UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

Staphylococcus sp e ENTEROBACTERIAS ISOLADAS DE
MASTITE RECORRENTE EM OITO REBANHOS DA REGIAO DE
UBERLANDIA-MG: PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS
ANTIMICROBIANOS

Cristiane Diniz Matoso Santos

Médica Veterinaria

UBERLANDIA — MINAS GERAIS
Setembro de 2006






UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

Staphylococcus sp e ENTEROBACTERIAS ISOLADAS DE
MASTITE RECORRENTE EM OITO REBANHOS DA REGIAO DE
UBERLANDIA-MG: PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS
ANTIMICROBIANOS

Cristiane Diniz Matoso Santos

Orientadora: Profa. Dra. Daise Aparecida Rossi

Co-orientador: Prof. Dr. Geraldo Sadoyama Leal

Dissertacdao apresentada a Faculdade de
Medicina Veterinaria — UFU, como parte das
exigéncias para a obtengdo do titulo de Mestre
em Ciéncias Veterinarias (Produgao Animal).

UBERLANDIA — MINAS GERAIS
Setembro de 2006



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicaggo (CIP)

S237s

Santos, Cristiane Diniz Matoso, 1974-

Staphylococcus sp e enterobactérias isoladas de mastite recorrente
em oito rebanhos da regido de Uberlandia-MG : perfil de suscetibilidade
aos antimicrobianos / Cristiane Diniz Matoso Santos. - 2006.

54 f il

Orientadora: Daise Aparecida Rossi.

Co-orientador: Geraldo Sadoyama Leal

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Uberlandia, Progra-
ma de Pos-Graduagdo em Ciéncias Veterinarias.

Inclui bibliografia.

1. Mastite - Teses. 1. Rossi, Daise Aparecida. II. Leal, Geraldo
Sadoya-
. yama. III. Universidade Federal de Uberlandia. Programa de Pos-
Gradua-¢do em Ciéncias Veterinarias. II1. Titulo.

CDU: 619:618.19-002

Elaborada pelo Sistema de Bibliotecas da UFU / Setor de Catalogagéo e Classificagao



Programa de Pés-graduacao em Ciéncias Veterinarias — Produgao Animal
Faculdade de Medicina Veterinaria

Universidade Federal de Uberlandia

Dissertacao defendida e aprovada em 19 de setembro de 2006, pela comissao

examinadora constituida por:

Profa. Dra. Daise Aparecida Rossi

Universidade Federal de Uberlandia

Prof. Dr. Celso José de Moura

Universidade Federal de Goias

Prof. Dr. Antonio Fernandes de Carvalho

Universidade Federal de Vigosa

Prof. Dr. José Octavio Jacomini

Coordenador do Programa de Pés-graduagao Ciéncias Veterinarias



“‘Mesmo que ja tenhas feito uma longa caminhada, ha sempre um caminho a
fazer”.

Santo Agostinho, pensador cristao (354 — 430).



Ao meu esposo Tarcisio Fulvio,

Ao meu filho Fulvio,

Aos meus pais Iris e Antonio,

A minha amiga Lilian Leocadio,

Pelo carinho, paciéncia,
Companheirismo e incentivo, tornando
Possivel a realizacédo deste projeto, serei

sempre grata.



AGRADECIMENTOS

E dificil relacionar nomes de todas as pessoas a quem somos gratos.
Mesmo assim, vou tentar....
Com amor e carinho agradeco a Deus.

Aos Prof®s Dr? Daise Aparecida Rossi e D' Geraldo Sadoyama Leal,
pela dedicagdo, paciéncia e orientagdo indispensavel sem os quais esse
trabalho nao poderia se concluido; assim, a um mestre ensinar € uma arte e,
como tal, uma tarefa reservada para poucos, porém privilegiados.

A uma amiga muito especial Lilian Leocadio, pela paciéncia e
colaborag&o neste momento; muito obrigada.

A minha “outra” mae, Maria José, pelo carinho.

A minha sempre amiga, Wanderléia de Barros, obrigada pela amizade.

A minha amiga e colega de trabalho, Taciana Almeida, obrigada pelo
apoio.

Ao Heberly, Marta e Luciano, pela contribuigcdo nas diversas etapas do
trabalho e pela amizade.

A todos os demais amigos que fazem parte de todos os momentos.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS. ...
LISTADE TABELAS ..ot
RESUMO ...ttt a e e e e e e e e
ABSTRACT ..ot
l. INTRODUGAO. ..ot
Il. REVISAO DA LITERATURA. ..o,
2.1 MaSHItE. ...
2.2 Agentes etioldgicos das mastites.........cccceeeeiiiiiiiiiiiciiie,
2.3 Testes de suscetibilidade aos antimicrobianos.........................
2.4 Resisténcia aos antibiotiCoS...........ceeeeeiiiiiiiiiiiiee
241 StaphyIOCOCCUS SP....uueeeeeeieeeeeeeeeeeeeee et e,
24.2 Enterobactérias.............ceeiiiiiiiiiii e
[l MATERIAL E METODOS........ooiieie et
3.1 Local € amostragem............uueeviiiiiiiiiiiiieaeee e
3.2 Teste da caneca telada e California Mastitis Test (CMT).........
3.3 Isolamento e identificagdo de Staphylococcus sp.....................
3.4 Identificagdo das espécies de Staphylococcus coagulase
POSIIVA. ...t e
3.5 Isolamento e identificacdo de enterobactérias............cc............
3.6 Testes de suscetibilidade aos antimicrobianos.........................
3.6.1 Teste de difusdo em diSCOS.........coovvvvviiiiiiiiiiieie e

3.6.2  Teste de triagem em agar (agar screem) para resisténcia a

oxacilina e a ceftazidima............cccevveiiiiiii
3.6.3 Determinagao da concentragdo minima inibitoria (CMI) de

OXACHINA. ...
3.6.3.1 Suscetibilidade antimicrobiana por diluicdo em agar................
3.6.3.2 Utilizagcdo do “E-test”.........uiiiiiiiiii e
3.7 Deteccao do gene mecA pela técnica de reagdo em cadeia

da polimerase (PCR).........oooriiiiiiiccceee e
3.8 Deteccéao de enterobactérias produtoras de ESBLs pela

técnica de difusdo em diSCOS........ccccevviiiiiiiiiiiiie
3.9 Analise dos Resultados..............cooeiiiiiiiiii e
V. RESULTADOS E DISCUSSAO........c.cceiiiieeeeeeee e
V. CONCLUSOES........oooteeeeeeeeeeee ettt

VI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccoovoveveeeeeeceeeeeen

L S L L . —_
oo owooo~Noah~hpnas< <=0






LISTA DE ABREVIATURAS

ADH = hidrolise da arginina

ATCC = “American Type Culture Collection”

BHI = “brain heart infusion” — caldo cérebro coragao
CCS = contagem de células somaticas

CMI = concentracdo minima inibitoria

CIT = utilizacao do citrato como fonte unica de carbono
CMT = “California Mastitis Test”

CNF= fator necrosante citotdxico

DNA = acido desoxiribonucléico

EDTA = acido etileno diamino tetraacético

ESBLs = enzimas beta-lactamases de espectro estendido
EUA = Estados Unidos da América

GISA = Staphylococcus aureus com sensibilidade
glicopeptideos

h = horas

H.O, = perdxido de hidrogénio

H.,S = acido sulfidrico

IND = producéo de indol

Kb = kilobyte

KCI = cloreto de potassio

KOH = hidroxido de potassio

LABIO = laboratério de biotecnologia animal aplicada
LDC = descarboxilacdo da lisina

MH = “Mueller-Hinton”

mL = mililitros

mm = milimetros

mM = milimolar

MRSA = Staphylococcus sp resistentes a oxacilina

intermediaria

MRSCN = Staphylococcus coagulase negativos resistentes a oxacilina

aos



i

NA = agar nutriente

NaCl = cloreto de sodio

NCCLS = “National Commitee for Clinical for Laboratory Standards” — Comité
Nacional para Padrées em Laboratério Clinico

nm = nanémetros

°C = graus Celcius

ODC = descarboxilacdo da ornitina

ONPG = hidrélise da B-galactosidase

pb = pares de base

PBP = “Protein Binding Penicillin” - proteina ligadora de Penicilina
PCR = “Polymerase Chain Reaction” - reagdo em cadeia de polimerase
PD = desaminacgao da fenilalanina

pH = potencial hidrogeniénico

PIA = adenosina intercelular polissacaridica

rpm = rotagao por minuto

S.= Staphylococcus

SCN = Staphylococcus coagulase negativa

TEB = “Thread Environment Block”

TSA = testes de suscetibilidade a antimicrobianos

TSI = agar triplice agucar ferro

U = unidades

UFC = unidades formadoras de col6nia

UFU = Universidade Federal de Uberlandia

UNESP = Universidade Estadual de Sao Paulo

URE = producgao de urease

UV = ultravioleta

V = volts

VP = “Voges Proskauer”

VP,= utilizag&o da glicose e producao de acetoina

VRSA = Staphylococcus aureus com resisténcia completa a vancomicina
Mg = micrograma

ML= microlitro



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

LISTA DE TABELAS

Identificagcdo de Staphylococcus coagulase positiva por

meio de provas bioqUImMICas.........cccovvvvviviiiiiiiiecee e,
Distribuicdo dos agentes etiolégicos isolados de mastites

recorrentes em oito propriedades rurais de Uberlandia-MG...
Identificagdo de enterobactérias isoladas de mastites

clinicas e subclinicas em oito propriedades de Uberlandia-

Perfil de resisténcia aos antimicrobianos de enterobactérias
isoladas de mastites clinicas e subclinicas em oito

propriedades rurais de Uberlandia-MG.....................coounee...
Comparagéo entre diferentes testes na deteccao de

resisténcia a ceftazidima em enterobactérias isoladas de

mastite em oito propriedades rurais de Uberlandia-MG.........
Perfil de resisténcia aos antimicrobianos de Staphylococcus

sp resistentes e sensiveis a oxacilina isolados de mastites

em oito propriedades rurais de Uberlandia-MG......................
Resisténcia a oxacilina observada no teste de triagem,

técnica de difusdo em disco e CMI pelos métodos da
incorporagdo do antibidtico em &gar e E-test de 38

espécimes de Staphylococcus sp isolados de mastites.......
Distribuicdo do gene mecA em estafilococos isolados de

mastite bovina clinica e subclinica de oito propriedades
rurais de Uberlandia-MG com resisténcia a oxacilina (CMI =

4ug) nos testes de incorporagcdo em agar e E-test...............
Comparacao entre diferentes testes na detecgdo de

resisténcia a oxacilina de Staphylococcus isolados de

mastite em oito propriedades rurais de Uberlandia-MG.........

11l

pag.
17

26

28

29

30

32

33

34

36

Staphylococcus sp e ENTEROBACTERIAS ISOLADAS DE MASTITE
RECORRENTE EM OITO REBANHOS DA REGIAO DE UBERLANDIA-MG:
PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS.

RESUMO



v

Foram colhidas para analise microbiolégica, 134 amostras de leite
provenientes de vacas com mastite clinica ou subclinica recorrentes em oito (8)
propriedades rurais de Uberlandia-MG. As amostras foram submetidas a cultivo
em meios de cultura para verificar a presengca de Staphylococcus sp e
enterobactérias e os espécimes isolados submetidos a diferentes testes para
verificar a  suscetibilidade a antimicrobianos. Adicionalmente, as
enterobactérias e os Staphylococcus sp isolados foram identificados quanto a
especie. Das amostras de leite mastitico avaliadas houve crescimento
bacteriano em 61,19% (82/134) ocasides. O agente etioldégico mais prevalente
foi o Staphylococcus sp, com indice de 90,24% (74/82), seguido das
enterobactérias, que foram isoladas em 24,39% (20/82) episodios. O teste de
difusdo em disco (antibiograma) realizado para os espécimes do género
Staphylococcus isolados demonstrou que a maioria dos isolados apresentava
caracteristica de multiresisténcia. Dos 38 espécimes de Staphylococcus sp que
apresentaram resisténcia a oxacilina no teste de difusado de discos, em 40,54%
(30/74) a resisténcia foi confirmada pela CMI e em 33,78% (25/74) foi
detectado o gene mecA. O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das
enterobactérias determinada no teste de difusdo em discos demonstrou que
100% (20/20) apresentaram resisténcia a ampicilina e amicacina, 65,00%
(13/20) a amoxacilina e tetraciclina, 15,00% (3/20) a ceftazidima e
cloranfenicol, 10,00% (2/20) a cefotaxima, 5,00% (1/20) a aztreonam e
gentamicina e 0% (0/20) a ceftriaxona, imipenem e ciprofloxacina. Em somente
um isolado (5%) identificado como Escherichia coli foi confirmada a resisténcia
a ceftazidima no agar de triagem e teste do sinergismo em disco duplo pela
producdo da enzima betalactamase de espectro estendido (ESBLS),
confirmada. Os resultados evidenciaram uma alta porcentagem de cepas
resistentes, reforcando a importancia do uso adequado e monitorado de
antibioticos, ja que estes microrganismos podem ser disseminados pelo leite e

se transformarem em sério problema de saude publica.

Palavras-chave: antimicrobianos, enterobactérias, mastite bovina, mecA,

Staphylococcus sp



Staphylococcus sp AND ISOLATED ENTEROBACTERIA OF RECURRENT
MASTITIS IN EIGHT HERDS OF THE REGION OF UBERLANDIA-MG: PRO-
FILE OF SUSCEPTIBILITY TO THE ANTIMICROBIAL AGENTS.

ABSTRACT
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About 134 milk samples proceeding from cows with clinical or subclinical
recurrent mastitis in eight properties of Uberlandia-MG were submitted the
microbiological analysis. The samples had been submitted the culture to verify
the presence of Staphylococcus sp and enterobacterias and isolated specimens
were submitted the different tests to verify the susceptibility to the
antimicrobials. Additionally, the enterobactérias and Staphylococcus sp isolated
had been identified to the species level. The mastitic milk samples were
evaluated and demonstrated bacterial growth in 61,19% (82/134) occasions.
The more prevalent etiologic agent was the Staphylococcus sp, (90,24% -
74/82) followed of the enterobacterias (24,39% - 20/82). The susceptibility test
by disk diffusion demonstrated that the majority staphylococci strains of the
isolated presented multiresistance. Of 38 Staphylococcus specimens had
presented resistance to the oxacillin (40,54% - 30/74), in thirty this isolated the
resistance was confirmed by the CMI (40,54% - 30/74) and twenty-five the mec
A gene was detected (33,78% -25/74). The antibiogram for the enterobacterias
demonstrated that (20/20) they had 100% presented resistance to the ampicillin
and amikacin, amoxacillin and tetracycline (65.00% - 13/20), ceftazidime and
chloramphenicol (15.00%-3/20), cefotaxime(10.00%-2/20), aztreonam and
gentamicine (5.00%-1/20)and ceftriaxone, imipinem and ciprofloxacin (0% -0
/20). Only isolated (5%) identified as Escherichia coli demonstrated resistance
to the ceftazidime and demonstrated to be producing of ESBL by double-disk
diffusion test. The results had evidenced high resistant between the strains
isolated, strengthening the importance of the adequate and monitored use of
antibiotics, since these microrganisms can be spread by milk and transform into

serious problem of public health.

Word-key: antimicrobials, Staphylococcus, enterobacterias, mastitis bovine,
mecA



. INTRODUGAO

A producgao de leite no Brasil aumentou de 16,5 bilhdes de litros em 1994 para
mais de 25 bilhdes de litros em 2005. O estado de Minas Gerais € o maior produtor
nacional com produgao de sete milhdes de litros em 2005 e possui como principal
regido produtora, o Tridngulo Mineiro (FEDERACAO DA AGRICULTURA E
PECUARIA DO ESTADO DE MINAS GERAIS, 2006).

Sabe-se que, um litro de leite por dia supre as necessidades protéicas e de
calcio de criangas com até seis anos de idade e mais de 50% das proteinas
requisitadas pelos adultos (LARANJA DA FONSECA, SANTOS, 2000). Espera-se,
portanto, a preocupagao em assegurar a integridade e a qualidade intrinseca do leite
e de seus derivados destinados ao consumo humano (FAGUNDES, OLIVEIRA,
2004).

Dentre as doencas que acometem o rebanho leiteiro e comprometem a
qualidade do leite, a mastite ocupa lugar de destaque por possuir importancia
econOmica e para a saude publica. Apesar de ser a doenga mais importante em
termos econdmicos para a industria leiteira, € dificil de ser controlada (PYORALA,
2002).

As mastites podem ser classificadas quanto a forma de apresentagdao, em
clinica ou subclinica (MENDONCA et al., 1999). Conforme Laranja da Fonseca e
Santos (2000) os prejuizos no Brasil atribuidos as formas clinica e subclinica,
produzem diminui¢do na producao de 30% e 70%, respectivamente. Além disso, ha
gastos com medicamentos e assisténcia veterinaria, inutilizacdo de leite
contaminado apds tratamento, descarte precoce de animais doentes e dificuldade no
controle do rebanho (COSTA et al., 1999; FREITAS et al., 2005; CUNHA et al.,
2006).

A etiologia da mastite pode ser de origem tdxica, traumatica, alérgica,
metabdlica ou infecciosa. Destacam-se como agentes das infecciosas, as bactérias
do género Staphylococcus (COSTA et al., 1995; BRITO et al., 2002; FREITAS et al.,
2005; CUNHA et al., 2006). Os Staphylococcus aureus tem sido o mais
freqientemente isolado tanto de infecgdes clinicas como subclinicas em vacas
leiteiras (WATTS, 1988; BOOTH, 1995; BRAMLEY et al., 1996; BRITO et al., 1999;
ZSCHOCK et al., 2000; AMARAL et al., 2003; FERREIRA et al., 2006). Porém,
Gentilini et al. (2002), Pitkala et al. (2004), Freitas et al. (2005) e Cunha et al. (2006)



relatam que Staphylococcus coagulase negativos sdo os principais agentes
etiolégicos em ambas as formas.

Staphylococcus aureus € reconhecidamente um dos mais importantes
agentes de doengas piogénicas, tanto em animais como em humanos (ARCHER,
1998; BEAN, GRIFFIN, 1990). E capaz também, de pré-formar nos alimentos
diferentes enterotoxinas termoestaveis (BERGDOLL, 1989; MELCHIADES et al.,
1993; OMOE et al., 2002). Desta forma, o leite mastitico e os produtos derivados
podem se tornar veiculadores de toxinfecgdes alimentares (BERGDOLL, 1989;
MELCHIADES et al., 1993; COSTA et al., 2000; FAGUNDES, OLIVEIRA, 2004).

Staphylococcus sp se destaca pela capacidade de ser ou se tornar resistente
a um grande numero de antibidticos (FREITAS et al., 2005). Espécimes desse
género, isolados em ambiente hospitalar humano, tém mostrado perfil de
multiresisténcia (SANTOS et al., 1999; SADOYAMA, GONTIJO FILHO, 2000).
Martins et al. (1998) e Ferreira et al. (2006) associaram o agravamento da
resisténcia bacteriana ao uso freqlente e indiscriminado de antimicrobianos e, aos
mecanismos de transferéncia de resisténcia entre os microrganismos. Este fato é
comumente observado no campo em surtos de mastite (BRITO et al., 2001).

A resisténcia dos Staphylococcus sp a oxacilina é um sério problema de
saude publica na area urbana e que também pode estar sendo disseminado no meio
rural. Esta relacionada a presengca do gene mecA, que torna os microrganismos
intrinsecamente resistentes também a outros antimicrobianos (SAHM, 1994;
CARVALHO, BEREZIN, 2004). Este fato é reforcado por estudos de similaridade
genética realizados por Fontana (2002), Fabiano (2003) e Ferreira et al. (2006) que
compararam o padrao genotipico e de suscetibilidade a drogas antimicrobianas com
énfase no género Staphylococcus e concluiram que ha alto grau de similaridade
genética entre espécimes de origem humana e animal.

As enterobactérias sao consideradas importantes agentes das mastites
ambientais (PRESTES et al., 2003). Dentre as espécies de importancia clinica, a
Escherichia coli destaca-se por ser responsavel por episodios de severa
manifestagcédo clinica (BRABES et al., 2003). Geralmente, nestes casos, além da
antibioticoterapia, é importante o tratamento sintomatico, ja que, as toxinas podem

levar o animal ao choque e morte (OLIVEIRA et al., 2000).



OBJETIVOS

Considerando a importancia do leite na economia, alimentagcdo humana e
possibilidade de veiculacdo de bactérias multiresistentes, esse trabalho possuiu por
objetivos determinar em leite proveniente de animais de oito propriedades rurais da

regidao de Uberlandia com histérico de mastite recorrente:

- a incidéncia de Staphylococcus sp e enterobactérias como agentes
etiologicos;

- a resisténcia a oxacilina e o perfil de suscetibilidade dos Staphylococcus sp
isolados a multiplos antimicrobianos;

- a resisténcia a ceftazidima e o perfil de suscetibilidade das enterobactérias
isoladas a multiplos antimicrobianos;

- entre as enterobactérias isoladas, a resisténcia a ceftazidima utilizando os
testes da difusdo em gel, agar de triagem e deteccdo de producdo de beta-
lactamases de espectro estendido (ESBLs);

- entre os Staphylocococcus spp isolados, comparar a resisténcia a oxacilina
utilizando os testes da difusdo em gel, agar de triagem, concentragdo minima
inibitéria (CMI) e presenca do gene mecA, comparando os resultados obtidos nestes

métodos.



Il REVISAO DA LITERATURA

21 Mastite

Mastite € a denominagdao do processo inflamatério da glandula mamaria
(COSTA, 1998), classificada quanto a forma de apresentagcdo em clinica e subclinica
e quanto a forma de transmiss&o, em primaria (contagiosa) e secundaria (ambiental)
(MENDONCA et al., 1999). Langenegger et al. (1981) relatam que a forma subclinica
€ mais prejudicial que a forma clinica, pela falta de sintomas ou sinais determinando
perdas econdmicas maiores devido a freqliéncia de persisténcia do processo.

O “California Mastistis Test” (CMT), idealizado por Schalm e Noorlander
(1957), é capaz de detectar o processo inflamatério na glandula mamaria e € aceito
internacionalmente para o diagndstico da mastite subclinica no campo (COSTA et
al., 1996). Campos (2000) acrescenta que esse € um bom teste preditivo positivo.

O teste da caneca telada ou de fundo escuro deve ser realizado a cada
ordenha nos primeiros jatos de leite. A visualizagdo de grumos no leite decorrentes
de alteragbes por depdsito de leucédcitos permite o diagnodstico de formas clinicas de
mastite. O contraste do fundo negro da caneca com os grumos facilita a visualizagao
de alteragcbes e o diagnostico precoce (FURLONG, RIBEIRO, 2006).
Adicionalmente, sinais clinicos da infeccdo como edema, vermelhiddo e dor podem
ser observados (HIRSH, ZEE, 2003).

Os agentes etiolégicos da mastite contagiosa necessitam do animal para a
sobrevivéncia, pois se multiplicam na glandula mamaria, canal do teto ou sobre a
pele. A mastite é transmitida de uma vaca infectada para outra sadia,
principalmente, durante a ordenha (COSTA, 1998; PRESTES et al, 2003).
Figueiredo (1995) afirma que as mastites contagiosas se caracterizam por
apresentar alta incidéncia de casos subclinicos, tendéncia a cronicidade e alta
contagem de células somaticas (CCS).

A mastite ambiental é causada por agentes que vivem preferencialmente no
habitat da vaca, em locais que apresentam esterco, urina, barro e matéria organica
(FIGUEIREDO, 1995; FREITAS et al., 2005). Este tipo de mastite caracteriza-se por
alta incidéncia de casos clinicos, geralmente de curta duragéo, frequentemente, com

manifestagcdo aguda e com maior concentragdo nos momentos do pré e pds-parto



imediato (ERB et al, 1984; ERSKINE et al., 1988). A infeccdo ocorre
preferencialmente no periodo entre as ordenhas (COSTA, 1998).

Mastite € a doengca que mais causa perdas econdmicas para a industria
leiteira e € considerada de impossivel erradicacdo, porém, passivel de controle
(PYORALA, 2002; PRESTES et al., 2003). A prevaléncia da doenga no Brasil é
variavel quanto a distribuicdo e época de analise. Langenegger et al. (1970)
encontraram indice de 20% no Rio de Janeiro; Fonseca (1992) encontrou 38% de
positividade em rebanhos produtores de leite tipo B em Sao Paulo e nos estados de
Minas Gerais e Sao Paulo, a prevaléncia foi de 71% em estudo realizado por
COSTA et al. (1999).

Além da diminuigao na producéo leiteira, o leite mastitico representa um sério
problema tecnoldgico para as industrias beneficiadoras por possuirem um numero
aumentado de células somaticas, diminuicdo no teor de caseina e aumento nas
proteinas do soro, dentre outras anormalidades (PRESTES et al., 2003). As
alteragbes na composi¢cao sao responsaveis por diminuigdo no rendimento industrial,
baixa qualidade dos fermentados e diminuicdo na vida de prateleira dos derivados

|acteos.

2.2 Agentes etiolégicos das mastites

Os microrganismos sé&o os agentes etioldgicos mais comuns das mastites e
as bactérias as mais envolvidas (PRESTES et al., 2003; VIANNI, LAZARO, 2003;
FREITAS et al., 2005). Entre os microrganismos isolados em casos de mastite
bovina se destacam os Staphylococcus sp, Staphylococcus aureus, Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus agalatiae Streptococcus uberis, Corynebacterium spp e
Escherichia coli (BRABES et al., 1999; BRITO et al.,, 1999, BRITO et al, 2001,
RABELLO, 2003).

Os Staphylococcus sp séo os agentes etioldgicos mais isolados em mastites
(ALMEIDA, 1997; BRITO et al., 2002; SANTOS et al., 2003; RABELLO, 2003).
Nesse género, a espécie Staphylococcus aureus € a mais prevalente em infecgdes
de vacas leiteiras (WATTS, 1988; BOOTH, 1995; BRAMLEY et al., 1996; BRITO et
al., 1999; BRITO et al., 2001). Porém, de acordo com Waage et al. (1999), Freitas et
al. (2005) e Cunha et al. (2006) os Staphylococcus coagulase negativos (SCN) sao



os agentes etioldgicos mais isolados de mastites clinicas e subclinicas em bovinos
leiteiros em todo o mundo.

Animais portadores podem constituir fonte de infeccdo permanente,
permitindo a persisténcia do Staphylococcus aureus durante toda a fase de lactagao
(FERREIRA et al., 2006). Brabes et al. (1999) relatam que em levantamentos
epidemioldgicos nacionais e internacionais, o Staphylococcus aureus esta presente
em cerca de 50% das infecgdes da glandula mamaria dos bovinos leiteiros.

Os quartos mamarios infectados, a pele do ubere e dos tetos sdo os principais
sitios de localizagdo do Staphylococcus aureus. Entretanto este agente pode ser
isolado em outros locais, tanto em vacas e novilhas quanto no alimento, na sala de
ordenha e nos bocais das ordenhadeiras, ressaltando a importancia do manejo
durante a ordenha na prevengao de sua transmissao (FERREIRA et al., 2006;
CUNHA et al., 2006).

Provavelmente, a adesdao aos bocais das ordenhadeiras pelos
Staphylococcus sp ocorra de forma semelhante ao descrito para o Staphylococcus
epidermidis. Esse microrganismo €& capaz de produzir um mucopolissacarideo
extracelular amorfo (slime) que permite a agregacao bacteriana, levando a formagéo
de um verdadeiro filme biolégico. A producédo do biofilme favorece a colonizagao
desta bactéria nas superficies plasticas e nos tecidos do hospedeiro e esta
aderéncia € controlada por interagdes hidrofébicas entre as bactérias e estas
superficies (NOVAK, 1999).

O género Staphylococcus possui 35 espécies e 17 sub-espécies, dentre
elas, as espécies coagulase positivas apresentam maior importancia clinica devido
aos seus fatores de patogenicidade. Staphylococcus aureus no individuo sadio é
considerado um microrganismo comensal das narinas anteriores, pele umida, boca e
intestino. Porém, estes microrganismos apresentam propriedades que lhes permite
uma rapida colonizagdo e posterior invasao através de pequenas lesdes na pele e
mucosas, sendo que nas mastites, as maos dos ordenhadores sao consideradas
como principais vias de transmissdao (KLOOS, BANNERMAN, 2003; RODOLPHO,
2002).

As espécies coagulase positivas Staphylococcus intermedius e coagulase
variaveis Staphylococcus hyicus s&o particularmente importantes na medicina
veterinaria e junto com os Staphylococcus aureus sao patdgenos oportunistas em
animais (KLOOS, BANNERMAN, 2003). Dentre as diferentes provas bioquimicas



que podem ser utilizadas para a diferenciagdo destas espécies, Kloos (1990) propde
uma chave simplificada com os testes de producdo de acetoina, utilizacao
anaerobica do manitol e produgao de 3-galactosidase.

Os principais grupos de bactérias causadoras de mastites ambientais s&o os
coliformes e os estreptococos ndo agalactiae (LARANJA DA FONSECA; SANTOS,
2000). Entre os coliformes, a Escherichia coli € a mais prevalente e grave, porque
geralmente resulta em casos agudos decorrentes de um quadro causado por toxinas
e, causam mais frequentemente, casos de mastite clinica. No entanto, Waage et al.
(1999) estudaram casos de mastites clinicas bovinas e verificaram que os SCNs
eram os principais agentes. Nesse estudo, o autor ndo determinou se os SCNs

isolados eram adquiridos durante a ordenha ou do ambiente.

2.3 Testes de suscetibilidade aos antimicrobianos

Para avaliar a suscetibilidade a antimicrobianos (TSA) de espécimes isolados,
os métodos habituais sdo baseados tanto em técnicas de difusdo como de diluicao
em agar. O método de difusdo em disco consiste na interpretagdo da medida do halo
de inibigao formando pelo antibiético (NCCLS, 2000a).

Quando o teste da difusdo em discos é utilizado para detectar resisténcia a
oxacilina, deve ser realizado com discos de 1pg/mL (micrograma/mililitro). A
meticilina foi pretendida para uso em testes laboratoriais de resisténcia porque a
oxacilina é mais estavel ao armazenamento e melhor para identificar as cepas
heteroresistentes, embora o termo meticilino resistente seja mantido por razdes
histéricas. Embora esta resisténcia intrinseca seja definida como CMI = 4 yg/mL de
oxacilina pelo método de diluigdo em agar, o método com disco de oxacilina de 1ug
(micrograma) é considerado confiavel para detecgao de resisténcia (CARVALHO,
BEREZIN, 2004).

O método de diluigdo consiste em diluicbes seriadas de antibiéticos em caldo
ou agar e fornece a CMI de um dado antimicrobiano que, sob condigdes
experimentais definidas, inibe o crescimento de uma bactéria. O valor da CMI é o
critério de referéncia para definir a suscetibilidade de determinado antimicrobiano, de
acordo com o NCCLS (2000b).

O E-test é baseado numa combinagcdo dos conceitos de testes de diluicdo e

difusdo, quantificando diretamente a suscetibilidade antimicrobiana. Mesmo sendo



processado como o método de difusdo em disco, esse teste difere do método
convencional pelo uso de um gradiente pré-definido do antibidtico que é usado para
determinar a CMI em pg/mL. O gradiente reflete uma faixa continua de
concentracéo, que varia de 0,016 yg/mL a 256 pg/mL. Apos incubagéo, quando o
crescimento bacteriano se torna visivel, uma elipse de inibicdo simétrica ao redor da
fita € visualizada (NCCLS, 2000b).

2.4 Resisténcia aos antibidticos
241 Staphylococcus sp

Staphylococcus aureus possui varios fatores de viruléncia que contribui para a
sua persisténcia no tecido mamario, como producido de toxinas extracelulares e
enzimas (SANTOS et al., 2003; LEE, 2003). De acordo com Hamill et al. (1986) os
Staphylococcus sp aderem as células endoteliais por meio de receptores de
adesinas e sao fagocitados por essas. O ambiente intracelular protege os
Staphylococcus sp dos mecanismos de defesa do hospedeiro, assim como dos
efeitos dos antibidticos. Segundo Lowy (1998) estes fatores podem aumentar a
sobrevivéncia bacteriana contribuindo para o desenvolvimento de infecgao
persistente ou recorrente.

Espécimes de Staphylococcus aureus isolados de leite mastitico bovino
também apresentam caracteristicas de viruléncia e resisténcia a diversos
antibidticos utilizados rotineiramente no tratamento da doenca (FREITAS et al,
2005).

De acordo com Fagundes e Oliveira (2004), Staphylococcus aureus é a
bactéria causadora de mastite de tratamento mais dificil devido a elevada resisténcia
aos antibidticos. A relagdo entre o uso de antimicrobianos e a selecdo e
disseminagcao de cepas resistentes € aceito internacionalmente e foi descrita pela
primeira vez por Lepper em 1954 (NOVAK, 1999; FREITAS et al., 2005).

As infecgdes por bactérias multiresistentes em humanos e animais
geralmente sdo mais dificeis de serem tratadas, aumentando os custos do
tratamento quando comparadas as causadas por bactérias suscetiveis (AMYES,
GEMMEL, 1997). No Brasil, mais de 70% das cepas de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis mostram-se resistentes as penicilinas, seja em

ambiente hospitalar ou na comunidade. O uso destes antimicrobianos ndo € mais



indicado em infecgdes por estes microrganismos mesmo que benignas ou de
natureza extra-hospitalar (COSTA et al., 1994).

Brito et al. (2001) comprovaram através da CMI que Staphylococcus aureus
isolados de infec¢des intramamarias bovinas no Brasil (clinicas e subclinicas) foram
sensiveis a cefalotina, eritromicina, gentamicina, norfloxacina e oxacilina, 91%
resistentes a tetraciclina e a tilosina e 65% a ampicilina e a penicilina e 99% a
neomicina. Esses autores afirmam que a resisténcia a oxacilina é infrequente entre
espécimes isolados de glandula mamaria bovina.

Corréa (2003) analisou 95 cepas de Staphylococcus coagulase positiva
isoladas de leite mastitico bovino e observou que a sulfonamida apresentou o mais
alto grau de resisténcia (80,21%), seguida pela ampicilina (78,94%), penicilina
(77,98%) e lincomicina (71,58%). Duas cepas apresentaram resisténcia a todas as
drogas testadas e 48 cepas (50,50%) apresentaram resisténcia a no minimo oito
drogas. Somente a gentamicina (18,95%) e o sulfametoxazol-trimetropim (24,21%)
apresentaram baixos niveis de resisténcia.

Freitas et al. (2005) avaliaram perfil de suscetibilidade de 59 espécimes de
Staphylococcus coagulase positiva isoladas de leite mastitico e verificaram 100% de
sensibilidade a vancomicina e 96% a norfloxacina. Entretanto, observou cepas com
resisténcia multipla para seis a nove antibiéticos simultaneamente e concluiram que
o percentual de multiresisténcia é preocupante, pois muitos dos antibidticos
disponiveis nao teriam efeito sobre estes microrganismos dificultando o tratamento
dos animais.

Martins et al. (1998) associaram o agravamento da resisténcia bacteriana ao
uso frequente e indiscriminado de antibidticos e aos mecanismos de transferéncia de
resisténcia entre os microrganismos. O surgimento de amostras de Staphylococcus
aureus multiresistentes nas ultimas décadas foi relacionado com a pressao seletiva
exercida por antimicrobianos (FAGUNDES, OLIVEIRA, 2004). Esta resisténcia
proporciona as amostras de Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina (MRSA),
uma vantagem seletiva para a colonizagao e infeccdo (STRUELLENS et al., 1992;
SHLAES et al., 1997). A infecgao ou colonizagdo MRSA constitui um sério problema,
uma vez que se trata de um microrganismo resistente a maioria dos antimicrobianos
usualmente disponiveis para o tratamento de estafilococcias, tais como: [3-
lactamicos, aminoglicosideos, macrolideos, tetraciclinas, quinolonas,
sulfametoxazol-trimetoprima e outros (GONCALVES et al., 1987).
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De acordo com Sahm (1994) e Lee (2003) a resisténcia dos Staphylococcus
sp a oxacilina esta relacionada a presencga do gene mecA (determinante genético da
resisténcia), que torna os microrganismos intrinsecamente resistentes também a
outras drogas. Esta resisténcia ocorre devido a presenga de uma proteina ligadora
de penicilina (PBP- “Protein Binding Penicillin”), de baixa afinidade para os (-
lactdmicos, chamada de PBP 2' ou PBP 2? resistentes as penicilinases, presente na
membrana plasmatica e codificada pelo gene cromossdmico mecA (CHAMBERS,
1988; HACKBARTH, CHAMBERS, 1989). Além deste mecanismo de resisténcia, a
inativagao por (B-lactamases e a produgao de PBPs modificadas (MOD-SA), podem
coexistir e até se tornarem interativas (DeLANCASTRE et al., 1991).

O primeiro surto de infeccdo causada por MRSA foi caracterizado em um
hospital europeu no inicio da década de 60 (CHAMBERS, 1997). Poucas semanas
apés o lancamento da meticilina que ocorreu em 1961, foi isolada uma cepa de
Staphylococcus aureus resistente a essa droga na Inglaterra (NOVAK, 1999).
Existem evidéncias de que esse tipo de resisténcia ja existia antes do uso desse
antibidtico B-lactdmico semi-sintético (COOKSON et al., 1990). Entretanto,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina recebeu maior destaque a partir do
final da década de 80, devido a ocorréncia de surtos graves de infecgdes
hospitalares em bercarios e unidades de terapia intensiva (NOVAK, 1999). Archer
(1998) destaca que a terapéutica das estafilococcias tem se tornado mais dificil
devido ao aumento, em todo o mundo, da prevaléncia de cepas resistentes a
meticilina.

Nas ultimas décadas, MRSA tornou-se rapidamente um problema clinico e
epidemiologico nos EUA, sendo frequente em hospitais terciarios e naqueles ligados
ao ensino universitario (BOYCE, 1989; BOYCE et al., 1994; BOOTSMA et al., 2006).

No Brasil, estima-se que a prevaléncia de amostras de MRSA seja alta,
principalmente em hospitais de grande porte e/ou de ensino (SANTOS et al., 1999).
Um estudo realizado no Hospital Sdo Paulo da Escola Paulista de Medicina mostra
que esta prevaléncia € superior a 50% (WEY, 1990). Cerca de 50% dos
Staphylococcus aureus isolados por Sadoyama e Gontijo Filho (2000) apresentaram
resisténcia a oxacilina.

Além da importéncia como causa de infec¢gdes endémicas, o MRSA esta
entre os patdgenos mais associados a surtos hospitalares, nos quais o principal

modo de transmisséo é pelas maos de profissionais de saude (VAN OGTROP et al.,
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1997). Esta resisténcia pode estar sendo disseminada também no meio rural, pois
de acordo com Brito et al. (2001) a resisténcia aos antimicrobianos é comumente
observada no campo em surtos de mastite.

Nunes (2000) afirma que os microrganismos resistentes n&do € um problema
restrito ao ambiente hospitalar e que esses microrganismos estdo disseminados
também na comunidade. A ocorréncia de MRSA adquirido na comunidade era
raramente identificada até que em 1999 foram relatados nos EUA, 6ébitos de
criangas, causados por um clone de MRSA. Recentemente, outros casos de
colonizagédo e infeccdo comunitaria por MRSA foram relatados em individuos
destituidos dos tradicionais fatores de risco (BOYCE et al.,, 2001; CARVALHO,
BEREZIN, 2004). Entretanto, a transmissdo de espécimes MRSA de bovinos para
humanos nunca foi confirmada (NATIONAL MASTITIS COUNCIL RESEARCH
COMMITTEE REPORT, 2000).

Um problema diretamente ligado as mastites estafilocdcicas é a possibilidade
de producdo de toxinas. De acordo com Fagundes e Oliveira (2004) ndo foram
encontradas referéncias na literatura, que atestem a inativagéo eficiente das toxinas
estafilococicas dos alimentos pelos processos usuais de pasteurizacdo ou
esterilizacdo industrial do leite e derivados. Esses autores afirmam que existe
associacao entre a atividade enzimatica especifica, a enterotoxigenicidade e a
resisténcia de Staphylococcus aureus a varios antibidticos. Estudos realizados com
espécimes isolados de casos clinicos e subclinicos de mastite bovina demonstram
entre 20% e 77% dos isolados sdo produtores de enterotoxinas. Dos espécimes
isolados de tanques de expansao, 75,4% demonstram capacidade de produzir essas
toxinas.

Segundo o National Mastitis Council Research Committee Report (2004) o
tratamento da mastite € a causa mais comum de residuos de antibidticos no leite.
Nesse mesmo estudo é discutido que esses residuos quando consumidos podem
induzir resisténcia em humanos.

Ha poucos relatos na literatura de infecgbes por MRSA em animais (SEGUIN
et al., 1999; TOMLIN et al., 1999). Ziv (1995) isolou amostras de Staphylococcus
aureus em 20 rebanhos leiteiros da Bélgica e a resisténcia a oxacilina foi observada
em 1% a 3% dos espécimes isolados. Lee (2003) realizou um estudo na Coréia em

fezes, leite, traquéia, utero, racdo, carne de bovinos, suinos e aves e isolou 28
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Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina. Em 53,57% (15/28) destas cepas foi
detectado o gene mecA, sendo que 60% (9/15) foram isoladas de mastites bovinas.

Malik et al. (2006) avaliaram 252 animais (192 caes e 60 gatos) e
encontraram dez amostras de Staphylococcus sp resistentes a oxacilina. Estas
espécimes com resisténcia a oxacilina foram isoladas de animais infectados e
saudaveis, sendo dois isolados identificados como Staphylococcus aureus e oito
como SCNs.

De acordo com Sakoulas et al. (2001) espécimes que apresentam resisténcia
na prova de difusdo em agar e CMI=4(ig/mL a oxacilina sao consideradas
resistentes. Entretanto, poucos isolados MRSA apresentam resisténcia homogénea
a oxacilina. Assim, Frebourg et al. (1998), Hussain et al. (2000) e Lee et al. (2004)
afirmam que a comprovacédo de amostras MRSA deve ser realizada por meio da CMI
e da identificacdo do gene mecA pela técnica da PCR, sendo este ultimo
considerado como padrao ouro (“gold standard”) para confirmagdo de espécimes
MRSA e MRSCN (Staphylococcus coagulase negativo resistentes a oxacilina).
Entretanto, condi¢gdes particulares de conservagdo dos espécimes devem ser
observadas. Griethuysen et al. (2005) afirmam que apds estocagem a temperaturas
inferiores a -80°C, o gene mecA pode ser perdido, pois determinaram que o gene
nao foi mais detectado em 91,43% (32/35) amostras avaliadas ap6s a estocagem
sob congelamento.

A resisténcia oxacilina € uma consequéncia inevitavel da pressao seletiva
exercida pelos antibiéticos. O glicopeptideo vancomicina representa a primeira
escolha para o tratamento das infecgbes causadas por MRSA (CHAMBERS, 1997) e
permanece como o0 agente de escolha para o tratamento das infec¢gdes provocadas
por MRSA teicoplanina (BOYCE et al., 2001; SHIOMORI et al.; 2002). Porém, esta
informacgéo possui pouco significado na medicina veterinaria porque a vancomicina é

restrita ao uso hospitalar humano e vetada para o tratamento de animais.
2.4.2 Enterobactérias

As enterobactérias sdo grupos de bactérias Gram negativas, fermentadoras
da glicose e oxidase negativas que inclui espécies como a Escherichia coli,
Klebsiella sp e Enterobacter sp.

Dentre as enterobacterias, a mais frequentemente isolada em episddios de

mastite € a Escherichia coli, sendo esta espécie considerada um dos principais
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agentes etioldégicos da mastite bovina de origem ambiental. As infec¢des por E. coli
na glandula mamaria estdo relacionadas ao comportamento oportunista do agente,
que é veiculado pelas fezes dos animais e chega pela via ascendente ao canal
galactoforo (RADOSTITS et al., 2000).

A propor¢cdo de mastite causada por coliformes varia entre os diferentes
paises. Na Finlandia menos de 20% dos casos sao atribuidos aos coliformes, ja em
Israel esta taxa pode ser superior a 60% (KAIPAINEM et al., 2002). A mastite
causada por E. coli pode ser esporadica e os sinais clinicos podem ser localizados
ou resultarem em sintomas clinicos severos com episodios fatais. A severidade da
doenca depende do “status imune” da vaca, mas os fatores de viruléncia do
microrganismo parece ter um importante papel no desenvolvimento da doenca
(SHPIGEL et al., 1998).

Diversos fatores de viruléncia detectados em amostras patogénicas de E. coli
podem ser causas de infecgbes do trato urinario, diarréias, sepsis e meningite em
animais e humanos, entre eles: toxinas, adesinas, invasinas, presenca de capsula,
capacidade de resistir ao poder bactericida do soro e captagdo de ferro. Dentre
estes fatores assume destaque a produgéo do fator necrosante citotoxico (CNF), que
tem sido associado a uma grande variedade de infecgdes no homem e nos animais.
Este fator é subdividido em CNF1 e CNF2, e é considerado importante mecanismo
de viruléncia de E. coli (SUSSMAN, 1997). Em geral, a ocorréncia de CNF em E. coli
de origem animal e/ou humana esta relacionada a producéo de alfa-hemolisina. Em
células Vero, o CNF induz a formagéo de células gigantes, multi-nucleadas e morte
celular (GYLES, 1992).

As enterobactérias possuem mecanismos genéticos que as tornam facilmente
resistentes aos antimicrobianos. A denominacao de betalactamases é utilizada para
nomear as enzimas ativas contra os antibioticos betalactamicos (SANDERS, 1997;
SZABO, ROZGONYI, 1997). Com a introducdo de novos betalactdmicos foram
observadas mudangas nessas enzimas, que se tornaram as enterobactérias
resistentes as novas drogas como as cefalosporinas de largo espectro,
monobactamicos, carbapenema e combinagao destas drogas. Espécimes com estas
caracteristicas foram denominadas como ESBLs (PITOUT et al., 1997).

As ESBLs sdo armazenadas no espaco periplasmatico de bactérias Gram
negativas e sd&o codificadas por genes localizados no DNA (acido

desoxirribonucléico) cromossémico ou extra-cromossOmico, nos plasmideos e/ou



14

transposons (SANDERS et al., 1993; JONES et al., 2000). ESBLs sao inibidas pela
presenca do acido clavulanico, subactam e tazobactam, que quando associados aos
antibidticos betalactamicos, ligam-se as betalactamases e determinam sua
inativagdo. Essa caracteristica € utilizada em laboratério em técnicas de difusdo em
discos para identificar bactérias produtoras de ESBLs.

Com a continuidade do uso da associacdo de betalactdmicos com o acido
clavulanico, comecaram a ser observadas cepas resistentes, que bloqueiam a
capacidade inibitoria destas drogas sobre as betalactamases. Philippon et al. (2002)
afirmam que esse mecanismo de resisténcia esta relacionada a presenga do gene
ampC localizado em um plasmideo. Zaid et al. (2003) observaram uma alta
prevaléncia de resisténcia a quinolonas em cepas de Escherichia coli isoladas de

humanos e de animais.
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M. MATERIAL E METODOS

3.1 Local e amostragem

Um levantamento foi realizado com o objetivo de identificar propriedades do
municipio de Uberlandia — MG, onde havia relatos de mastite recorrente. Foram
considerados animais com mastite recorrente aqueles que apresentaram a doenca
em duas ou mais lactagbes consecutivas, independente do isolamento do agente
etiologico ou uso de terapéutica. A partir dai, em cada propriedade foi realizada a
identificacao dos animais por numeros em fichas proprias.

Nos rebanhos estudados o sistema de criagdo era semi-intensivo, com os
animais ordenhados mecanicamente duas vezes ao dia. A raga predominante era a
holandesa ou mestica com predominancia de sangue holandés. Nas oito
propriedades rurais foram selecionadas para estudo, 140 vacas leiteiras que se
enquadravam dentro do critério adotado, ou seja, historico de mastite em duas ou
mais lactagdes. As colheitas foram realizadas no periodo de novembro de 2003 a
abril de 2004.

Na fazenda, imediatamente antes da ordenha, os animais foram submetidos
ao teste da caneca telada e CMT e o leite dos animais positivos foi classificado
como proveniente de mastite clinica e subclinica, respectivamente. Os animais
considerados positivos foram segregados, tiveram as tetas submetidas a lavagem
com agua e sabao neutro e secagem com papel toalha estéril e, entao foi coletada
amostra de leite por ordenha manual em tubo de ensaio estéril. As amostras foram
imediatamente transportadas ao Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada
(LABIO) da UFU - Universidade Federal de Uberléandia onde foram cultivadas para

isolamento de Staphylococcus sp e enterobactérias.

3.2 Teste da caneca telada e California Mastitis Test (CMT)

Animais com mastite clinica foram identificados pelo teste da caneca telada
ou de fundo escuro, utilizando os primeiros jatos de leite de cada teta. Foi
considerada positiva a amostra que apresentou leite coagulado, sangue ou
substancia purulenta (RIBEIRO et al., 2003). Adicionalmente foram observados

sinais clinicos da infeccao.
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Para realizagao do teste CMT foram coletados 2mL a 3mL de leite de cada
quarto mamario, com o auxilio de uma bandeja e adicionado a mesma quantidade
do reagente (detergente anidnico e purpura de bromocresol). A leitura foi realizada
na mistura, apds movimentos giratorios lentos e o resultado considerado positivo
quando foi observada a ocorréncia de geleificagdo e mudanga de cor da amostra. O
resultado foi interpretado como reacdo negativa, tragos, 1, 2 ou 3 cruzes,
dependendo da quantidade de formagdo de gel na amostra (CORREA, CORREA,
1992).

3.3 Isolamento e identificagcao de Staphylococcus sp

Para isolamento e identificacdo dos Staphylococcus sp, o leite foi semeado
com auxilio de suabe na superficie de placas de Petri contendo agar seletivo e
diferencial manitol salgado e as placas incubadas a 37°C por 24 a 48 horas
(KONEMAN et al., 2001). As coldnias tiveram suas caracteristicas anotadas e foram
cultivadas em agar NA (agar nutriente) e caldo BHI (“brain heart infusion”) por 24
horas a 37°C.

Os espécimes isolados em NA e BHI foram identificados por meio da
coloracao diferencial de Gram (TORTORA et al., 2002) e produgéo de catalase, que
foi realizada em lamina, adicionando a uma colénia, 0,2mL de H.O. (perdxido de
hidrogénio) 3% (SILVA et al., 2001). Foram considerados como Staphylococcus sp,
os isolados que apresentaram morfologia tipica de cocos Gram positivos, agrupados
em cachos e producdo da enzima catalase.

Os espécimes identificados como Staphylococcus sp foram diferenciados em
Staphylococcus coagulase positiva ou negativa por meio do teste da coagulase em
tubo. Para realizacdo da prova de coagulase, foi transferida 0,2mL de cada cultura
obtida em caldo BHI para tubo de 10x100mm. Neste tubo, foi adicionado 0,5mL de
plasma de coelho com acido etileno diamino tetracetico-EDTA (Laborclin®) e apods
homogeneizagao lenta, a mistura foi incubada a 37°C. A formagado de coagulo foi
monitorada a cada hora por 4 horas e ap6s 24 horas de cultivo. O resultado foi
interpretado como reagdo negativa, tragos, 1, 2 ou 3 cruzes, dependendo da
intensidade de formagéo de coagulo na amostra (SILVA et al., 2001; HIRSH, ZEE,
2003).
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3.4 Identificacdao das espécies de Staphylococcus coagulase positiva

Para identificagdo das espécies coagulase positiva Staphylococcus aureus,
Staphylococcus hyicus e Staphylococcus intermedius foi utilizado um sistema
simplificado proposto por Kloos (1990) e testado por Brito et al. (2002). Os testes
empregados foram: produgdo de acetoina, utilizagdo anaerdbica do manitol e
producdo de B-galactosidase (KLOOS, 1990; KLOOS, BANNERMAN, 1999). A
interpretacdo dos resultados obtidos nos testes foi realizada conforme
recomendagdes contidas na Tabela 1 (KLOOS, 1990).

A prova de produgao de acetoina foi realizada transferindo 0,1mL da cultura
do caldo BHI para tubo contendo 2,5mL de caldo VP (“Voges Proskauer”) com
incubagao a 37°C por 48 horas. Ap0és, foi transferido 1mL desta mistura para tubo de
ensaio, adicionando-se 0,6mL de a-naftol a 5% e 0,2mL de hidréxido de potassio
(KOH) a 40%. A cultura foi considerada positiva quando houve formacédo de
coloracdo vermelha e negativa quando desenvolveu cor marrom. Quando o
resultado era negativo, os tubos eram mantidos em temperatura ambiente por mais
doze dias e, neste periodo, realizadas leituras de maneira semelhante a primeira
(BARROW, FELTHAM, 1995).

Tabela 1. Identificagcdo de Staphylococcus coagulase positiva por meio de provas

bioquimicas.
o Producdo de Utilizagao anaerébia Producgao de -
Espécimes ] . .
Acetoina do manitol galactosidase
S. aureus + + -
S. intermedius - - +
S. hyicus - - -

Fonte: Kloos (1990)

A utilizagdo anaerdbica do manitol foi determinada de acordo com Roberson
et al. (1992). A cultura proveniente do caldo BHI foi inoculada em tubo contendo
agar manitol salgado, que foi incubado em anaerobiose a 37°C por 24 a 48 horas.

Foram considerados positivos os tubos que mudavam a coloragao do indicador de
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vermelha para amarela.

A atividade da B-galactosidase foi determinada de acordo com Koneman
(1989), empregando-se como substrato o ONPG (hidrélise da (-galactosidase). Os
espécimes cultivados em BHI foram inoculados em agar TSI (agar triplice agucar-
ferro) e, posteriormente transferidas com auxilio da alga de platina para 0,5mL de
solugéo de cloreto de sddio (NaCl) 0,85%. Em seguida, foi adicionado a cultura, um
disco de ONPG, que foi incubada a 37°C. As leituras foram realizadas por até 24
horas apds incubacgao, sendo a primeira apés 4-6 horas. O resultado foi considerado
positivo quando observado o desenvolvimento de cor amarela. Um cultivo de
Escherichia coli ATCC 25922 (“American Type Culture Collection”) foi usado como
controle positivo (KLOSS, BANNERMAN, 1995). As amostras identificadas foram

estocadas em caldo BHI com 20% de glicerol a -20°C.

3.5 Isolamento e identificagcao das enterobactérias

O leite foi semeado com auxilio de suabe na superficie de placas de Petri
contendo agar MacConkey e incubado a 37°C por 24 a 48 horas (TORTORA et al.,
2002). Apds a incubacdo, as colbnias tiveram suas caracteristicas anotadas
(fermentadoras ou ndo fermentadoras da glicose) e repicadas em agar NA por 24
horas para posterior identificacao.

As colbnias isoladas em NA foram submetidas a coloracdo diferencial de
Gram e prova da citocromo oxidase conforme metodologia descrita por Silva et al.
(2001). Foram consideradas como pertencentes a familia Enterobacteriaceae os
espécimes com morfologia de bacilos Gram negativos, fermentadores e citocromo
oxidase negativos (TORTORA et al., 2002).

Para identificacdo das espécies das enterobactérias isoladas foi utilizado o
sistema comercial Bactray | e Il da Larboclin®, indicado para bacilos Gram negativos
fermentadores e oxidase negativa. Os procedimentos foram realizados conforme
recomendagdes do fabricante. Inicialmente, colénia obtida em cultivo de 18-24 horas
foi suspensa em agua destilada estéril até turvacao equivalente a 0,5 na escala de
MacFarland. Esta suspensdo (1mL) era transferida para o conjunto de analise

Bactray |, distribuindo o volume entre os compartimentos que continham os
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reagentes desidratados para realizagao das provas de: hidrélise da (-galactosidase
(ONPG) e da arginina (ADH), descarboxilagdo da lisina (LDC) e da ornitina (ODC),
producao de acido sulfidrico (H2S), indol (IND) e urease (URE), utilizagdo da glicose
e producao de acetoina (VP,), desaminagao da fenilalanina (PD) e utilizacdo do
citrato como Unica fonte de carbono (CIT). Oleo mineral estéril foi adicionado as
provas de ADH, LDC, ODC, H,S e URE e o conjunto incubado a 35°C por 24 horas.
A Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada como controle.

ApOs a incubacéo e adigao de reagentes (a-naftol e hidroxido de potassio no
VP, cloreto férrico no PD e reativo de Kovac’s no IND) foi realizada a leitura por meio
da mudanca de cor nos compartimentos e os dados adicionados a uma planilha
eletrbnica componente do conjunto de anadlise. A identificacdo da espécie foi
realizada pelo programa eletronico (software), que também forneceu a porcentagem
de confianga da identificacdo realizada. O resultado deste teste foi considerado
adequado quando a confianga era acima de 90%. Adicionalmente, para os isolados
em que a confianga de identificacdo foi menor que o estabelecido (90%), os
procedimentos foram novamente realizados, porém, com inoculagdo no conjunto
Bactray Il ®, que é considerado complementar ao Bactray | ®. Este conjunto verifica
a utilizacdo do malonato, rhamnose, adonitol, salicina, arabinose, inositol, manitol e
rafinose. A leitura foi realizada e a identificacdo realizada de forma idéntica a
descrita anteriormente com utilizagao da planilha eletrénica.

Apés identificacdo, as amostras foram estocadas em caldo BHI com 20% de

glicerol a -20°C.
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3.6 Testes de suscetibilidade aos antimicrobianos

3.6.1 Teste de difusao em discos

Todas as amostras de Staphylococcus spp e enterobactérias foram
submetidas a avaliagao frente a antimicrobianos, utilizando protocolo recomendado
pelo NCCLS (2000a). Trés a cinco colbnias puras recentes (18 a 24 horas) dos
espécimes previamente isolados e identificados foram semeadas em caldo Mueller-
Hinton (MH) e incubados a 37°C até atingir turvacéo correspondente ao tubo 0,5 da
escala de MacFarland. Estes espécimes foram semeados com auxilio de suabes na
superficie de agar MH e, apds absorg¢ao, adicionados os discos dos antimicrobianos.

Foram testados os seguintes antimicrobianos para os espécimes identificados
como Staphylococcus spp: oxacilina 1ug, ampicilina 10ug, cefalotina 30ug,
clindamicina 2ug, cloranfenicol 30ug, eritromicina 15ug, ciprofloxacina 5ug,
penicilina G 10U.l., rifampicina 5ug, sulfa-trimetropim 25ug e tetraciclina 30ug. Foi
utilizada como controle a cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923. Para as
enterobactérias foram utilizados os antimimicrobianos: ampicilina 10pg, amoxicilina
10ug, aztreonam 30ug, cefotaxima 30pg, cloranfenicol 30upg, imipenem 10ug,
gentamicina 10ug, penicilina 10U, amicacina 10 pg, ceftazidima 30 ug, ciprofloxacin
5ug e tetraciclina 30ug. Foi utilizada como controle a amostra de Escherichia coli
ATCC 25922.

362Teste de triagem em agar (agar screem) para resisténcia a oxacilina e a

ceftazidima

Os espécimes de Staphylococcus spp previamente isolados e identificados
foram submetidos ao cultivo em meio de triagem (screem) para deteccéo de
amostras resistentes a oxacilina. Os procedimentos foram realizados de acordo com
protocolo da NCCLS (2000b), utilizando agar MH suplementado com 6ug/mL de
oxacilina e 4% de NaCl. Colbnias foram adicionadas a caldo MH e incubadas a 37°C
até que atingissem concentragdo equivalente a 0,5 na escala de MacFarland e

semeadas com auxilio de suabe diretamente na superficie do agar.
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As enterobactérias isoladas foram testadas quanto a resisténcia a ceftazidima
utilizando o método de inoculagdo em agar de triagem (NCCLS, 2000b). O meio de
cultura utilizado foi o agar MH suplementado com 2ug/mL de -ceftazidima
(CHAMBERS, 1997).

As placas foram inspecionadas apos incubacéo a 37°C por 24 horas, sendo o

crescimento de uma unica colbnia indicativo de resisténcia.

3.6.3 Determinacao da concentragao minima inibitéria (CMI) de oxacilina

3.6.3.1 Suscetibilidade antimicrobiana por diluigdo em agar

A CMI foi realizada de acordo com técnica do NCCLS (2000b), que
recomenda o uso do agar MH e indculos padronizados frente a diferentes
concentracbes do antibidtico. Em superficies de placas contendo concentragdes
0,25ug/mL a 1024ug/mL de oxacilina incorporados a agar MH foi inoculado 5 uL da
suspensao bacteriana (turvagdo 0,5 na escala “MacFarland”) com auxilio de um
inoculador do tipo Steers. As placas foram incubadas por 24 e 48 horas a 36°C e
verificado o crescimento bacteriano. A menor concentragdo do antibiético em que o
crescimento bacteriano deixou de ser observado foi considerada a CMI (NCCLS,
2000b).

3.6.3.2 Utilizagao do “E-test”

O teste foi realizado utilizando-se a técnica recomendada pelo NCCLS
(2000b). Colbnias puras de Staphylococcus spp que demonstraram resisténcia a
oxacilina na prova de difusdo ou agar screem foram semeadas em agar MH e
incubadas a 35°C até atingirem turvagado equivalente a 0,5 a escala “MacFarland”.
Os espécimes foram semeados com suabe na superficie do agar e a fita de “E-test”
depositada na superficie, sendo devidamente pressionada para evitar a formagao de
bolhas.

As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas para Staphylococcus
coagulase positiva e por 48 horas para os espécimes de Staphylococcus coagulase

negativa.
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3.7 Deteccao do gene mecA pela técnica de reagao em cadeia da polimerase
(PCR)

Os espécimes de Staphylococcus spp que apresentaram resisténcia a
oxacilina no teste de difusdo em discos e/ou agar screem foram selecionadas para o
estudo.

As andlises foram realizadas no Laboratério de Genética de Bactérias do
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias - Campus de Jaboticabal- UNESP (Universidade Estadual de
Sao Paulo).

A extracao do DNA gendmico foi feito por lise térmica. Um mililitro de uma
cultura pura cultivada em caldo BHI por 18 a 24 horas foi centrifugada a 5000rpm
por 4 minutos e o sobrenadante desprezado. O material foi lavado trés vezes com
tampao TE (Tris EDTA, pH 8,0) e posteriormente ressuspendido em 100uL de
tampao TE e aquecido a 95°C por 10 minutos. Em seguida foi centrifugado por 20
segundos a 5000rpm e o sobrenadante preservado para o teste.

A quantificagdo do DNA foi realizada em espectrofotometro (BECKMAN,
modelo DU-640B) medindo a absorbancia em contraste com agua destilada, nos
comprimentos de onda de 260 e 280nm (nanémetros), sendo a relagao 260/280
calculada. Para a confirmagdo da presenga do DNA e do tamanho dos fragmentos,
foram preparados géis de agarose 0,8% em tampé&o “Thread Environment Block”
(TEB), processados a 75V (volts) por 1Thora. O marcador de peso molecular utilizado
foi o 1 kilobyte ladder (GIBCO®). Foram aplicados no gel 6puL do material genético
extraido e apods eletroforese este foi visualizado por um fotodocumentador modelo
GEL DOC 2000 (BIO RAD®).

Os primers utilizados para amplificacdo foram as sequéncias especificas do
gene mecA 1282 (5’AAAATCGATGGTAAAGGGTTGGC 3’) e mecA 1793
(5’AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC 3’), para a amplificagdo da regido de
resisténcia a oxacilina com produtos de amplificagdo de 533 pb (pares de base)
(MERLINO et al., 2002).

As reagoes de PCR foram feitas segundo a metodologia proposta por You et
al. (2000) com modificagdes. O mixer de 20uL foi composto por 2uL do DNA a ser
amplificado na concentragao de 30ng, 2uL de tamp&o 10X (KCI 50nM, Tris-HCL (200
mM, pH 8,4), 0,6uL de cloreto de magnésio (4,0 mM), 0,4uL de dNTPs (10 mM), 1uL
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de primer (25 ng), 0,4uL de Taq DNA polimerase (10U/uL) e agua estéril (Milli-Q)
para totalizar o volume da reagdo. Como controle foi utilizada o mesmo mixer,
exceto o DNA alvo, que foi considerado controle negativo.

Para o processamento das amostras foi utilizado um termociclador PTC — 100
(MJ Research®) nas seguintes condi¢des de amplificagdo: 94°C (2 minutos), 94°C (1
minuto), 40°C (2 minutos), 72°C (2 minutos), seguidos de 39 ciclos a partir do
aquecimento a 94°C, finalizando com aquecimento a 72°C (5 minutos) e manutengéao
a 5°C até o momento de serem submetidas a eletroforese.

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% (SAMBROOK, RUSSEL, 2001), utilizando como marcador de peso
molecular o 71kb ladder (GIBCO®), que serviu como referéncia de migragao
eletroforética para calculo do tamanho dos fragmentos obtidos nas reagdes de
amplificagdo. Na eletroforese foi utilizada cuba horizontal modelo HORIZON 11-14, e
tampao TBE, corados com brometo de etidio e processados a 65 V, por 90 minutos.
Os fragmentos de DNA foram visualizados pela incidéncia de luz UV e analisados

em fotodocumentador.

3.8 Deteccao de enterobactérias produtoras de ESBLs pela técnica de

difusdao em discos

As enterobactérias isoladas e identificadas quanto a espécie que
apresentaram resisténcia a ceftazidima no teste de difusdo em discos e/ou agar
screem foram selecionadas para verificar a produgao de betalactamases de espectro
ampliado.

Foi utilizada a técnica proposta por Bradfort (2001). Os espécimes foram
semeados em caldo Mueller-Hinton (MH) e incubados a 37°C até atingir turvacgéo
correspondente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland. Posteriormente foram
estriados com auxilio de suabe na superficie de agar MH. e, apds absorgao,
adicionados os discos de amoxacilina + acido clavulanico e ceftazidima. As placas
foram incubadas por 24 horas a 36°C e verificado a inibicdo da enzima betalacmase

de espectro ampliado pelo acido clavulanico.
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3.9 Analise dos resultados

A anadlise dos resultados foi realizada de forma descritiva. Os valores
absolutos foram tabulados, calculados os respectivos percentuais e comparados as
informagdes disponiveis na literatura.

As analises estatisticas dos resultados microbiolégicos foram realizadas
utilizando-se o teste do x? para comparagdo entre os valores percentuais (variaveis
qualitativas) quando o n foi maior que 5 e o teste exato de Fisher quando o n foi
igual ou menor que cinco. A significancia estatistica foi definida por um valor de p
menor que 0,05. A andlise das variaveis foi realizada utilizando-se os programas
estatisticos SPSS PC versao 11.0 (SPSS, Chicago) e o Epi Info Software verséo
2000 (CDC, Atlanta).
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 140 animais selecionados para estudo (histérico de mastite recorrente),
28,57% (40/140) foram positivos para mastite clinica por apresentarem grumos na
caneca telada e sinais clinicos da inflamacdo. No CMT, 67,14% (94/140)
apresentaram resultado positivo (2 ou 3 cruzes), caracterizando mastite subclinica.
Somente 4,28% (6/140) animais foram negativos em ambas as provas,
comprovando a endemicidade e recorréncia da doenca na populacdo estudada. A
maior prevaléncia de mastite subclinica quando comparada a casos clinicos
observada neste estudo, também foi relatada por varios autores (LARANJA DA
FONSECA, SANTOS, 2000; SPINOSA et al., 2000).

Das amostras positivas, apds cultivo em agar manitol salgado e agar
MacConkey, em 38,80% (52/134) ndo houve isolamento de nenhum microrganismo.
Esse resultado é semelhante ao determinado por Freitas et al. (2005) que nao
conseguiram identificar o agente etiolégico em 36,70% das amostras positivas pelo
CMT ou caneca de fundo escuro. A causa da néo identificagdo do agente etiolégico
nestes casos & provavelmente devido a presengca de um processo inflamatorio de
etiologia nao bacteriana (COSTA et al., 1996). Além disso, neste estudo, os meios
de cultura utilizados foram seletivos para isolamentos de bactérias do género
Staphylococcus e enterobactérias, que ndo sdo ideais para o crescimento de
espécies mais exigentes como o Mycoplasma, como exemplo.

Das amostras positivas em que houve crescimento bacteriano, em 21,95%
(18/82) ocasides foram isoladas mais de um agente. Nestes casos, a associagéo
observada foi a de Staphylococcus spp e enterobactérias, com maior envolvimento
do SCN (11/18).

Considerando os casos de infeccdo monomicrobiana, o Staphylococcus
aureus foi o microrganismo mais prevalente, seguido dos SCN, com indices de
32,92% (27/82) e 20,73% (17/82), respectivamente. Os estreptococos foram
isolados em 7,32% (6/82) amostras e em nenhuma ocasido estavam associados a
outro microrganismo. As enterobactérias foram individualmente isoladas de 2,44%
(2/82) das mastites. A associagado entre Staphylococcus spp e enterobactérias
ocorreu com mais freqiéncia na mastite clinica (12/18) e com o envolvimento de

SCN (9/12). Nao houve como determinar na maioria destes casos qual foi o agente
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primario da infecgéo. A distribuicdo dos agentes etioldgicos envolvidos nos 82 casos

de mastite estudados pode ser observada na Tabela 2.

Tabela 2. Distribuicdo dos agentes etiolégicos isolados de mastites recorrentes em

oito propriedades rurais de Uberlandia-MG.

N=82
. Associados
Espécies isoladas Unico agente
a enterobactérias
N % N %
S. aureus 27 32,93 5 6,10
S. intermedius 8 9,75 2 2,44
S. hyicus 4 4,88 -- --
SCNs 17 20,73 11 13,41
Streptococcus sp 6 7,32 -- --
Enterobactérias 2 2,44 - -
TOTAL 64 78,05 18 21,95

(--) ndo isolado associado a outro microrganismo.

Em 33,33% (3/9) dos casos de mastite clinica em que o agente envolvido era
o SCN, este agente possuia caracteristica de multiresisténcia e a presenga do gene
mecA. Fagundes e Oliveira (2004) demonstraram que existe associagao entre a
atividade enzimatica especifica, a enterotoxigenicidade e a resisténcia de
Staphylococcus a varios antibidticos. Apesar de autores considerarem os SCNs
como patdégenos oportunistas de mastites (HARMON et al., 1990; BRAMLEY et al.,
1996) a presenca de multiresisténcia, mostra a importancia desses microrganismos
como complicadores da infeccao e da sua persisténcia nos rebanhos.

Os SCNs sao considerados menos patogénicos que as espécies coagulase
positivas e fazem parte da microbiota normal da pele de homens e animais (KLOSS,
BANNERMAN, 1995; TORTORA et al., 2002; RIBAS, 2003). Porém, varios estudos
vém discutindo sua importadncia em infecgées nosocomiais. Os SCNs aderem
facilmente as superficies poliméricas como cateteres por produzirem biofilmes. Este
fato, provavelmente, pode acontecer também nas ordenhadeiras, facilitando sua
disseminagao entre os animais. Estes microrganismos apds a colonizagao inicial,
produzem uma autolisina e uma adesina intercelular polissacaridica (PIA) que séo

importantes na producao de biofilmes (RUPP et al., 2001).
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A capacidade dos SCNs de producdo de biofilmes e multiresisténcia a
antibidticos quando associadas a producdo de enterotoxinas podem se tornar um
sério problema de saude publica (FAGUNDES, OLIVEIRA, 2004).

Até recentemente, considerava-se que a producdo de enterotoxinas era
restrita & espécie coagulase positiva Staphylococcus aureus, porém, Valle et al.
(1990) descreveram que outros estafilococos produtores de coagulase como
Staphylococcus hyicus e Staphylococcus intermedius também possuiam essa
caracteristica. Outro estudo evidenciou que espécies coagulase negativas como
Staphylococcus xylosus, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus cohnii, Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus warneri,
Staphylococcus sciuri e Staphylococcus lentus sdo também capazes de produzir
toxinas em condi¢des laboratoriais (PEREIRA et al., 2001).

Nos 82 casos de mastite diagnosticados neste estudo (36 clinicas e 46
subclinicas), a prevaléncia de Staphylocococcus aureus como unico agente nas
mastites clinicas foi de 25,00% (9/36) e nas subclinicas 39,13% (18/46). Este
resultado esta de acordo com os relatados por varios autores (COSTA et al., 1995;
ALMEIDA, 1997; BRITO et al., 2002; SANTOS et al., 2003; RABELO, 2003). No
entanto, Freitas et al. (2005) e Cunha et al. (2006), citam que os SCNs foram os
agentes mais prevalentes nas mastites subclinicas.

Neste estudo, verificou-se que o Staphylococcus intermedius foi isolado em
12,20% (10/82) ocasides, sendo o unico agente em trés episddios de mastites
subclinicas e cinco de mastites clinicas. De acordo com Brito et al. (2002) o
percentual de isolamento do Staphylococcus intermedius de mastite bovina é baixo.
O Staphylococcus hyicus foi isolado de 4,88% (4/82) casos de mastites. A
importancia Staphylococcus intermedius e Staphylococcus hyicus é pouco discutida
na etiologia das mastites, sendo espécies mais associadas a cades e suinos
respectivamente. Provavelmente, o contato intimo de outros animais com bovinos
nas propriedades pode ter favorecido a contaminagao das vacas leiteiras.

Nos casos de mastite subclinica e clinica, 10,87% (5/46) e 2,78% (1/36) de
espécimes isolados foram identificadas como Streptococcus sp respectivamente.
Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Rabello (2003) que encontrou
prevaléncia de 13,70% destes agentes em mastites bovinas.

As enterobactérias foram isoladas em 24,39% (20/82) dos episédios de

mastite polimicrobiana, porém, foram isoladas individualmente em somente dois
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casos (uma mastite clinica e uma subclinica). A identificagdo bioquimica demonstrou
que a Escherichia coli foi a espécie mais prevalente dentre as enterobactérias
isoladas, sendo identificada em 75,00% (15/20) ocasides. Nos episddios de mastite
clinica, a E. coli foi isolada em 76,92% (10/13) dos casos, 0 que concorda com
Figueiredo (1995), Laranja da Fonseca e Santos (2000) e Freitas et al. (2005) que
afirmam que esta bactéria € um importante agente etiolégico das infecgdes clinicas.
A Tabela 3 mostra a frequéncia de isolamentos das espécies de enterobactérias de

mastites clinicas e subclinicas.

Tabela 3. Identificagcao de enterobactérias isoladas de mastites clinicas e subclinicas

em oito propriedades de Uberlandia-MG.

N=20
., Associada a Staphylococcus
L . Unico agente
Espécies isoladas spp
Clinica Subclinica Clinica Subclinica
N n N N
Escherichia coli 1 0 9 5
Cedecea darisae 0 1 0 1
Hafnia alvei 0 0 1 0
Klebsiella 0 0 1 0
Serratia marcescens 0 0 1 0
TOTAL (%) 1 (5,00%) 1 (5,00%) 12 (60,00%) 6 (30,00%)

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das enterobactérias
determinada no teste de difusdo em discos demonstrou que 100% (20/20)
apresentaram resisténcia a ampicilina e amicacina, 65,00% (13/20) a amoxacilina e
tetraciclina, 15,00% (3/20) a ceftazidima e cloranfenicol, 10,00% (2/20) a cefotaxima,
5,00% (1/20) a aztreonam e gentamicina e 0% (0/20) a ceftriaxona, imipinem e

ciprofloxacin. Os resultados podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos de enterobactérias isoladas de

mastites clinicas e subclinicas em oito propriedades rurais de Uberlandia-MG.

Clinica Subclinica
Antimicrobiano p’
N=13 N=7
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Amicacina 100,00% 100,00% 1,0
Amoxacilina 76,92% 42,85% 0,17
Ampicilina 100,00% 100,00% 1,0
Aztreonam 0,00% 14,28% 0,35
Cefotaxima 15,38% 0,00% 0,52
Ceftazidima 15,38% 14,28% 1,0
Ceftriaxona 0,00% 0,00% 1,0
Ciprofloxacin 0,00% 0,00% 1,0
Cloranfenicol 23,07% 0,00% 0,52
Gentamicina 0,00% 14,28% 0,35
Imipinem 0,00% 0,00% 1,0
Tetraciclina 69,23% 57,14% 0,65

p' <0,05 = diferenga significativa

Somente em um caso de mastite clinica foi isolada Escherichia coli que
apresentava resisténcia de espectro estendido aos betalactdmicos, confirmada no
teste de sinergismo em duplo disco (detec¢cdo de bactérias produtoras de ESBLS).
Esta amostra foi isolada de mastite clinica e apresentou também resisténcia a outros
betalactdmicos como a amicacina, amoxacilina, ampicilina e cefotaxima.
Adicionalmente foi observada também resisténcia ao cloranfenicol e tetraciclina.

Os resultados obtidos neste estudo (numero de isolamentos, infec¢ao
polimicrobiana ou monocrobiana e resisténcia aos antimicrobianos) indicam que os
problemas das mastites causadas por enterobactérias representam um problema
clinico mais relacionado as necessidades de intervencdo rapida com tratamento
sintomatico do que com a resisténcia aos antimicrobianos. Provavelmente, as
enterobactérias isoladas em conjunto com os estafilococos eram oportunistas nos
casos estudados. Estes resultados estdo de acordo como os relatos de Figueiredo
(1995) e Freitas et al. (2005) que afirmam que as enterobactérias sao patégenos
oportunistas e adquiridos entre ordenhas, ou seja, do ambiente.

Uma comparagao entre os testes para deteccdo de enterobactérias
produtoras de betalactamases de espectro ampliado esta demonstrado na Tabela 5.
Os resultados obtidos concordam com a literatura, que recomenda a realizagdo de
testes adicionais para confirmacdo de amostras positivas no teste de difusao de
disco (BRADFORD, 2001). O uso do agar de triagem e o teste de sinergismo com

duplo disco (padrao ouro) apresentaram resultados idénticos.
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Tabela 5. Comparacdo entre diferentes testes na deteccdo de resisténcia a
ceftazidima em enterobactérias isoladas de mastite em oito propriedades rurais de
Uberlancia-MG.

Ceftazidima (Difusdo com disco-ESBL)

Resistente Suscetivel

Técnicas Sensibilidade Especificidade
N=3 N=17
Difusdo com disco 3 17 100 33,33
Agar de Triagem 1 17 100 100
Duplo disco
1 17 100 100
(ESBL)

Um alto numero de espécimes resistentes a penicilina e a ampicilina foi
descrito por Brito et al. (2001) e Fontana (2002) com 65% e 100% de resisténcia a
penicilina e ampicilina respectivamente, em amostras de Staphylococcus sp isoladas
de infeccdes mamarias. Assim, apesar da penicilina ser um dos antibiéticos mais
difundidos e utilizados no tratamento de enfermidades animais (LOWY, 1998) e dos
betalactamicos permanecerem como as drogas de eleicdo no tratamento de
estafilococcias, a penicilina praticamente ndo é mais utilizada nestas infecgdes pelo
alto grau de resisténcia apresentado por estes microrganismos.

A resisténcia dos Staphylococcus ao cloranfenicol foi considerada baixa, com
somente 2,70% das amostras resistentes. Cardoso e Schwarz (1992) verificaram em
217 amostras de Staphylococcus aureus, isolados de casos de mastite subclinica,
5,07% de resisténcia ao cloranfenicol em rebanhos bovinos que faziam pouco uso
da terapéutica. Neste estudo, este antibidtico foi 0 que apresentou maior eficiéncia in
vitro para os espécimes testados. O cloranfenicol é proibido para uso veterinario
(BRASIL, 2003) e, provavelmente, essa baixa resisténcia seja pela auséncia de
presséo seletiva. De acordo Brito et al. (2001) as principais causas de resisténcia
observadas no campo estéo relacionadas ao uso inadequado de drogas, como sub-
doses e tempo de tratamento menor que o recomendado.

O uso do agar de triagem contendo 4% de NaCl e 6ug de oxacilina tem sido

utilizado como um dos métodos de confirmagao para a resisténcia a oxacilina em
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provas de difusdo (NCCLS, 2000b). Neste estudo, de 38 espécimes que
demonstraram resisténcia na prova de difusdo, 73,68% (28/38) foram confirmadas
no agar de triagem.

De acordo com Piriz et al. (1995) Staphylococcus sp que possuem
resisténcia a oxacilina, possuem também resisténcia intrinseca a outros
antimicrobianos, o que foi confirmado nesse estudo (Tabela 6). Esses espécimes
representam um desafio terapéutico e de saude publica, que justifica sua vigilancia
epidemiologica (BOYCE, 1992).

Entre os isolados resistentes a oxacilina, a multiresisténcia foi o padrao
comumente observado, com a maioria das amostras resistentes a sete dos onze
antibidticos testados. Entre as amostras de Staphylococcus spp sensiveis a
oxacilina, a resisténcia a penicilina (83,33%), ampicilina (80,55%) e rifampicina

(22,22%) foram as mais observadas entre os antibidticos testados.

Tabela 6. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos de Staphylococcus spp
resistentes e sensiveis a oxacilina isolados de mastites em oito propriedades rurais
de Uberlandia-MG.

Resistentes Sensiveis
Antimicrobiano P
N=38 N=36
Ampicilina 92,10% 80,55% 0,1446
Cefalotina 78.,94% 2,77% <0,0001
Ciprofloxacina 71,05% 2,77% <0,0001
Clindamicina 76,31% 5,55% <0,0001
Cloranfenicol 2,63% 2,77% 0,9704

Eritromicina 73,68% 8,33% <0,0001
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Oxacilina 100% 0,00% <0,0001
Penicilina 94,73% 83,33% 0,1129
Rifampicina 76,31% 22,22% <0,0001
Sulfa/Trimetropim 60,52% 5,55% <0,0001
Tetraciclina 65,78% 8,33% <0,0001

p'<0,05 = diferenga significativa.

O agar de triagem demonstrou que € uma ferramenta util na identificagao de
Staphylococcus resistentes a oxacilina e concorda com os resultados obtidos por
Sadoyama (2003) e Ribas (2003). Porém, este método ndo deve ser a unica forma
de diagnostico para estes espécimes, ja que quando comparado a CMI em duas
ocasides, este teste ndo foi capaz de demonstrar o crescimento de microrganismos
que demonstraram resisténcia comprovada pela CMI (Tabela 7). As divergéncias
entre os métodos foi observada em um espécime Staphylococcus aureus (CMI=32
pMg/mL) e uma de Staphylococcus hycus (CMI=12 pg/mL), De acordo com Novak
(1999) pode haver resisténcia heterogénea ao antimicrobiano onde apenas uma
pequena fragdo da populacdo expressa resisténcia. Assim, outros testes além da
difusdo em discos e agar de triagem devem ser utilizados na confirmacédo de
Staphylococcus resistentes a oxacilina.

A utilizagdo dos métodos de incorporagado do antibiético em agar e das fitas
E-test® utilizados para determinar a resisténcia a oxacilina demonstraram que estes
métodos sado similares e ferramentas importantes na confirmagado da resisténcia.
Staphylococcus spp com CMI 24 pg/mL a oxacilina sdo considerados resistentes a
este antimicrobiano. Os espécimes MRSA e MRSCN determinadas no teste de
difusdo em disco foram confirmados pela CMI em 78,95%.

Nesta investigacdo a taxa de resisténcia a oxacilina, considerando os
resultados obtidos pelo MIC (testes de diluigdo em agar e E-Test) foi de 40,54%
(30/74), sendo este indice ligeiramente inferior aos observados em cepas
provenientes de hospitais humanos em estudos conduzidos por Santos et al. (1999),
Sadoyama, Gontijo Filho (2000), que encontraram 47,56% e 50,00% de resisténcia,

respectivamente.
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Tabela 7. Resisténcia a oxacilina observada no teste de triagem, técnica de difuséo
em disco e CMI pelos métodos da incorporagédo do antibiético em agar e E-test de

38 espécimes de Staphylococcus spp isolados de mastites.

N =38
Espécimes isolados Difusdao em , . CMI e E-test
] Agar de triagem
disco (24pg/mL)
Staphylococcus aureus 14 12 13
Staphylococcus intermedius 7 6 6
Staphylococcus hyicus 1 0 1
SCN 16 10 10
Total 38 28 30

A literatura possui poucos relatos desses espécimes sendo isolados de
mastites bovinas, provavelmente por falta de pesquisas na area. Assim sendo, as
mastites adquirem importancia para a saude publica pela possibilidade de
veiculagdo de microrganismos multiresistentes (COSTA, 1998). No Brasil, Fontana
(2002) avaliou amostras de leite mastitico de 96 vacas leiteiras da regido de Jatai-
GO e isolou 85 amostras de Staphylococcus spp que demonstraram 100% de
resisténcia aos betalactamicos penicilina, ampicilina e a oxacilina. Neste estudo o
autor determinou que 90,3% dos estafilococos eram produtoras de R-lactamase e
nao realizou a CMI ou a presenga do gene mecA.

A analise molecular demonstrou que dos 30 espécimes de Staphylcoccus
spp previamente identificados como resistentes a oxacilina pelo teste de difusdo com
disco e confirmada pela CMI, 25 demonstraram possuir o gene mecA (Figura 1).
Estas amostras representam 33,78% (25/74) de todos os estafilococos isolados.
Este resultado é superior ao encontrado por Lee (2003) e MaliK et al. (2006) que
encontraram 3,56% (15/421) e 3,97% (10/252) cepas MRSA, respectivamente em
estudos realizados com amostras de animais. A Tabela 8 ilustra a presenca do gene

mecA, entre a diferentes espécies de estafilococos e o tipo de mastite .

Tabela 8. Distribuicdo do gene mecA em estafilococos isolados de mastite bovina
clinica e subclinica de oito propriedades rurais de Uberlandia-MG com resisténcia a

oxacilina (CMI>4ug) nos testes de incorporacédo em agar e E-test.
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N=25
Espécies isoladas Mastite clinica Mastite subclinica
Unico agente Associado Unico agente  Associado

n (%) n (%) n (%) N (%)
S. aureus 7 (28%) 1 (4%) 3 (12%) 1(4%)
S. intermedius 0 (0%) 0 (0%) 3 (12%) 1(4%)
S. hyicus 1 (4%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
SCNs 2 (8%) 3 (12%) 3 (12%) 0 (0%)
Total 10 (40%) 4 (16%) 9 (36%) 2 (8%)

Figura 1. Amplificagdo do fragmento de 533pb correspondente ao gene mecA em 25
espécimes de estafilococos com resisténcia a oxacilina isolados de mastites

recorrentes de oito propriedades rurais da regiao de Uberlandia-MG.

O gene mecA foi mais frequentemente isolado em Staphylococcus aureus e
SCN, com indices de 48% e 32% respectivamente. Esses dados reforcam sua
importancia epidemioldgica e significancia na mastite, pois estes isolados tendem a

dificultar o tratamento, mesmo quando s&o agentes etiolégicos secundarios,
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aumentando a tendéncia a cronificacdo da enfermidade e possibilidades de
disseminagao entre os animais.

A CMI determinada nos testes de incorporagao do antimicrobiano em agar e
no E-test apresentaram a mesma concordancia na identificacdo de espécimes de
estafilococos resistentes a oxacilina (Tabela 9). Porém, em cinco destas amostras
com CMI>256ug/mL, o gene mecA nao foi detectado, provavelmente este fato
ocorreu devido a perda do gene mecA. Gruthuysen et al. (2005) realizaram um
estudo onde ficou demonstrado a perda do gene mecA em amostras mantidas em
armazenamento sob congelamento. Neste estudo, a possibilidade da perda do gene
aumentava de acordo com o tempo de estocagem das amostras, ou seja, quanto
maior o tempo de estocagem maior a probabilidade de perda do gene. Este
resultado indica que apesar da alta especificidade e de esta técnica ser considerada
definitiva para comprovacéo da presenga do gene, a sensibilidade da mesma pode
variar conforme fatores como a forma de conservagcao das amostras.

O teste de difusdo em discos & considerado muito sensivel, mas né&o
especifico para determinar a resisténcia a oxacilina em bactérias do género
Staphylococcus. Apesar de este teste ter sido capaz de detectar os Staphylococcus
resistentes a oxacilina, em oito ocasides a resisténcia nao foi confirmada pela CMI.
Estes numeros reforcam a necessidade de testes complementares como a CMI e
presenca do gene mecA para a confirmagéo da resisténcia a oxacilina (HUSSAIN et
al., 2000; BRITO et al., 2001; LEE et al., 2004).

Tabela 9. Comparacéao entre diferentes testes na detecgao de resisténcia a oxacilina
de Staphylococcus isolados de mastite em oito propriedades rurais de Uberlandia-
MG.

Oxacilina (CMI- Diluicao em agar)

Resistente Suscetivel
Técnicas Sensibilidade Especificidade
N=30 N=44

E-Teste 30 44 100 100
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CMI (incorporagao

30 44 100 100

em agar)
Agar de Triagem 28 44 93,33 100
Difusdo com disco 30 36 100 81,8
gene mecA 25 44 83,33 100

CMI = concentragao minima inibitéria >4ug.

V. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

- A incidéncia de Staphylococcus spp e enterobactérias em mastites recorrentes nos
rebanhos estudados foi de 90,24% e 24,39%, respectivamente. O alto numero de
estafilococos isolados demonstra a importancia destes agentes nas mastites e

ainda, que € o principal agente etioldégico em infec¢des recorrentes.

- O teste de difusdo com disco (antibiograma) realizado para os espécimes do
género Staphylococcus demonstrou um alto nivel de resisténcia aos antimicrobianos

testados, e entre estes a multiresisténcia foi o padrao comumente observado. A
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resisténcia a oxacilina pela detecgdo do gene mecA foi confirmada em 33,74% dos

isolados.

- O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das enterobactérias demonstrou
que, estes isolados apresentaram um menor nivel de resisténcia aos
antimicrobianos testados, sendo a produgdo de betalactamase de espectro

estendido (ESBLs) detectada em somente um espécime.

- A técnicas de difusdo em discos é adequada para triagem de estafilococos
resistentes a oxacilina e enterobactérias produtoras de betalactamases de espectro
ampliado (100% de sensibilidade). Para confirmagédo destas caracteristicas devem
ser utilizados testes de maior especificidade como a CMI e gene mecA para os
estafilococos e agar de triagem e teste do sinergismo em duplo disco para as

enterobactérias, que demonstraram 100% de especificidade.

- Os resultados evidenciaram presenca e possibilidade de veiculacdo de espécimes
multiresistentes por meio do leite mastitico, reforcando a importancia epidemiolégica
da mastite na produgao e saude publica.
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