogenes.

Food safety hazards were more pronounced in S. epidermidis than in other
species regardless the food or clinical origin of the strains, according to Even et al.,
(2010) seventy six percent of the strains carrying genes encoding staphylococcal toxin

belonged to S. epidermidis species. The present results corroborate with the verified by
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Even et al.(2010), 63.2% of S. epidermidis strains isolated from milk samples of bovine
mastitis cases showed enterotoxin encoded genes, predominantly sea (42.%), but also
seb, sed, and also genes for more than one type. Nevertheless, other CNS species
presented enterotoxin genes in high percentages as: S warneri (77.5%) and S. hyicus
(81.3%)

Some studies have already demonstrated that other staphylococci coagulase
positive non-S. aureus have been associated to food borne disease. Bergdoll (1989)
confirmed the capability of producing enterotoxins also in S. intermedius and S. hyicus.

The coagulase positive S. intermedius is the predominant non-S. aureus species
isolated from food; some strains have been shown to produce SEs (Becker et al., 2001).
Staphylococcus intermedius is the only non-S. aureus species that has been clearly
involved in staphylococcal food poisoning outbreaks (Khambaty et al., 1994). However,
in this study a relatively low percentage of S. intermedius isolates from bovine mastitis
cases showed relatively low enterotoxin codifying genes (30%)

The present study verified that 64.4% of CNS isolates showed the classical
enterotoxin code genes, sea, seb, sec, sed. It was also verified that 34.8% of CPS
isolates showed the classical enterotoxin code genes, sea, seb, sec, sed. When
compared, it was observed higher number of CNS showing classical enterotoxin code
genes than CPS isolates (P < 0.0001),

It was also verified in the present study that, when it was compared the potential
capability of enterotoxin production based in the detection of code genes by PCR,
among the isolates, in some of the isolated CNS species, as: S. epidermidis, S.warneri
and S. hyicus, the codifying genes occurrence were significantly higher than in S.aureus
isolates. On the other hand, it was not detected any difference when it was compared the
potential capability of enterotoxin production based in the detection of code genes by
PCR, among the main CNS isolates.

In this study, it was detected among the CNS isolates the occurrence of
enterotoxin genes in the following proportion: 35.1% for sea, 7.1% for seb, 6.5% for
sec, 1.8% for sed) 5.3% for both sea and seb, 3.6% for both sea, sec and sed, 1.8% for
both sec and sed,, respectively. And, among the CPS isolates the occurrence of
enterotoxin genes was determined as: 9.5% for sea, 4.4% for seb, 5.0% for sec, 1.9%
for sed; for both sea and seb 1.3%, 1.3% for both sea, sec and sed, 4.4 % for both sec

and sed,, 0.6% for both sea and seb, respectively
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The gene sea is the most common cause of staphylococcal food poisoning
worldwide, but the involvement of other classical SEs has been also demonstrated
(Argudin et al.2010).

In the present study, it was verified in both CNS, as well as, in CPS the
predominance of sea codifying gene and the difference was significant among the
isolates of some species. However, it was not found any sea codifying gene among S.
intermedius isolates. When analyzed S. warneri isolates showed a higher percentage of
sea when compared with seb, sec and, sea was also higher than sed (P<0.001), whereas
SCN S. hyicus isolates showed a higher percentage of sea than. sec P<0.01.

It seems to be more often than it was thought, the occurrence of enterotoxin
codifying genes, therefore it must be pointed out the risk, not only represented by
consume of milk, but also by consume of dairy products, as cheese, for instance.

In spite of, not be considered a highly lethal agent due to the low mortality
associated with the illness, staphylococcal enterotoxins are considered a potential
biological threat because of their stability at high temperatures (100°C for 1 h) and
ability to incapacitate individuals for several days to two weeks. (Bhatia and Zahoor,
2007). Symptoms are usually of rapid onset and include nausea and violent vomiting,
with or without diarrhea. The illness is usually self-limiting and only occasionally it is

severe enough to warrant hospitalization.

CONCLUSION

As a conclusion, the staphylococci isolated from bovine mastitis cases have been
found to have high enterotoxigenic potential due the detection of enterotoxin codifying
genes in a high percentage of Staphylococcus spp. isolated from bovine mastitis cases.
Besides that the elevate number of species, other than S. aureus showing enterotoxin
code genes called attention. Moreover, as were observed in some CNS species, such as:
S. warneri, S. epidermidis and S. hyicus, some of them had showed enterotoxin genes in
higher percentage than S. aureus isolates. Milk from mastitis cases, particularly in the
subclinical form which not usually shows any noticeable alteration and is accepts as
normal, represents hazard to consumer’s health. Hazard is not only, by the low
nutritional quality and the risk of pathogen transmission, but mostly, the threat is

represented by preformed enterotoxins, mainly in reason of their high heat stability,
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they are resistant not only to pasteurization but also to boil temperature for many
minutes. As a consequence, it can be concluded that milk and dairies produced from
mastitis case, may be discarded to prevent outbreaks of staphylococcal food poisoning.
On the other hand, as was well demonstrated that Staphylococcal species other than S.
aureus are not only are capable of SE production but, potentially are higher producers
however, they are not usually considered in routine tests. In many countries the
microbial risk assessment for S. aureus relies only on the identification and the
quantification of coagulase positive isolates in end products therefore, it would be
worthwhile a revision on these regulation norms in order to adequate them to the

currently knowledge.
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Table 1. Staphylococcus spp. isolated from a total of 1318 bovine mastitis cases in ten

Brazilian dairy herds of five different regions on State of S. Paulo. Brazil. 2011.

Staphylococcus in relation to Staphylococcus In relation to
spp. spp. total of
mastitis cases
n° % %
S. aureus 90°° 34.4 6.8
CPS 42%¢ 16.2 3.2
CNS 128*° 49.2 9.7
Staphylococcus spp. 260 38.4 19.9

CPS= coagulase negative staphylococci CNS= coagulase negative staphylococci

8P< 0.0001, considered significant, i.e. CNS was higher than CPS, 95% C. I. (Fisher's Exact Test)
PP=0.0010, considered significant , i.e. CNS was higher than S.aureus, 95% C. I. (Fisher's Exact Test)
°P < 0.0001, considered significant , i.e. S.aureus was higher than CPS, 95% C. I. (Fisher's Exact Test)

Table 2. Coagulase Positive Staphylococci (CNS) isolated from bovine mastitis cases of

ten dairy herds of five different regions on state of Sdo Paulo, Brazil. 2011.

CPS N° %
isolates

,d
S. hyicus 17 12.9
S. intermedius 20°¢ 15.2

S. schleiferi subsp

coagulans

pede 3.8
S. aureus 90*"¢ 68.2
scp 132 100

Fisher's Exact Test

P < 0.0001, significant, (S.aureus X S. hyicus)

PP < 0.0001, significant, (S.aureus X S. intermedius)

°P < 0.0001, significant, (S.aureus X S. scheiferi subsp coagulans)

dp =0.0127, significant (S. hyicus X S. scheiferi subsp coagulans)
*P=0.0026, significant (S. intermedius X S. scheiferi subsp coagulans)

Table 3. Coagulase Negative Staphylococci (CNS) isolated from bovine mastitis cases

of ten dairy herds of five different regions on State of Sdo Paulo, Brazil 2011.

N° %
SCN

S. auriculares 1 0.8
S. capitis 1 0.8
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S. chromogenes 1 0.8
S. cohnii subsp cohnii 4 3.1
S. epidermidis® 19 14.8
S. haemolyticus 6 4.7
S. hominis 6 4.7
S. hyicus 16 125
S. lugdunensis 2 1.6
S. pasteuri 5 3.9
S. saccharolyticus 2 1.6
S. saprophyticus subsp bovis 1 0.8
S. saprophyticus subsp saprophyticus 3 2.3
S. schleiferi subsp schleiferi 6 4.7
S. sciuri subsp sciuri 3 2.3
S. simulans 4 3.1
S. warneri® 40 31.3
S. xylosus 8 6,3
SCN 128 100

4P =0.0028, considered significant (S. warneri x S. epidermidis)

Table 4. Dispersion of Coagulase Positive Staphylococci (CPS) isolates from bovine
mastitis cases among the ten dairy herds of five different regions on State of S&o Paulo,

Brazil 2011.
CPS herd herd herd herd herd herd herd herd herd herd
Species 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
S. hyicus 4 3 2 3 2 1 0 0 2 0
S. intermedius 9 2 3 2 3 0 0 0 1 0
S. schleiferi subsp coagulans

3 0 1 1 0 0 0 0 0 0
S. aureus 2 0 4 2 1 1 1 11 8 60
scp 182 5 10 8 g 2 1 9P 9P 2P
% 136 38 76 61 45 15 08 88 83 45.5

(Fisher's Exact Test)
4P <0.0001, significant the difference between CPS isolates in herd 1 compared with herd 10.

bp < 0.0001, significant the difference between CPS isolates in herd 8 compared with herd 10
P < 0.0001, significant the difference between CPS isolates in herd 9 compared with herd 10

Table 5. Dispersion of Coagulase Negative Staphylococci (CNS) isolates from bovine
mastitis cases among the ten dairy herds of five different regions on state of Sdo Paulo,

Brazil 2011.

SCN Faz Faz Faz Faz Faz Faz Faz Faz Faz Faz
Species | 1 11 v Vv VI VIl VI IX X
S. auriculares 0 1 0 0 o 0 0 0 0 O

S. capitis 0 1 0 0 0 0 0 0 0
S. chromogenes 0 0 0 0 o 0 0 1 0 0

S. cohnii subsp cohnii 0 2 1 0 1 0 0 0 0 O

S. epidermidis 4 5 4 1 2 o 1 1 o0 1
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S. haemolyticus 1 2 0 0 o 2 1 0 0 0
S. hominis 0 0 2 3 0 0 0 0 1 0
S. hyicus 2 7 3 2 1 0 0 0 1 0
S. lugdunensis 0 0 1 0 o 1 0 0 0 O
S. pasteuri 0 0 1 1 0 2 0 0 1 0
S. saccharolyticus 1 0 1 0 o 0o o 0 o0 O
S. saprophyticus subsp bovis 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
S. saprophyticus subsp

saprophyticus 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. schleiferi subsp schleiferi 1 1 3 0 0 0 0 0 0
S. sciuri subsp sciuri 0 1 0 0o 1 0 0 0 O
S. simulans 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0
S. warneri ) 12 14 6 4 1 1 0 0 0
S. xylosus 0 2 2 2 0o 1 1 0 0 O
Total 14 35® 34 19 8 9 5 ,ac 3 bd
% SCN 109 273 267 148 63 7 39 16 23 08

582 P =0.0001, significant Kruskal-Wallis Test (non parametric ANOVA)

583 %p<0.05 significant CNS isolation level in herd 2 when compared with herd 8

584 Pp<0.01 significant CNS isolation level in herd 2 when compared with herd 10

585 °P<0.05 significant CNS isolation level in herd 3 when compared with herd 8

586 9p<0.01 significant CNS isolation level in herd 3 when compared with herd 10

587

588

589 Table 6 Classical staphylococcal enterotoxin codifyng genes detected by PCR in the
590 CPS and CNS isolated from bovine mastitis of ten dairy herds of five different regions
591  on State of Sdo Paulo, Brazil 2011.

SCP SCN
Enterotoxin No. % No. %
Sea 152 9.5 59 &P 35.1
Seb 7 4.4 12P 7.1
Sec 8 5.0 11 6.5
Sed 3 1.9 3 1.8
sea + seb +sec 2 1.3 0 0
sec + sed 7 4.4 3 1.8
sea + sec 1 0.6 6 3.6
sea + sec + sed 2 1.3 6 3.6
seb + sec 0 0 1 0.6
sea + sed 0 0 1 0.6
sea + seb 2 1.3 9 5.3
Positive 47° 34.8 85P 66.4
Negative 85 66.2 43 33.6
Total 132 128

593 P < 0.0001, sea enterotoxin code genes detected by PCR in CPS differ significantly when compared with
594  sea enterotoxin code genes in CNS

595  °P <0.0001, sea enterotoxin code genes among CNS was significantly higher than seb code genes

596  °P < 0.0001, the classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by PCR were higher in CNS
597  thanin CPS isolates from bovine mastitis cases. (Fisher's Exact Test)

598

599

600

601

602
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603

604

605

606  Table 7 Classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by PCR in the S.
607  warneri, S. epidermidis and S. hyicus isolated from bovine mastitis of ten dairy herds of
608 five different regions on State of S&o Paulo, Brazil 2011.

609
S. warneri S.epidermidis S. hyicus
Enterotoxin No. % No %. No. %
Sea 25%0¢ 62.5 8 42.1 10 62.5°
Seb 42 10.0 1 5.3 4 25.0
Sec 10° 25.0 3 15.8 1 6.3¢
Sed 5° 125 4 21.1 0 0
sea + seb +sec 0 0 0 0 0 0
sec + sed 3 7.5 1 5.3 0 0
sea + sec 3 7.5 0 0 0 0
sea + sec + sed 2 5.0 2 10.2 0 0
seb + sec 1 25 0 0 0 0
sea + sed 0 0 0 0 0 0
sea + seb 2 5.0 0 0 2 125
Positive 31 77.5 12 62.2 13 81,3
Negative 9 22.5 7 36.8 3 18.7
Total 40 100 19 100 16 100

611 P =0.0001, S. warneri: P<0.001sea vs. seb ; °P<0.01sea vs. sec , °P<0.001sea vs. sed (Kruskal-Wallis
612  Test ,Nonparametric ANOVA)

613 P =0.0001, S.hyicus P<0.01sea vs. sec;(Kruskal-Wallis Test ,Nonparametric ANOVA)

614

615

616  Table 8 Classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by PCR in the S.
617 aureus, S. intermedius and S. hyicus isolated from bovine mastitis of ten dairy herds of
618  five different regions on State of S&o Paulo, Brazil 2011.

619
S. aureus S.intermedius S. hyicus

Enterotoxin No. % No %. No. %
Sea 12 13.8 0 0 5 294
Seb 10 115 1 5.0 0 0
Sec 9 10.3 5 25.0 5 294
Sed 5 5.7 4 20.0 2 11.8
sea + seb +sec 3 3.4 0 0 0 0
sec + sed 2 2.3 4 0 1 5.9
sea + sec 0 0 0 0 0
sea + sec + sed 0 0 0 1 59
seb + sec 0 0 0 0 0
sea + sed 0 0 0 0 0
sea + seb 1 1.2 0 0 0 0
Positive 36 40.0 6 30.0 9 52.9
Negative 54 60.0 14 70.0 8 47.1
Total 90 20 100 17 100

621

622

623
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Table 9. Comparison of classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by
PCR in S. warneri and S. aureus isolated from bovine mastitis of ten dairy herds of five
different regions on State of Sdo Paulo, Brazil 2011.

Enterotoxin

code genes* Positive Negative N° of the isolates
Total

S. warneri 28%(70%) 12(30%) 40

S. aureus 29%(32.2%) 61(58.8%) 90

* classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by PCR in S. warneri and S. aureus isolated
from bovine mastitis
P =0.0001, significant (Fisher's Exact Test)

Table 10. Comparison of classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by
PCR in S. epidermidis and S. aureus isolated from bovine mastitis of ten dairy herds of
five different regions on State of S&o Paulo, Brazil 2011.

Enterotoxin

code genes * Positive Negative N° of the isolates
Total

S. epidermidis 12%(63.2%) 7(36.8%) 19

S. aureus 29%(32.2%) 61(58.8%) 90

* classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by PCR in S. epidermidis and S. aureus
isolated from bovine mastitis
P = 0.0178, significant (Fisher's Exact Test)

Table 11. Comparison of classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by
PCR in CNS S. hyicus and S. aureus isolated from bovine mastitis of ten dairy herds of
five different regions on State of Sdo Paulo, Brazil 2011.

Enterotoxin

code genes* Positive Negative N° of the isolates
Total

S. hyicus 13%( 61.9%) 8(29.1%) 21

S. aureus 29%(32.2%) 61(58.8%) 90

*classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by PCR in S. hyicus and S. aureus isolated
from bovine mastitis
®p =0.0227 significant (Fisher's Exact Test)

Table 12. Comparison of classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by
PCR in S. warneri and S. epidermidis isolated from bovine mastitis of ten dairy herds of
five different regions on State of Sdo Paulo, Brazil 2011.

Enterotoxin

code genes* Positive Negative N° of the isolates
Total

S. warneri 28(70%) 12(30%) 40

S. epidermidis 12(63.2%) 7(36.8%) 19

*classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by PCR in S. warneri and S. epidermidis
isolated from bovine mastitis
P = 0.7663, non significant (Fisher's Exact Test)

Table 13. Comparison of classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by
PCR in S. warneri and CNS S. hyicus isolated from bovine mastitis of ten dairy herds of
five different regions on State of Sdo Paulo, Brazil 2011.
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Enterotoxin

code genes* Positive Negative N° of the isolates
Total

S. warneri 28(70%) 12(30%) 40

S hyicus 13(81,3%) 3(19,7%) 16

*classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by PCR in S. warneri and S. hyicus isolated
from bovine mastitis
P = 0.5133, non significant (Fisher's Exact Test)

Table 14. Comparison of classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by
PCR in S. intermedius and S. aureus isolated from bovine mastitis of ten dairy herds of
five different regions on State of Sdo Paulo, Brazil 2011.

Enterotoxin

code genes* Positive Negative N° of the isolates
Total

S. intermedius 6(30%) 14(70%) 20

S aureus 29(32.2%) 61(58.8%) 90

*classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by PCR in S. intermedius and S. aureus
isolated from bovine mastitis
P =1.0000, considered not significant, non significant (Fisher's Exact Test)

Table 15. Comparison of classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by
PCR in CPS S.hyicus and S.aureus isolated from bovine mastitis of ten dairy herds of
five different regions on State of Sdo Paulo, Brazil 2011.

Enterotoxin

code genes* Positive Negative N° of the isolates
Total

S. hyicus 9 (52.9%) 8 (47.1%) 17

S aureus 29(32.2%) 61(58.8%) 90

*classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by PCR in S. intermedius and S. aureus
isolated from bovine mastitis
P=0.1652, considered not significant., (Fisher's Exact Test)

Table 16. Comparison of classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by
PCR in CPS S. hyicus and S. intermedius isolated from bovine mastitis of ten dairy
herds of five different regions on State of Sdo Paulo, Brazil 2011.

Enterotoxin

code genes* Positive Negative N° of the isolates
Total

S. hyicus 9 (70%) 8 (30%) 17

S intermedius 6(30%) 14(70%) 20

*classical staphylococcal enterotoxin code genes detected by PCR in S. intermedius and S. aureus
isolated from bovine mastitis
P =0.1931, considered not significant., (Fisher's Exact Test)
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