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RESUMO

Streptococcus uberis € um importante patégeno ambiental associado a
mastite bovina, responsavel por grande propor¢do das infeccbes. Apesar da
crescente importancia, a patogénese das infec¢fes ocasionadas por este agente
ainda é pouco conhecida. Estudos moleculares e genéticos do patdgeno podem
contribuir muito para melhorar o conhecimento sobre a patogenia, permitindo
identificar moléculas que tenham papel relevante no estabelecimento da
infeccdo, fornecendo informagdes importantes para a ado¢do de medidas mais
eficazes para o controle e a prevengdo da doenga. Pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) tem sido utilizado com sucesso no objetivo de fornecer
informagdes sobre a epidemiologia de S. uberis. Informagdes de susceptibilidade
aos antimicrobianos podem ser valiosas na eleicdo de farmacos adequados no
tratamento da mastite por S. uberis. Neste estudo, S. uberis isolados de mastite
bovina na regido sul do estado de Minas Gerais, no Brasil, foram investigados
com o objetivo de descrever o perfil genético por PFGE e a frequéncia de
importantes genes de viruléncia desses patogenos, paud, skc e sua. Os
resultados mostraram alta frequéncia dos genes de viruléncia pesquisados e
grande diversidade genética da populacdo de S. uberis estudada. Também se
pesquisou a susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados pela determinacéo
da concentracdo inibitéria minima (CIM). Foi determinada a CIM para 50% e
90% dos S. uberis para ampicilina, cefalotina, ceftiofur, enrofloxacina,
estreptomicina, florfenicol, gentamicina, lincomicina, penicilina e tetraciclina.
Encontrou-se niveis elevados de resisténcia a estreptomicina e baixos niveis de
resisténcia aos demais antimicrobianos testados.

Palavras-chave: Mastite bovina. Streptococcus uberis. Diversidade genética.
Fatores de viruléncia. Concentracéo inibitdria minima



ABSTRACT

Bovine mastitis is a multifactorial disease in whose etiology are
involved different agents that can be classified as contagious or environmental.
Streptococcus uberis is an important environmental pathogen associated with
bovine mastitis, responsible for a large proportion of infections. Despite the
incresed importance, the pathogenesis is still unknown. Searches of genetic and
molecular characteristics of the pathogen can do much to improve the
knowledge about bacterial activity and identify molecules that have definite role
in the establishment of infection, to propose effective measures to control and
disease prevention. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) has been used
successfully for the purpose of providing information on the epidemiology of S.
uberis. Information about antimicrobial susceptibility can be valuable in the
election of suitable drugs for the treatment of mastitis by S. uberis. In this study,
S. uberis isolated from bovine mastitis in the southern state of Minas Gerais,
Brazil, were investigated in order to describe the genetic profile by PFGE and
the frequency of important virulence genes of these pathogens, sua, paud e skc.
The results showed a high frequency of the virulence genes and great genetic
diversity of S. uberis studied. Also searched was the antimicrobial susceptibility
of isolates by determining the minimum inhibitory concentration (MIC). We
determined the MIC for 50% and 90% of S. uberis researched to ampicillin,
cephalothin, ceftiofur, enrofloxacin, streptomycin, florfenicol, gentamicin,
lincomycin, penicillin and tetracycline. It was found elevated levels of resistance
to streptomycin and low levels of resistance to other antimicrobials.

Keywords: Bovine mastitis. Streptococcus uberis. Genetic diversity. Virulence
factors. Minimum inhibited concentration.
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CAPITULO 1

Streptococcus uberis, um patégeno emergente da mastite bovina

RESUMO

A mastite é a principal doenca da bovinocultura leiteira, causando
importantes perdas a diferentes niveis da cadeia produtiva. Existem varios
microrganismos associados a doenca, classificados como contagiosos ou
ambientais. Streptococcus uberis € um importante patégeno ambiental associado
a mastite bovina, responsavel por grande proporcdo das infeccBes. Apesar da
crescente importancia, a patogénese ainda é pouco conhecida. Pesquisas de
caracteristicas moleculares e genéticas do patdégeno podem contribuir muito para
melhorar o conhecimento sobre a atividade bacteriana e identificar moléculas
gue tenham papel definitivo no estabelecimento da infeccdo, visando propor
medidas mais eficazes no controle e prevengdo da doenca. Pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) tem sido utilizados com sucesso no objetivo de fornecer
informacdes sobre a epidemiologia de S. uberis. Dados sobre o perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos podem ser valiosos na eleicdo de farmacos
adequados para o tratamento da mastite por S. uberis. Foram revisados, nesta
sessdo, estudos relacionados a S. uberis associados a mastite bovina quanto a
identificacdo e caracterizacdo de importantes fatores de viruléncia, a diversidade
genética associada a epidemiologia e a susceptibilidade aos antimicrobianos pelo
método de microdiluicéo.

Palavras-chave: Streptococcus uberis. Epidemiologia. Fatores de viruléncia.
Diversidade genética. Resisténcia aos antimicrobianos.
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ABSTRACT

Mastitis is the major disease of dairy cattle, causing significant losses to
different levels of the supply chain. There are several microorganisms associated
with disease classified as contagious or environmental. Streptococcus uberis 1S
an important environmental pathogen associated with bovine mastitis,
responsible for a large proportion of infections. Despite the increased
importance, the pathogenesis is still unknown. Searches of genetic and
molecular characteristics of the pathogen can do much to improve the
knowledge about bacterial activity and identify molecules that have definite role
in the establishment of infection, to propose effective measures to control and
disease prevention. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) has been used
successfully for the purpose of providing information on the epidemiology of S.
uberis. Data on the antimicrobial susceptibility profile can be valuable in the
election of suitable drugs for the treatment of mastitis by S. uberis. Were
reviewed in this section, studies related to S. uberis associated with bovine
mastitis, identification and characterization of important virulence factors,
genetic diversity associated with epidemiology and antimicrobial susceptibility
by microdilution method.

Keywords: Streptococcus uberis. Epidemiology. Virulence factors. Genetic
diversity. Antimicrobial resistence
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1 INTRODUCAO

A mastite bovina é a doenca de maior importancia econémica para a
industria leiteira mundial, sendo responsavel por perdas produtivas, reducdo na
qualidade do leite e aumento de custos de producdo por utilizacdo de
medicamentos (SANTOS; FONSECA, 2007).

O desenvolvimento de programas de controle de mastite baseado em
praticas de manejo na ordenha, desinfeccdo pds ordenha, antibioticoterapia
terapéutica e profilatica (terapia da vaca seca), segregacdo ou descarte de
animais persistentemente infectados tem possibilitado controlar de forma eficaz
as infec¢bes intramamarias (IIM) causadas por patdgenos contagiosos.
Entretanto, essas medidas tém sido pouco efetivas contra patdgenos ambientais,
consequentemente, a mastite ambiental tornou-se um problema crescente,
principalmente em rebanhos bem manejados que obtiveram sucesso no controle
dos agentes contagiosos (JAYARAYO et al., 1999; PHUEKTES et al., 2001).

Um importante patégeno associado a mastite ambiental é o
Streptococcus uberis, responsavel por grande propor¢do das infecgdes. [IM
causadas por S. uberis tem aumentado nos rebanhos leiteiros em todo o mundo.
Atribui-se a esse patdégeno prevaléncias de até 23% dos casos de mastite em
alguns paises (BRADLEY, 2002). Contudo, apesar de sua importancia, a
epidemiologia da mastite ocasionada por S. uberis ainda é pouco estudada
(PHUEKTES et al., 2001).

Dado o limitado impacto das mediadas classicas de controle contra as
mastites provocadas por S. uberis, a vacinacdo poderia ser uma medida mais
efetiva para o controle da doenca. Para isto, no entanto, faz-se necessario
compreender a atividade bacteriana e identificar moléculas que tenham papel

relevante no estabelecimento da infeccdo (LEIGH, 1999). Pesquisas de
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caracteristicas moleculares, genéticas e fenotipicas do patégeno podem
contribuir muito nesse sentido.

Métodos moleculares como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
usada na investigacdo de possiveis genes de viruléncia, e a eletroforese em
campo pulsante (pulsed-field gel electrophoresis — PFGE), que permite
identificar se isolados sdo geneticamente relacionados, podem contribuir de
maneira consistente para a caracterizacdo molecular de S. uberis e permitir
maior conhecimento a respeito da patogenia e da epidemiologia da mastite
causada por esse agente.

O levantamento do perfil de resisténcia a antimicrobianos de S. uberis,
associado a informacdes relativas a diversidade genética da populacdo, pode
permitir a identificacdo de cepas mais resistentes ou mais patogénicas e a
definicdo dos farmacos mais eficientes contra infeccGes ocasionadas por esse
agente, o que poderia facilitar a indicacdo do tratamento, em algumas situagdes,
em nivel de campo.

O objetivo do autor com a pesquisa registrada neste trabalho é o de
revisar estudos sobre a diversidade genética e fatores de viruléncia de
Streptococcus uberis isolados de mastite e sobre a susceptibilidade do patégeno
a diferentes antimicrobianos, utilizando a Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bovinocultura leiteira no Brasil

Estima-se a producdo mundial de leite no ano de 2010, em cerca de
440.000.000 de toneladas, somando-se os principais paises produtores. Ja para a
produgdo nacional em 2010, a previsdo é de aproximadamente 30.000.000
toneladas (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE - USDA,
2009), desse montante, aproximadamente 28% correspondem a producdo do
Estado de Minas Gerais, que € o maior produtor de leite entre os estados
brasileiros (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA -
IBGE, 2010).

Nos Gltimos anos cresceu a importancia do leite na balanga comercial do
Brasil. O pais passou de importador a exportador do produto, ainda em valores
ndo tdo significativos como outras cadeias do agronegd6cio, como soja, carne e
café, mas com perspectivas bastante promissoras de expansdo no mercado
internacional do leite e derivados. Embora a participacdo do Brasil no comércio
internacional de lacteos seja ainda muito pequena em relacdo aos principais
paises exportadores, como Nova Zelandia (34%), Unido Europeia (31%) e
Australia (15%), que disponibilizam certa de 30 bilhes de toneladas de leite no
mercado internacional, o pais apresentou um crescimento consideravel nas
exportagdes, passando de 8.900 mil toneladas em 2000 para cerca de 64.000
toneladas em 2009, montante menor do que o0 ano anterior, 2008, no qual houve
recorde da exportacdo de lacteos pelo Brasil, com acumulado de cerca de
148.000 toneladas (BRASIL, 2009; ZUGE; CORTADA, 2001).

O incremento da producdo e da exportacdo de leite esta diretamente
relacionado a melhoria da qualidade do produto, ponto de extrema importancia

para o futuro da cadeia produtiva do leite no Brasil. Neste cenario, a melhoria da
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qualidade gera crescimento, tanto nas exportagdes, gquanto no consumo interno
(ZUGE; CORTADA, 2001). Neste sentido, tem grande importancia a realizacao
de estudos que possibilitem propor medidas eficientes de combate e controle da
mastite bovina, que € uma importante causa de queda na producdo e na

qualidade do leite.

2.2 Mastite na bovinocultura

A mastite é a principal doenca dos rebanhos leiteiros. E a afec¢do mais
prevalente e causa perdas econdmicas consideraveis em funcdo, principalmente,
da diminuicdo da producdo (PHILPOT; NICKERSON, 2002).

Estima-se que a reducéo na producdo de leite nas vacas acometidas por
mastite esteja entre 12 e 15% (SANTOS; FONSECA, 2007), o que atualmente
pode representar, somente no Brasil, algo em torno de 4,5 milh6es de toneladas
de leite, anualmente. Sé o que se deixa de produzir representa prejuizos de cerca
de trés bilhdes de reais por ano, isso levando em consideracdo apenas o prejuizo
ao produtor, causado diretamente pela queda na producgéo. Se levados em conta
outros custos gerados pela mastite como gastos com medicamentos, descarte de
leite, morte e descarte de animais cronicamente infectados, além das perdas na
indUstria em consequiéncia da reducdo na qualidade do leite o prejuizo atinge
cifras bem mais expressivas.

Em um estudo recente realizado na Holanda sobre o custo real da
mastite e percep¢do dos produtores foi relatado um custo médio de
€140,00/vaca/ano e concluiu-se, ainda, que a maioria dos produtores subestima
as perdas econémicas geradas pela mastite em suas fazendas (HUIJPS; LAM,;
HOGEVEEN, 2008).

Nielsen (2009) relatou que casos de mastite clinica e mastite subclinica

foram em média associados com perdas econémicas de €275,00 e €60,00



17

respectivamente e que a reducdo na producdo de leite constituiu o maior
componente entre os custos das perdas econémicas causadas pela doenga.

No Brasil, Bueno et al. (2002) encontraram perdas de producdo de
7,69% em funcdo da mastite subclinica, em propriedades rurais na regido de
Pirassununga-SP, e frequéncia média, em vacas, de 7,46% de mastite clinica e
63,68% de mastite subclinica.

Ferreira et al. (2007) encontraram, em Teresina, Piaui, 41,10% de
quartos positivos em diferentes graus no teste de CMT, destes 72,83% foram
confirmados pelo isolamento dos microrganismos patogénicos.

Costa et al. (2001) divulgaram os dados sobre o acompanhamento dos
indices de mamite clinica e subclinica de em 19.388 animais de 257 rebanhos
localizados nos estados de Minas Gerais e de Sdo Paulo, no periodo de 1993 a
1997. Foram registradas as médias anuais de 14,53% para casos clinicos e de
72,46% para casos subclinicos. Os autores relataram uma propor¢do média de
casos clinicos em relagcdo aos subclinicos de 1:6, mas com variagdes entre
rebanhos de 1:2 até 1:43.

Costa (2008) realizou um estudo com 35 rebanhos do sul de Minas
Gerais e relatou indices médios de 52,2% de mastite subclinica e 9,87% de
mastite clinica.

Os indices de mastite clinica e subclinica observados nos rebanhos
brasileiros encontram-se muito distantes dos patamares de 1-2% para casos
clinicos e de 15% para casos subclinicos que segundo Santos e Fonseca (2007)
seriam aceitaveis para rebanhos nos quais a mamite tem um controle satisfatério.

A mastite pode ser causada por inimeros microrganismos que podem ser
classificados em contagiosos ou ambientais de acordo com a origem e as
caracteristicas da infeccdo. Apesar da ampla variedade de patdgenos
potencialmente causadores de mastite, 0s que causam infeccdo de forma mais

freqlente nos rebanhos bovinos sdo poucos. Segundo Ranjan et al. (2006),
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Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis e coliformes sdo os patdgenos mais comumente envolvidos
no processo, responsaveis por aproximadamente 80% de todas as infeccGes
intramamarias.

A prevaléncia de mastite causada por patdgenos contagiosos tais como
S. aureus € S. agalactiae tem diminuido nas Ultimas décadas em funcdo de
programas estratégicos de controle fundamentado na manutencdo da
ordenhadeira mecanica, segregacdo ou descarte e animais cronicamente
acometidos, utilizacdo da anti-sepsia de tetos e da terapia da vaca seca (LOPEZ-
BENAVIDES et al., 2007). No entanto, observa-se 0 aumento da importancia
relativa das mastites ambientais quando a mastite contagiosa é mantida sobre
controle (OLIVER; MITCHELL, 1984; PHUEKTES et al., 2001). De fato, a
mastite ambiental tem se tornado o maior problema em muitos rebanhos bem
manejados que obtém sucesso no controle da mastite contagiosa (JAYARAO et
al., 1999).

2.2.1 Mastites ambientais

Os trés grupos principais de bactérias causadoras de mastite ambiental
sdo representados por bactérias do género Streptococcus (estreptococos
ambientais), coliformes e enterococos. As espécies mais comumente isoladas
desses grupos sdo: Streptococcus uberis € Streptococcus dysgalactiae, entre 0S
estreptococos ambientais; Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae €
Enterobacter aerogenes entre 0s coliformes; Enterococcus faecalis €
Enterococcus faecium entre os enterococos (PHILPOT; NICKERSON, 2002).

Uma significativa propor¢do dos casos clinicos e subclinicos de mastites
causadas por patdgenos ambientais, em vacas lactantes e ndo lactantes, é
causada por Streptococcus ambientais (OLIVER; MITCHELL, 1984; SMITH;
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TODHUNTER; SCHOENBERGER, 1985; TODHUNTER; SMITH; HOGAN,
1995). Diversas espécies desse grupo podem ser isoladas de casos de mastite,
como Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus equinus,
Streptococcus parauberis, Streptococcus canis, Streptococcus alactolyticus,
Streptococcus acidimonius e Streptococcus equi (WATTS, 1988).

A taxa de novas infeccBes por Streptococcus ambientais pode ser
influenciada por varios fatores como a idade da vaca, o estagio de lactagdo e a
estacdo climatica. No outono e no verdo, periodo de maior pluviosidade,
observa-se nimero mais elevado de IIM por Streptococcus ambientais, em
relacdo ao inverno e primavera, tanto em vacas lactantes como ndo lactantes
(JAYARAO et al., 1999). O periodo seco (fim do periodo lactacional) também é
um momento muito importante para a ocorréncia de novas infecgdes por
Streptococcus ambientais. Todhunter, Smith e Hogan (1995) relataram que cerca

de metade das infeccfes por essas espécies ocorre nesse estagio.

2.3 Streptococcus uberis

S. uberis € um dos patdégenos mais frequentemente isolados de casos de
mastite ambiental. Jayarao et al. (1999) relataram 14,2% de lactacGes
concorrendo com IIM por S. uberis nos Estados Unidos e prevaléncia de 2% de
quartos infectados por esse microrganismo. Dados estatisticos recentes da VLA
(Veterinary Laboratories Agency®), no Reino Unido, relacionam S. uberis como
agente etioldgico de 23% dos casos de mastite, a partir de analise das amostras
enviadas a esses laboratorios (VETERINARY LABORATORIES AGENCY,
2008). Em estudo realizado por Costa (2008) em rebanhos no sul do Estado de
Minas Gerais verificou-se que o S. uberis foi 0 agente predominante entre os

patdégenos ambientais, sendo isolado em 85,71% dos rebanhos investigados.
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A observacio do aspecto macroscopico de crescimento em meio sélido
observa-se colbnias pequenas, com aproximadamente 1 mm de didmetro,
circulares, translucidas, de superficie lisa e brilhante que podem apresentar
hemdlise. A analise microscopica, s&0 cocos gram positivos em cadeias. Na
trigem fenotipica, sdo catalase-negativos, oxidase negativos, capazes de
hidrolizar a esculina e tem crescimento inibido pela presenca de sais biliares
(HILLERTON; BERRY, 2003).

O S. uberis, por ser de dificil controle, tem sido considerado uma
“barreira permante” no controle da mastite. E um microrganismo ubiquo e
amplamente disseminado no ambiente das fazendas leiteiras, sendo inclusive
muito comum na superficie corporal dos animais, e, além disso, possui grande
variabilidade genética (LEIGH, 1999).

A importancia do S. uberis na bovinocultura é crescente. Ha relatos que
apontam que a prevaléncia da mastite causada por esse agente parece estar
aumentando nos rebanhos leiteiros ao redor do mundo (DOUGLAS et al., 2000),
um possivel fator que contribui para este quadro é o fato de que os agentes
contagiosos, como S. aureus € S. agalactiae sdo eficientemente controlados com
a adocdo das medidas classicas de controle da mastite, ao contrario dos
patégenos ambientais, como S. uberis, sobre 0 qual as medidas preventivas tem
pouco impacto na incidéncia (BRADLEY, 2002; LEIGH, 1999; OLIVER,;
MITCHELL, 1984; SMITH; TODHUNTER; SCHOENBERGER, 1985). Outro
aspecto a ser considerado é que o controle dos agentes contagiosos gerado pelas
medidas profilaticas na ordenha causa reducdo nos niveis de células sométicas
no Ubere e com isso 0S animais se tornam mais susceptiveis aos agentes
ambientais ubiquos (BRADLEY, 2002).

Pode se isolar S. uberis em diversos ambientes dentro de um rebanho
leiteiro, mas o local que possui maior importancia para a infeccdo dos tetos dos

animais, onde geralmente ha maior nivel de contaminacéo, sdo as camas usadas
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pelo gado em sistemas de confinamento. Em comparacéo as camas formadas por
material organico, naquelas em que se utiliza matéria inorganica, como a areia, a
populacdo bacteriana é menor, no entanto, a medida que aumenta o nivel de
contaminagdo organica das camas, as taxas de infec¢do também aumentam. Nas
camas formadas por material orgénico, o tipo de material utilizado parece ter
influéncia sobre a microbiota predominante. Em subprodutos de processamento
de madeiras, como a serragem, predominam bactérias gram negativas, tais como
Escherichia coli, enquanto S. uberis parece ser predominante em camas
compostas por palhas, que é um bom substrato para a replicacdo desse
microrganismo (HILLERTON; BERRY, 2003; TAMILSELVAM et al., 2006;
ZADOKS; TIKOFSKY; BOOR, 2005).

Mastites por S. uberis podem ocorrer em rebanhos mantidos em
diferentes tipos de manejo. H& estudos que descrevem S. uberis como relevante
agente causador de mastite em areas onde o gado é criado sob pastejo o0 ano
todo, como é o caso da Nova Zelandia (MCDOUGALL et al.,, 2004;
WIELICZKO et al., 2002), também héa relatos de ocorréncia em paises com
alternancia entre confinamento e pastejo, como a Holanda, pais no qual o pico
de incidéncia ocorre justamente no periodo de pastejo (BARKEMA, 1999) e até
mesmo em paises onde predomina o confinamento total, como em Portugal
(RATO etal., 2008).

H& indicacBes de que S. uberis tenha como principal veiculo as fezes dos
bovinos, meio pelo qual poderia acontecer a contaminacdo do solo e a
disseminacdo do microrganismo pelo ambiente (LOPEZ-BENAVIDES et al.,
2007). No entanto, discute-se ainda a possibilidade de que o agente seja capaz de
se replicar também no solo. S. uberis possui ainda vérias outras fontes
ambientais descritas, como agua, matéria vegetal das pastagens, moscas e feno
(ZADOKS; TIKOFSKY’; BOOR, 2005).
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Pode ser isolar S. uberis de numerosos sitios no corpo de bovinos,
incluindo labios, tetos, trato urogenital, tonsilas, reto, rimen, narinas e olhos.
Alguns autores sugerem que a pele e a superficie do Ubere sdo o principal
reservatdrio de S. uberis, no corpo do animal, para as infecgdes da glandula
maméria (KHAN et al., 2003).

A infecgdo intramamaria causada por S. uberis pode progredir com
sintomas clinicos ou pode ser subclinica. Alguns pesquisadores sustentam que a
infeccdo pelo agente raramente se manifesta na forma de mastite clinica e que
pode permanecer subclinica por um longo tempo. Em uma pesquisa
epidemiolégica, Jayarao et al. (1999) observaram que 95% de infeccdes
subclinicas. Em outra méo, ha também pesquisadores que sustentam que agentes
ambientais, entre eles S. uberis, sdo responsaveis pela maior parte dos casos
clinicos de mastite. Costa (2008) verificou que agentes ambientais apresentaram
uma associa¢do maior com mastite clinica em relacdo ao S. aureus e observou,
ainda, que 18% das amostras de S. uberis identificadas foram associadas a casos
clinicos.

A forma de apresentacdo da mastite por S. uberis também pode ser
influenciada por outros fatores. A proporcéo de casos clinicos é maior no estagio
inicial da lactacdo e também aumenta com a ordem de lactacdo (JAYARAO et
al., 1999).

E muito freqiiente a infeccdo por S. uberis tornar-se cronica e subclinica
e, desse modo, o agente pode persistir infectando a glandula maméria até por
mais de uma lactacdo (TAMILSELVAM et al., 2006; ZADOKS et al., 2003).
Um fator associado a infecgdes cronicas por este agente e que agrava as perdas é
a auséncia de tratamento (KHAN et al., 2003).

IIM ocasionadas por S. uberis sdo mais frequentes nos periodos
préximos ao parto, como no periodo seco e o inicio da lactacdo
(WILLIAMSON; WOOLFORD; DAY, 1995). O agente é apontado como a
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causa predominante de novas IIM no periodo seco e no periparto. Durante a
lactacdo, a anti-sepsia dos tetos antes e ap6s a ordenha causa grande reducédo da
contaminacdo bacteriana, mas durante o periodo seco, quando a sanitizacdo nédo
é realizada, ha aumento da contaminagdo do teto por patdgenos ambientais,
como S. uberis (LOPEZ-BENAVIDES et al., 2007; SMITH, 1983). Estudos
recentes verificaram associagdo entre contaminacdo do teto durante o periodo
seco e infeccdo intramamaria por S. uberis ao parto, em novilhas. O risco é ainda
maior quando ha uso de palhadas no piquete de pré-parto ou na maternidade
(HILLERTON; BERRY, 2003; LOPEZ-BENAVIDES et al.,, 2007). Os
programas de controle para reducdo de IIM por S. uberis poderiam dar maior
atencdo nos periodos adjacentes ao periodo seco, pois possibilitariam maior
impacto na reducdo das infecgdes (JAYARAO et al., 1999).

A prevaléncia de mastite é consideravelmente maior em vacas com mais
de trés lactagdes, podendo, em alguns rebanhos, chegar aos 40% nos animais
com mais de cinco lactacdes (JAYARAO et al., 1999). Além da ordem de parto
e da idade da vaca, outros fatores ligados ao animal tém sido apontados como
fatores de risco de mastite no pds parto, como histérico de mastite (ZADOKS et
al., 2001), edema de Ubere e edema de tetos (WAAGE et al., 2001).

2.4 Diversidade genética e epidemiologia molecular

Algumas técnicas moleculares permitem a identificagdo das diferentes
espécies de Streptococcus ambientais, facilitando o estudo de nichos ambientais
dessas espécies e dos fatores que influenciam na ocorréncia da doenca
(BASEGGIO et al., 1997).

Pesquisas utilizando técnicas moleculares tém fornecido informacdes
epidemiolégicas importantes sobre os subtipos do S. uberis. Uma das técnicas

utilizadas para estes fins é a RFLP (polimorfismo de tamanho de fragmentos de
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restricdo), entretanto, o grande nimero de bandas gerado nessa técnica dificulta
a diferenciacdo entre tipos geneticamente mais relacionados (WANG et al.,
1999). Amplificacdo randémica de DNA polimérfico (RAPD) também tem sido
acessada por pesquisadores dessa linha e revela distintos tipos de S. uberis,
contudo, a limitada reprodutibilidade dessa técnica torna a mesma pouco (Util
(BASEGGIO et al., 1997).

A tipificagdo por sequéncia de multilocos (MLST — multilocus sequence
typing), Qque consiste no sequenciamento de sete genes conservados
(housekeeping), € outra técnica que permite investigacdes sobre a estrutura
populacional e evolugdo de diversos patdgenos, incluindo o S. wuberis
(PULLINGER et al., 2006, 2007). Esse método também tem sido muito
utilizado em estudos epidemioldgicos das 1M por S. uberis (PULLINGER et al.,
2006; TOMITA et al., 2008). Lopez-Benavides et al. (2007) fizeram um estudo
com o objetivo de avaliar e quantificar as concentracdes de S. uberis em diversos
nichos ecoldgicos na Nova Zelandia, durante diferentes estagdes do ano e
avaliaram a diversidade genética dos isolados por MLST, tendo verificado
grande diversidade tanto nos isolados do ambiente como dos animais.

Um método muito promissor para 0 estabelecimento de sistema
unificado de tipagem para investigacdes epidemioldgicas de muitas bactérias
patogénicas é a digestdo de DNA genémico com endonuclease de restrigdo.
Essas enzimas cortam em intervalos infreqlientes, produzindo fragmentos
relativamente grandes, que podem ser separados por meio da técnica de
eletroforese em campo pulsante (PFGE — Puised field gel electrophoresis)
(BASEGGIO et al., 1997). A PFGE é considerada uma técnica referéncia para a
diferenciacdo de isolados dentro de espécies bacterianas, porque prové alta
reprodutibilidade, perfil de restricdo de interpretacdo relativamente simples,
representacdo de todo o genoma bacteriano e alto poder discriminatorio
(MAGALHAES et al., 2005). Essa técnica apresenta excelente habilidade em
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apontar similaridades e distin¢Ges entre isolados (WANG et al., 1999). Tem sido
amplamente adotada em estudos com varios patégenos de animais e humanos,
sendo mais usados na investigacéo de surtos de doencas bacterianas (TENOVER
etal., 1995).

Os padrbes de fragmentos de restricdo por endonuclease (REF) gerados
na técnica de PFGE séo relativamente simples, e, como os fragmentos podem ser
individualmente identificados, permitem classificar em tipos e subtipos o0s
isolados de S. wberis (BASEGGIO et al.,, 1997; HILL; LEIGH, 1989;
JAYARAO et al., 1992). O padréo de restricdo obtido com a enzima Smal para
S. uberis determina um nudmero suficiente de fragmentos para permitir a
diferenciacédo entre subtipos dessa espécie (BASEGGIO et al., 1997).

Os estudos epidemiolégicos baseados na técnica de PFGE para agentes
contagiosos, como o S. agalactiae, revelam padrdes de fragmentos sem grandes
variacOes genéticas entre os isolados de uma mesma propriedade. No entanto,
para S. uberis, 0 perfil de fragmentos de DNA é amplamente variado,
confirmando a enorme diversidade populacional para este agente. Considerando-
se que se trata de um agente ambiental, € compreensivel que haja alto grau de
variacdo entre bactérias isoladas de diferentes vacas, jd que 0s animais estdo
expostos a diferentes fontes de contaminacdo no ambiente (BASEGGIO et al.,
1997; PHUEKTES et al., 2001; WIELICZKO et al., 2002).

Pesquisas utilizando PFGE em S. uberis em geral apontam pouca
similaridade entre amostras isoladas de quartos distintos da mesma vaca ou de
diferentes vacas dentro de uma mesma propriedade. Wang et al. (1999)
encontraram S. uberis isolados de vacas diferentes apresentando, quase
invariavelmente, padrdes gendmicos distintos. Esses autores sugerem que essa
alta heterogeneidade encontrada confirma os classicos estudos epidemioldgicos

sobre essa espécie, que indicam o ambiente como sendo o principal reservatorio,
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com limitados casos de transmissdo de uma vaca a outra durante o processo de
ordenha.

Apesar da ampla diversidade genética da populacdo de S. uberis podem
ser encontrados tipos indistinguiveis entre vacas de um mesmo rebanho (RATO
et al., 2008) ou em quartos diferentes em uma mesma vaca (DOUGLAS et al.,
2000). Tais fatos sugerem que a transmissdo direta de vaca para vaca pode
ocorrer no momento da ordenha. Também néo se pode descartar completamente
a possibilidade de que esses tipos indistinguiveis nas diferentes vacas sejam
provenientes de uma fonte ambiental comum (BASEGGIO et al., 1997).

O estudo epidemioldgico com uso da técnica de PFGE permite ainda
melhor entendimento sobre o comportamento clinico da infeccédo por S. uberis.
Importantes aspectos relativos & mastite por esse patdgeno, tais como a
severidade da lesdo (clinica ou subclinica) e a persisténcia da infeccdo tém sido
pesquisadas com emprego dessa técnica e resultados esclarecedores sobre a
epidemiologia do patégeno tém sido fornecidos. Jayarao et al. (1991) estudaram
S. uberis isolados de amostras de leite e verificaram a existéncia de infecgéo
persistente pelo isolamento de tipos similares, de um mesmo quarto, em
diferentes dias de coleta. Phuektes et al. (2001) encontraram em um mesmo
rebanho um mesmo tipo de S. uberis predominante em duas lactacdes e discutem
que é possivel que esse tipo seja amplamente disseminado no ambiente e
relativamente estavel ao longo do tempo ou, alternativamente, que seja
persistente, entre as lactagbes, em um quarto cronicamente infectado. A
disseminacdo desse tipo no rebanho poderia ser influenciada por fatores
relacionados ao manejo, especialmente manejo na ordenha. E também possivel
que esse tipo seja mais transmissivel ou tenha maior capacidade de aderir ao
epitélio da glandula maméria em relacdo aos demais. Wang et al. (1999)
observaram também infeccBes persistentes por cinco meses em alguns animais e

encontraram apenas dois tipos associados essas infeccdes entre 74 perfis
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distintos revelados por PFGE e consideraram improvavel que houvesse
reinfeccdo por um mesmo tipo, diante da grande variabilidade encontrada na
espécie.

Quartos cronicamente infectados pode ser uma importante fonte de
infeccdo dentro do rebanho. A existéncia de tipos indistinguiveis isolados de
diferentes quartos da mesma vaca e tipos predominantes em um rebanho sugere
que a transmissdo direta entre quartos e entre vacas pode ter um importante
significado na disseminacao do patdgeno no rebanho (PHUEKTES et al., 2001).

A maioria das pesquisas com epidemiologia molecular realizadas até
entdo revelam que uma ampla variedade de tipos de S. uberis é capaz de causar
IIM, sugerindo que a maioria dos casos de mastite por esse patdégeno ocorre
devido a contaminagdo de origem ambiental. A observacdo de infeccdes
persistentes e tipos predominantes, relatadas em alguns estudos demonstram a
complexidade epidemioldgica da mastite por S. uberis. Mais investigacdes
poderiam determinar se ha tipos mais virulentos que outros e esclarecer a
relativa importancia dos quartos cronicamente infectados, de tipos particulares e
outros fatores tais como préaticas de manejo do rebanho na ocorréncia de [1M por
S. uberis (PHUEKTES et al., 2001; WANG et al., 1999).

2.5 Fatores de viruléncia

Para um organismo colonizar a glandula mamaria deve ser capaz de
ganhar acesso a glandula e de se aderir para prevenir sua eliminagdo pelo fluxo
do leite durante a ordenha. Para que a infecclo tenha éxito, o microrganismo
deve ser capaz de resistir aos mecanismos inatos de defesa da glandula maméria,
principalmente a acdo bactericida de células fagociticas (LEIGTH, 1999).
Algumas das propriedades que possibilitam ao S. uberis superar 0S mecanismos

de defesa do hospedeiro tem sido alvo de estudos moleculares. Embora a
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patogénese da mastite por S. uberis ainda esteja longe de ser completamente
elucidada os estudos moleculares podem ajudar a compreender o papel de alguns
fatores de viruléncia, especialmente quando associados a informacdes
epidemioldgicas.

Pesquisas visando identificar e caracterizar potenciais fatores de
viruléncia associados com a patogénese de S. uberis sugerem que a adesdo e
posterior internalizagdo de patdgenos nas células do epitélio mamario sdo
eventos importantes no inicio do estabelecimento de infeccdes (LUTHER;
ALMEIDA; OLIVER, 2008), visto que a localizacdo intracelular de alguns
patdégenos causadores de mastite € um importante mecanismo de evasdo do
sistema imune e também de fatores antimicrobianos néo especificos presentes no
leite bovino (ALMEIDA; OLIVER, 2001).

Pesquisas prévias demonstraram a interacdo entre proteinas da superficie
celular de S. uberis e a lactoferrina (Lf), um componente bacteriostatico
inespecifico da glandula mamaéria, encontrada no soro de leite bovino e em
secrecOes de vacas ndo lactantes em altas concentracbes (FANG; OLIVER,
1999). A lactoferrina é uma proteina quelante de ferro produzida por células
epiteliais e leucdcitos que, na presenca de bicarbonato, sequestra ions ferro
livres no leite. Tem acdo bacteriostatica por sua habilidade em evitar o
crescimento de bactérias como Staphylococcus € coliformes, que possuem alto
requerimento de ferro (BISHOP et al., 1976; CHANETON et al., 2008). A
retencdo do ferro pela lactoferrina facilita o exterminio das bactérias por
fagdcitos por prevenir a producdo de superoxido-dismutase, uma enzima
bacteriana que inativa radicais superéxido. A Lf também pode ter atividade na
modulacdo e regulacdo da funcdo de macrofagos, linfécitos e neutrdfilos
(FANG; OLIVER, 1999; FANG; ALMEIDA; OLIVER, 2000).

Chaneton et al. (2008) observaram diferencas na concentracdo de

lactoferrina bovina em quartos mamarios infectados com diferentes patégenos, o
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gue gerou especulacdo sobre a existéncia de uma relacdo causa-efeito entre
agentes invasores e producdo mediada de lactoferrina. Bactérias associadas a
altas concentracdes de lactoferrina bovina podem ser adaptadas a essa condicédo
ambiental que os prdprios microrganismos contribuem para gerar. Esses
pesquisadores mostraram que alguns isolados de S. uberis S0 resistentes a
atividade da lactoferrina e que essa caracteristica € amplamente disseminada na
populagdo dessa espécie. Essa alta concentracdo de Lf bovina desencadeada pelo
S. uberis poderia representar uma vantagem dessa espécie sobre outros
potenciais competidores do mesmo nicho, como E. coli € S. aureus que, nesse
mesmo estudo, apresentaram maior susceptibilidade a lactoferrina. Além da
resisténcia aos efeitos antimicrobianos da lactoferrina bovina, S. uberis produz
uma proteina que se liga a Lf, utilizando-a para realizar aderéncia e
internalizacdo nas células epiteliais da glandula maméria (FANG; OLIVER,
1999; FANG; ALMEIDA; OLIVER, 2000).

Apo6s a descoberta desta proteina que interage com a Lf que foi
denominada molécula de adesdo de S. uberis (SUAM), Almeida et al. (2006)
realizaram a purificacdo, o sequienciamento da porcdo N-terminal e a producdo
de anticorpos contra a mesma. Estes autores relataram que anticorpos contra essa
proteina inibiram a adesdo e internalizacdo em células epiteliais mamarias de
bovinos, in vitro, fortalecendo a suspeita de que SUAM tem importante papel na
patogénese da mastite por S. uberis.

Patel et al. (2009) pesquisaram, in vitro, 0 papel da SUAM na
internalizacdo do S. uberis e confirmaram a importancia da ligacdo do S. uberis
a Lf nesse processo e concluiram que S. uberis liga-se a Lf através da SUAM de
forma a criar uma ponte molecular com o receptor de Lf presente nas células
epiteliais mamarias de bovinos, o que facilita a internalizacdo do microrganismo

na mucosa mamaria. A localizacdo intracelular de patégenos de mastite
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permitiria ao patdgeno escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro
(DOGAN et al., 2006; PATEL et al., 2009).

Estudos in vitro com a SUAM tém confirmado que anticorpos contra a
molécula sdo efetivos na inibicdo da internalizacdo do S. uberis nas células
epiteliais mamarias, 0 que deixa claro o potencial dessa adesina como antigeno
para o desenvolvimento de vacinas para controle das mastites causadas por esse
patégeno (ALMEIDA et al., 2006; PATEL et al., 2009). Endossam a perspectiva
de utilizacdo de SUAM como antigeno vacinal sua ampla frequéncia e alto nivel
de conservacdo do gene codificador na populacdo de S. uberis, caracteristicas
indicadas por alguns estudos (LUTHER et al., 2008), embora ainda existam
poucos relatos nesse sentido.

Outro fator de viruléncia que parece ter importante funcdo na aderéncia
e internalizacdo de S. uberis sd0 0s ativadores de plasminogénio. Os ativadores
de plasminogénio fisiolégicos dos mamiferos desempenham atividades
regulatérias sobre a plasmina que tem papel fundamental na degradacdo da
fibrina e outras proteinas da matriz extracelular e no processo de remodelagéo de
tecidos. Muitas bactérias patogénicas possuem mecanismos que Ihes permitem
beneficiar-se dessa atividade de proteases e da ligacdo ao plasminogénio da
superficie celular (WARD et al., 2004).

Para que possam se ligar ao plasminogénio na superficie celular, um
seleto grupo de patdgenos, incluindo muitos Streptococcus € S. aureus, produz
uma gama de ativadores de plasminogénio capazes de converter plasminogénio
de mamiferos em plasmina de um modo espécie-especifico. Diferentes
moléculas dotadas desta funcdo tém sido descritas no género Streptococcus,
entre elas a estreptoquinase (SK). Em S. wuberis, dois ativadores de
plasminogénio especificos foram descritos: PauA e PauB (JOHNSEN et al.,
1999; LEIGH, 1994; ROSEY et al., 1999; WARD; LEIGH, 2002). Tem sido

demonstrada a interacdo do plasminogénio com essas moléculas na maioria dos
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hospedeiros animais, indicando que a patogénese dos Streptococcus é, em
algumas vias, dependente da ativacdo do plasminogénio do hospedeiro,
entretanto, o papel dos ativadores de plasminogenio PauA e PauB na patogénese
da mastite por S. uberis ainda ndo esta bem definido.

Pesquisas apontam que o gene paud, que codifica a proteina ativadora
de plasminogénio de S. uberis, tem ampla distribuicdo na populacdo de S. uberis
e gue nas poucas amostras onde esse gene é ausente 0 pauB foi encontrado como
um ativador de plasminogénio alternativo (JOHNSEN et al., 1999; ROSEY et
al., 1999; WARD; LEIGH, 2004).

Ward e Leigh (2004) relataram alta frequéncia de alelos paud em
isolados de campo coletados de diferentes localidades da Europa e ainda
encontraram um alto nivel de conservacdo na sequéncia de aminoacidos da
proteina entre os isolados de diversas fontes da Europa e América do Norte, 0
que suportaria a teoria de que os ativadores de plasminogénio conferem
vantagem com respeito a colonizacdo e crescimento e possuem um papel critico

na patogénese da mastite por S. uberis.

2.6 Resisténcia aos antimicrobianos

A crescente preocupacao com relagdo a salde publica quanto a presenca
de residuos de antimicrobianos em alimentos e a disseminacéo de resisténcias
aos mesmos pelas bactérias determinaram recomendacgdes para uma reducdo
gradual da utilizacdo de antibidticos em medicina veterinaria (WORLD
HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2001). Assim, a identificacdo dos agentes
etioldgicos de qualquer infeccdo e a avaliacdo do seu perfil de sensibilidade a
farmacos antimicrobianos torna-se essencial para a adequada indicacdo do
antimicrobiano (GENTILINI et al., 2002). Para 0s Streptococcus ambientais

envolvidos na etiologia da mastite, grupo no qual o principal agente é o S.
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uberis, ha descrigdes de distintos perfis de sensibilidade e resisténcia a drogas
antimicrobianas (MALINOWSKI et al., 2008; NUNES et al., 2007; POL;
RUEGG, 2007; ROSSITTO et al., 2002), bem como ha relatos da presenca de
genes de resisténcia para algumas familias de farmacos (CHUNG et al., 1999;
HUNG et al., 2008; ROSSITO et al., 2002) o que ratifica a necessidade de
estudos frequentes e avaliagdes periddicas sobre o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos nessa espécie.

Diversos métodos laboratoriais podem ser utilizados para se avaliar in
vitro a sensibilidade das bactérias aos agentes antimicrobianos. O método
rotineiramente utilizado para testar os patdgenos mais comuns, de crescimento
rapido e determinadas bactérias fastidiosas € o de difusdo em agar. Nos testes de
disco-difusdo, deve se utilizar a metodologia padronizada e medidas do didmetro
do halo de inibicao correlacionados as concentracdes inibitdrias minimas (CIMs)
com cepas reconhecidamente sensiveis e resistentes a diversos agentes
antimicrobianos  (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS
INSTITUTE - CLSI, 2008).

Com base na resposta in vitro do Teste de Sensibilidade Antimicrobiana
de um microrganismo a um agente antimicrobiano é feita a classificacdo
qualitativa em trés categorias: ‘Sensivel’ — Categoria que implica que a infeccéo
causada por este isolado pode ser tratada apropriadamente com a dosagem de um
agente antimicrobiano recomendado para esse tipo de infeccdo e patdgeno;
‘Intermediaria’ — Categoria que implica que uma infeccdo causada por este
isolado pode ser tratada apropriadamente em locais do corpo, onde as drogas se
concentram fisiologicamente ou quando for possivel a prescricdo de uma
dosagem mais alta da droga que a habitual; ‘Resistente’ — Os isolados
considerados resistentes ndo sdo inibidos pelo agente antimicrobiano (CLSI,
2008).
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Os diametros dos halos de inibicdo nos testes de disco-difusdo estdo
inversamente correlacionados as CIMs dos testes de diluicdo padronizados.
Esses correlatos das CIMs se baseiam em comparacdes entre os didmetros do
halo e as CIMs e, em geral, sdo idénticos aos critérios interpretativos das ClIMs
(CLSI, 2008).

A concentragdo inibitoria minima é considerada o padrdo ouro para a
determinacdo da susceptibilidade de microrganismos aos antimicrobianos e, por
isso, € utilizada para julgar o desempenho de todos os demais métodos de teste
de sensibilidade aos antimicrobianos (ANDREWS, 2001).

A CIM é definida como a menor concentracdo de determinada droga que
inibe o crescimento visivel de um microrganismo apés o devido tempo de
incubacdo. No teste por diluicdo em caldo ou em Agar, utiliza-se uma série de
tubos de ensaio ou placas contendo indculo padronizado e incorporam-se, em
cada tubo, quantidades crescentes do antibidtico estudado, visando expor a
bactéria a diferentes concentragdes do antimicrobiano, normalmente por
diluicbes mdaltiplas de dois. O material é incubado aos 37 °C, por 16-24 h,
observando-se, apds a incubacdo, 0 aspecto macroscopico, verificando-se se ha
turvacdo do meio. A menor concentracdo de antibiotico capaz de inibir o
crescimento do microrganismo é considerada a CIM daquele organismo para
aquele antimicrobiano. O microrganismo é considerado suscetivel, intermediario
ou resistente por meio da comparagdo do resultado obtido com o CIM padréo de
interpretagdo no CLSI (CLSI, 2008). No entanto, o uso de critérios
interpretativos baseados em dados de humanos para classificar os isolados em
susceptiveis ou resistentes pode gerar equivocos nos resultados (ROSSITTO et
al., 2002).

A vantagem do teste de susceptibilidade CIM em comparacdo ao teste
de difusdo por disco é que ele fornece informagBes quantitativas, enquanto o

teste por difusdo em Agar fornece resultados apenas qualitativos. A CIM
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possibilita estimar a concentracdo do antimicrobiano necessaria para inibir o
crescimento dos microrganismos in vitro, mas pode ndo expressar a
concentracdo real possivel de ser alcancada no tecido mamario. Para melhor
eficdcia dos agentes terapéuticos, devem se considerar o nivel alcancado do
antimicrobiano no leite e a correlacdo entre resultados de testes in vitro € in vivo
(OWENS et al., 1990).

Possiveis imprecisdes na identificacdo de estreptococos ambientais
afetam a confiabilidade dos perfis de resisténcia de S. uberis aos antimicrobianos
relatados. Embora S. uberis seja usualmente susceptivel a penicilina, existem
relatos de resisténcia a penicilina em estreptococos ambientais e S. uberis
(ERSKINE et al., 2002; GUERIN-FAUBLEE et al., 2002; RAJALA-SHULTZ
et al., 2004). Nesses relatos, nem sempre é claro se os isolados testados foram
validamente diferenciados de outros cocos, catalase-negativos e esculina-
positivos, tais como Enterococcus sSpp. que possuem diferentes perfis de
susceptibilidade aos antimicrobianos (PITKALA; KOORT; BJORKROTH,
2008).
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Tabela 1 CIM de alguns antimicrobianos para S. uberis relatados na literatura

CIM50 e CIM90
Autores Owens et al. Watts, Salmon Salmon et al. Kirk et al.
(Ano) (2997) e Yancey (1998) (2005)
Junior (1995)
Pais EUA EUA Dinamarca e EUA
Nova Zelandia
Ampicilina <0,06 € 2,0 0,12e0,25
Ceftiofur <0,06 € 0,5 <0,06 € 0,5 1,0e20 05e1,0
Cefapirina <0,06 e 0,25 0,25e2,0 <0,06 € 0,13 05e1,0
Cloxaciclina 0,5e4,0 0,5e32,0 0,5e0,5
Enrofloxacina 0,5e2,0 05e1,0 05e1,0
Eritromicina 0,06e1,0 0,25e 64,0 <0,06 € 0,13 0,06 e >64,0
Novobicina 2,0e4,0 1,0e8,0 0,5e2,0
Penicilina <0,06 e 0,125 0,13e4,0 <0,06 e <0,06
Novobicina+ 0,035 e 0,035; <0,06e 0,5 0,12e0,25
Penicilina 0,007 e 0,007
Pirlimicina <0,06 e 32 <0,06 e <0,06 0,12 64,0

* CIM50 - Concentragdo inibitéria minima para 50% dos isolados; CIM 90 —
Concentragdo inibitdria minima para 90% dos isolados

Na Tabela 1 estdo relacionadas concentracdes inibitdrias minimas de
alguns dos antibidticos mais utilizados na medicina veterinaria para
Streptococcus uberis isolados de amostras de leite bovino. Pode-se verificar nos
dados de CIM apresentados, que esse patdgeno possui perfis de susceptibilidade
aos antimicrobianos bastante variaveis, o que reafirma a importancia de se
determinar a CIM em diferentes paises ou localidades geograficas para S. uberis
isolados de 11M.

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos tem valor limitado para
diferenciar tipos relacionados, mas a concordancia entre 0s agrupamentos por
resultados de antibiograma e PFGE pode ser observada, como foi encontrado em

muitos isolados em um estudo realizado por Phuektes et al. (2001). Esses
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autores relataram ainda a presenca de tipos mais virulentos, que apresentavam
prevaléncia mais alta e maior resisténcia ao tratamento com antibi6ticos em
comparagao aos demais tipos.

A avaliagdo da sensibilidade a antimicrobianos in vitro € uma boa
maneira de monitorar a existéncia de mecanismos de resisténcia entre patdgenos
de mastite, entretanto, nem sempre a razdo para a fraca resposta a terapia ¢
ocasionada pela resisténcia ao antimicrobiano. A resisténcia ao tratamento pode
ser devida a grande habilidade para aderir e invadir as células epiteliais e
persistir no ambiente intracelular, onde é dificil o alcance do farmaco numa
concentracdo suficiente para inibir a bactéria. Outra possivel explicacdo seria
que estes tipos mais virulentos poderiam causar inflamacdo mais severa e
fibrose, impossibilitando o antibidtico de reagir nas areas infectadas da glandula
(PHUEKTES et al., 2001).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da crescente importancia de S. uberis na bovinocultura leiteira e
a despeito de ser 0 patdgeno mais prevalente em alguns paises, estudos acerca do
conhecimento da patogenia da doenga e de caracteristicas moleculares do agente
visando propor medidas eficazes de controle e combate, ainda sdo pouco
comuns.

A caracterizacdo e determinacdo da frequéncia, distribuicdo e
conservacdo de genes de viruléncia em diferentes localidades, bem como
estudos moleculares sobre a diversidade populacional associado a informacdes
epidemiolégicas pode fornecer informagbes relevantes no intuito de
compreender melhor a patogenia e epidemiologia do agente e, assim, possibilitar
medidas de controle, como o desenvolvimento de vacina contra a mastite por S.
uberis.

Da mesma maneira, dados sobre resisténcia aos antimicrobianos por
determinacdo da CIM, também sdo escassos. Estudos sobre a CIM sdo
importantes para monitoramento do desenvolvimento de resisténcia na
populacdo da espécie bacteriana e podem ser referéncias para escolha de

farmacos mais efetivos no tratamento da mastite.
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CAPITULO 2

Fatores de viruléncia e diversidade genética de Streptococcus uberis isolados

de mastite bovina no sul de Minas Gerais

RESUMO

A mastite bovina é a principal doenca da bovinocultura leiteira. Entre os
diversos agentes etiol6gicos da mastite S. uberis tem apresentado importancia
crescente nas Ultimas décadas, sendo em alguns paises 0 patdgeno mais
prevalente. No presente estudo 47 S. uberis associados a mastite bovina,
procedentes de 26 rebanhos leiteiros da regido sul do Estado de Minas Gerais, no
Brasil, foram investigados com o objetivo de avaliar a diversidade genética e a
frequéncia de importantes genes de viruléncia por meio de métodos moleculares.
Os isolados foram identificados genotipicamente por meio de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) com utilizacdo de primers espécie-especificos. Foram
pesquisados por meio da PCR o0s genes paud e skc que codificam fatores
ativadores de plasminogénio e o gene sua, codificador da molécula de adesédo
(SUAM), envolvida no processo de aderéncia e internalizacdo de S. uberis nas
células epiteliais da glandula mamaria. A diversidade genética foi avaliada pelo
padrdo de fragmentos de DNA gerado por restricdo enzimatica com enzima
Smal visualizados por pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). Os genes skc e
pauAd foram detectados em 91% das amostras investigadas e 0 gene sua em
100%. Todas os isolados positivos para paud foram também positivos para skc.
PFGE revelou distingdo entre a ampla maioria das amostras. Verificou-se alta
freqUéncia dos genes de viruléncia pesquisados e grande variedade de padrdes
obtidos por PFGE, indicando grande diversidade genética na populagdo de S.
uberis estudada.

Palavras-chave: Mastite bovina. Streptococcus uberis. Diversidade genética.
Genes de viruléncia.
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ABSTRACT

In this study 47 S. uberis associated with bovine mastitis, coming from
26 dairy herds in southern Minas Gerais State, Brazil, were investigated to
evaluate the genetic diversity and frequency of important virulence genes by
molecular methods. The isolates were identified genotypically by polymerase
chain reaction (PCR) using species-specific primers. Were investigated by PCR
paua and ske, genes that encode factors plasminogen activator and sua gene,
which encodes adhesion molecule (SUAM), involved in the adherence and
internalization of S. uberis in the epithelial cells of the mammary gland. Genetic
diversity was assessed by the pattern of DNA fragments generated by restriction
enzyme digestion with Smal visualized by pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE). pauA and skc genes were detected in 91% of the samples investigated
and sua gene in 100%. All the isolates positive for paud were also positive for
ske. PFGE revealed the distinction between the vast majority of the samples.
There was a high frequency of virulence genes and a variety of patterns obtained
by PFGE, indicating great genetic diversity among S. uberis studied.

Keywords: Bovine mastitis. Streptococcus uberis. Genetic diversity. Virulence
genes
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1 INTRODUCAO

A mastite bovina é a doenca de maior importancia econémica para a
industria leiteira, sendo responsavel por perdas produtivas, redu¢éo na qualidade
do leite e aumento de custos de producdo por utilizacdo de medicamentos
(SANTOS; FONSECA, 2007).

A implementagcdo de programa de controle de mastite baseado em
praticas de manejo na ordenha, desinfeccdo pés ordenha, antibioticoterapia
terapéutica e profilatica (terapia da vaca seca), segregacdo ou descarte de
animais persistentemente infectados tem possibilitado controlar de forma eficaz
as infeccdes intramamarias (IIM) causadas por patdgenos contagiosos.
Entretanto, essas medidas tém sido pouco efetivas contra patdgenos ambientais,
consequentemente, a mastite ambiental tornou-se um problema crescente,
principalmente em rebanhos bem manejados que obtiveram sucesso no controle
dos agentes contagiosos (JAYARAYO et al., 1999; PHUEKTES et al., 2001).

Streptococcus uberis € um importante patégeno ambiental associado a
mastite bovina, responsdvel por grande proporcdo das infeccfes clinicas e
subclinicas (DOUGLAS et al., 2000; PHUEKTES et al., 2001). Infecches
intramamarias causadas por S. uberis tem aumentado nos rebanhos leiteiros em
todo o mundo. Atribui-se a esse patdgeno prevaléncias de até 23% nos casos de
mastite em alguns paises (BRADLEY, 2002). Embora seja um agente muito
frequente em paises como Canada, Estados Unidos, Holanda, Reino Unido,
Nova Zelandia e Australia sua importancia, na epidemiologia da mastite por S.
uberis ainda é pouco estudada (PHUEKTES et al., 2001).

Os resultados de alguns estudos visando identificar e caracterizar
potenciais fatores de viruléncia associados com a patogénese de S. uberis
sugerem que a adesdo e posterior internalizacdo do patdégeno nas células do

epitélio mamario é um evento importante no inicio do estabelecimento de novas
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infeccBes intramamarias (LUTHER; ALMEIDA; OLIVER, 2008). Os ativadores
de plasminogénio parecem ter importante funcdo na aderéncia e internalizacao
de S. uberis. Fisiologicamente, ativadores de plasminogénio desempenham
atividades regulatorias sobre a plasmina, que tem papel fundamental na
degradacéo da fibrina e outras proteinas da matriz extracelular e no processo de
remodelacdo de tecidos. Para beneficiar-se dessa atividade de proteases e se ligar
ao plasminogénio na superficie celular, um seleto grupo de patdgenos, produz
ativadores de plasminogénio capazes de converter plasminogénio de mamiferos
em plasmina de um modo espécie-especifico (WARD et al., 2004). Enzimas
com essa fungdo, chamadas estreptoquinases, sdo produzidas por varias espécies
patogénicas de estreptococos e foram descritas também em S. uberis (JOHNSEN
et al., 1999), entretanto, foi caracterizada uma proteina ativadora de
plasminogénio de S. wuberis, chamada PauA, considerada distinta das
estreptoquinases de outras espécies do género (LEIGH, 1994). Outra proteina
bacteriana que tem sido apresentada como importante fator de viruléncia,
envolvida no processo de aderéncia e internalizacdo de S. uberis nas células
epiteliais mamarias, é a chamada molécula de adesdo de Streptococcus uberis
(SUAM) (LUTHER; ALMEIDA; OLIVER, 2008; PATEL et al., 2009).

Dado o limitado impacto das medidas classicas de controle contra as
mastites provocadas por S. uberis, a vacinacdo poderia ser uma medida mais
efetiva para o controle da doenca, mas para isso se faz necessario compreender a
atividade bacteriana e identificar moléculas que tenham papel definitivo e
essencial no estabelecimento da infeccdo (LEIGH, 1999). Pesquisas de
caracteristicas moleculares do patdgeno podem contribuir muito nesse sentido.

Métodos moleculares baseados na tipificagdo genética tém sido
utilizados com sucesso no objetivo de fornecer informacbes sobre a
epidemiologia de S. uberis, visando propor medidas de controle mais eficientes

contra o patégeno (ZADOKS et al., 2003). VariacGes de tipos entre isolados de



51

S. uberis tem sido estudadas por polimorfismo de tamanho de fragmentos de
DNA obtidos por restricdo enzimatica (HILL; LEIGH, 1989; JAYARAO et al.,
1992) por alguns métodos, entre eles Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE),
que possui elevado poder discriminatério (BASEGGIO et al., 1997; DOUGLAS
et al., 2000; PHUEKTES et al., 2001).

Neste estudo, S. uberis isolados de mastite bovina na regido sul do
Estado de Minas Gerais, no Brasil, foram investigados com o objetivo de
descrever o perfil genético por PFGE e a frequéncia de importantes genes de

viruléncia desses patdgenos, por PCR com uso de iniciadores especificos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Isolados bacterianos foram selecionadas a partir do banco do
Laboratorio de Bacteriologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA) que
abrange 50 rebanhos leiteiros e mais de 3.000 animais da regido sul do estado de
Minas Gerais, no Brasil.

Foram selecionadas para o estudo as amostras inicialmente identificadas
presuntivamente como Streptococcus ambientais. Esses isolados foram
submetidos a testes de triagem que incluiram pesquisa de catalase, oxidase,
hidrélise de esculina e crescimento em presenca de sais de bile. Os isolados
caracterizados como cocos gram positivos, catalase negativos, esculina positivos
e sem crescimento na presenca de sais de bile foram selecionadas para estudos

moleculares.

2.2 Estudos moleculares

As amostras selecionadas para estudos moleculares foram submetidas a
extragdo de DNA com kit comercial de extracdo (4xygen DNA mini-prep®) e
posteriormente realizou-se reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
confirmacdo genotipica de S. uberis e para investigar a presenga dos genes de
viruléncia paud, skc e suam nas amostras confirmadas. A qualidade do teste foi
certificada sempre por inclusdo de uma amostra sabidamente positiva, como
controle positivo, e uma amostra de outra espécie do género Streptococcus,
como controle negativo.

Em cada reacdo foram misturados, totalizando 30 pL de solugéo, 1 uL

de primer 1 e 1 uL de primer 2 (10 pmol/L), 1 uL de desoxirribonucleotideo



53

trifosfatado (10 mmol; dNTP - solugdo mix Amresco®), 3 uL de tampédo de
reacdo “completo” (160 mM (NH,4).SO,4, 670mM tris HCL pH 8,8, 0,1% Tween-
20, 256mM MgCly), 0,2 uL de Tag DNA polimerase (5U/uL) (Bioron
International®), 18,9 a 21,9 uL de agua destilada, por fim, de 2 a 5 uL de DNA
molde (contendo entre 50 e 100 ng de DNA) foram adicionados a solugao.

Os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% preparados em tampéo de eletroforese tris-acetato (TAE 1X) e o
peso definido com base em marcadores de peso molecular 100pb e 300pb
(Axygen DNA ladeer®), corados com solucdo de brometo de etideo. As
amostras também foram submetidas a PFGE para avaliacdo da diversidade

genética dos isolados.

2.2.1 Identificacdo genotipica de S. uberis

A confirmacdo genotipica por PCR foi feita com uso de iniciadores
espécie-especificos para Streptococcus uberis, com as seguintes sequéncias de
oligonucleotideos 5" TAA GGA ACA CGT TGG TTA AG 3" (STRU-UbI) e 5°
TCC AGT CCT TAG ACC TTC T 3" (STRU-UbII) descritos por Hassan et al.
(2001). A PCR foi realizada com o seguinte programa: 30 ciclos de 94 °C por 30
segundos, 55 °C por 30 segundos, 72 °C por 30 segundos, antecedidos por
incubacdo aos 94 °C por 5 minutos e seguidos por extensdo final de 72 °C

também por 5 minutos.
2.2.2 Amplificacéo de fatores de viruléncia
Foram investigados trés genes de viruléncia na populacdo de S. uberis

analisada, gene pauA, skc, correspondentes a ativadores de plasminogénio, e

gene sua, que codifica a proteina SUAM. A presenca dos genes foi detectada por
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meio de amplificacdo do fragmento de DNA correspondente com uso dos
primers P38 (sequéncia de nucleotideos: 5" - AAT AAC CGG TTATGA TTC
CGA CTT CCG ACT AC - 3" - forward) e P39 (5" - AAA ATT TAC TCG
AGA CTT CCT TTA AGG - 3" - reverse) para 0 gene pauA e primers SKC-I
(5GTC ATT TGG TAG GAG TGG CTG 3 - forward) e SKC-Il (5-TGG TTG
ATA TAG CAC TTG GTG AC-3’ - reverse) para 0 gene skc, conforme descrito
por Johnsen et al. (1999), Khan et al. (2003) e Rosey et al. (1999), e primers
com sequéncia de oligonucleotideos 5°- GCT GAA AAT GCT AAA GAA GAA
C (Forward) e 5- GCG ACA TTA CTT GTT TGT GAC (Reverse), que foram
desenhados especificamente para pesquisa do gene sua a partir da sequéncia
depositada no GenBank (registro de acesso: DQ232760.1.) por Luther, Almeida
e Oliver (2008).

Foram programados em aparelho termociclador para amplificacdo do
gene pauA 30 ciclos de 94 °C por 60 seg., 52 °C por 60 seg. e 72 °C por 90 seg.
e para os genes skc e sua 30 ciclos de 94 °C por 60 seg., 54 °C por 60 seg. e 72
°C por 90 seg. O ciclos foram antecedidos de incubacdo aos 94 °C por 5 min. e

ao final seguidos de extenséo aos 72 °C por 5 min.

2.2.3 PFGE - pulsed-field gel electrophoresis

PFGE foi realizado como previamente descrito por Pereira et al. (2010).
Isolados de S. uberis foram incubados por 18-24 h em caldo BHI (Brain Heart
Infusion). As células foram centrifugadas e lavadas duas vezes com solucgéo PIV
(Tris=HCI 0.01 M, pH 8.0 e NaCl 1 M). A suspensdo bacteriana foi misturada
com um volume igual de agarose de baixa temperatura de gelificacdo (Sigma—
Aldrich®, USA) e pipetada em gotas de 20 mL para a formacdo dos plugs. As
células bacterianas incorporadas ao plug de agarose foram lisadas empregando-

se 25U de mutanolisina e 500 pg de lisozima. O DNA foi fragmentado com 12U
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de enzima de restricdo Smal (Amersham Biosciences®, UK) e submetido a
PFGE usando o seguinte programa; tempo inicial de 1 seg., tempo final de 30
seg., tempo de corrida 23 h, angulo de 120°, temperatura de 11,3 °C e voltagem

de 6 V/icm em um aparelho CHEF DR 1l system (Bio-Rad Laboratories®,
USA). Lamda ladder PFG Marker (New England Biolabs®, USA) foi usado

como marcador de DNA. O gel foi mantido em solu¢do com brometo de etidio e
fotografado sobre iluminagdo UV. As imagens foram analisadas visualmente e
com auxilio do sofware Geldnalyser® para pesquisar cepas geneticamente
relacionadas. As bandas foram automaticamente marcadas pelo software e
ajustadas manualmente. Foi gerado o tamanho de cada banda com base no
marcador molecular, permitindo comparacdo do tamanho atribuido aos
fragmentos, usado como auxilio para a analise visual entre os isolados. Isolados
gque mostraram 100% de similaridade foram considerados indistinguiveis
(rotuladas com mesma letra e mesmo numero), isolados com diferencas de até
seis bandas foram considerados possivelmente relacionados (mesma letra e
nimero diferente) e isolados diferindo mais de sete bandas foram considerados
ndo relacionados (letras diferentes) (BELKUM et al., 2007; TENOVER et al.,
1995).



56

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram submetidos aos testes fenotipicos e moleculares para
identificacdo de S. wuberis, 97 isolados de Streptococcus sp. previamente
caracterizados como ambientais, destes, 47 foram identificados genotipicamente
como S. uberis. A figura 1 ilustra a eletroforese dos produtos de amplificacdo

obtidos com primers espécie-especificos de S. uberis.

Figura 1 Resultado de PCR para identificacdo genotipica de Streptococcus
uberis. Produto de amplificacéo (1,2,3) obtidos com primers Stru-ubl
e Stru-ubll espécie-especificos de Streptococcus uberis. A amostras 4
5 e 6 séo referentes a amostras que apresentaram resultado negativo
na PCR. Streptococcus sp. (7) foi utilizado como controle negativo

A investigacdo do gene sua na populacio de S. uberis estudada revelou
presenca do gene em 100% das amostras. Todos os produtos de PCR
apresentaram o tamanho esperado de 942 pb (Figura 2).

S. uberis associados a mastite, além de serem resistentes aos efeitos
antimicrobianos da lactoferrina (Lf) bovina (CHANETON et al., 2008),
produzem uma proteina que se liga a Lf, utilizando-a para realizar aderéncia e
internalizacdo nas células epiteliais da glandula maméria (FANG; OLIVER,
1999; FANG; ALMEIDA; OLIVER, 2000). Almeida et al. (2006)

caracterizaram uma proteina que interage com a Lf, a SUAM, e observaram, em
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avaliagBes in vitro, que anticorpos contra essa molécula inibiram a adesdo e
internalizacdo de S. uberis em células epiteliais mamarias de bovinos. O que

sugere que a proteina SUAM é um importante fator de viruléncia de S. uberis.

AT ILET

M 1 23 45¢6 789 1011

Figura 2 Resultado de PCR para deteccdo do gene sua em Streptococcus uberis.
Produto de amplificagdo com tamanho 942pb utilizando primers
especificos para o gene sua de Streptococcus uberis. Reacdo sem
adicdo de DNA molde foi usada como controle negativo (12)

Patel et al. (2009) pesquisaram, in vitro, 0 papel da SUAM na
internalizacdo do S. uberis e encontraram um aumento significativo da
internalizacdo da bactéria em monocamada de células epiteliais mamarias
bovinas (MAC-T) na presenca de Lf. Confirmaram a importancia da ligacdo do
S. uberis a Lf por notarem diminuicdo da internalizacdo apos tratamento com
anticorpos contra Lf e observaram ainda que com uso de anticorpos anti-SUAM
a internalizagdo foi ainda menor do que o tratamento com anticorpos anti-Lf.
Diante dos achados, esses pesquisadores concluiram que S. uberis liga-se a Lf

através da SUAM de forma a criar uma ponte molecular com o receptor de Lf
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presente nas células epiteliais mamadrias de bovinos, o que facilitaria a
internalizacdo do agente nas células do epitélio mamario. Esse fator de
viruléncia permitiria ao patégeno escapar dos mecanismos de defesa do
hospedeiro (PATEL et al., 2009).

A internalizacdo do S. uberis nas células epiteliais mamarias pode ser
blogueada por anticorpos contra SUAM (PATEL et al., 2009), confirmando o
potencial dessa adesina como antigeno para o desenvolvimento de vacinas para
controle da mastite por esse agente. Outras propriedades que endossam o uso de
SUAM como antigeno seriam a ampla freqtiéncia e o alto nivel de conservacéo
do gene codificador na populagdo de S. uberis, caracteristicas sustentadas pelo
presente trabalho em concordancia com outros autores (LUTHER; ALMEIDA,;
OLIVER, 2008).

Os resultados obtidos sugerem que SUAM ¢é de fato um importante fator
de viruléncia de S. uberis isolados de mastite e a presenca desse gene em todas
as cepas da populagdo estudada sustenta a suspeita de que essa proteina poderia
ter papel essencial na patogénese da mastite por S. uberis.

No presente estudo 0s genes paud e skc foram detectados em 43 (91%)
dos 47 S. uberis pesquisados (Grafico 1). As amostras positivas para os dois
pares de primers foram as mesmas, ou seja, todas as amostras positivas
amplificaram com 0s primers para paud e skc e as negativas ndo apresentaram
amplificacdo de ambos. Observou-se o tamanho esperado dos produtos de 800pb

para paud e 1130 pb para skc nas amostras investigadas.
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Frequénciados genes sck e pauA

a
(9%)

W presente

O ausente

Gréfico 1 Frequéncia dos genes paud e skc em Streptococcus uberis associados
a mastite bovina

Estreptoquinase é uma enzima ativadora de plasminogénio comum a
muitas espécies patogénicas do género Streptococcus € uma proteina com essa
mesma propriedade foi purificada por Leigh (1993) em S. uberis. Em fungéo de
diferencas na estrutura e especificidade de substratos, o ativador de
plasminogénio de S. uberis foi considerado diferente daquelas presentes em
outras espécies do género Streptococcus. Foi entdo proposto o termo “ativador
de plasminogénio de S. uberis” (PauA) ao invés de estreptoquinase (LEIGH,
1994). Rosey et al. (1999) realizaram o sequenciamento do gene codificador do
ativador de plasminogénio de S. uberis, 0 gene pauA. Entretanto, Johnsen et al.
(1999) sequenciaram o gene de um outro ativador de plasminogénio de S. uberis
que foi designado gene sck, mostrando que esse gene seria relacionado a outras
estreptoquinases conhecidas. Contudo, os registros submetidos ao BLAST NCBI
(paud: acesso AJ312396, skc: acesso AJ006413) mostram alta similaridade
entre as sequéncias de nucleotideos e inclusive similaridade dos primers
utilizados para paud com sequéncia do gene skc. Ou seja, mesmo que sejam
genes distintos os primers utilizados com o objetivo de amplificar o gene pauA

também poderiam amplificar o gene skc. Na sequéncia do genoma completo de
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S. uberis, registrada no GenBank (acesso: AM946015.1), ndo h& gene skc e
PauA é descrito como proteina da familia das estreptoquinases. Um estudo
realizado por Khan et al. (2003) com o0s primers previamente descritos para
paud e ske revelou, assim como o presente trabalho, igual freqiiéncias dos dois
genes na populacdo bacteriana estudada, sendo as mesmas as amostras positivas
para ambos. As informagdes sobre investigacdo desses genes, associados as
informagdes contidas no GenBank sugerem que paud e skc, descritos para S.
uberis, na realidade sdo o mesmo gene, 0 que poderd ser confirmado pelo
sequienciamento dos produtos de amplificacdo dos referidos genes.

Estudos sugerem que PauA é diferente das estreptoquinases de outras
espécies, por diferencas na sequéncia de nucleotideos dos genes (LEIGH, 1993,
1994; ROSEY et al., 1999) e por localizacdo distinta de paud dentro do
cromossoma de S. uberis em relacdo a genes de estreptoquinase de outros grupos
de estreptococos. Especula-se inclusive que o gene paud tenha surgido como
resultado de um evento evolutivo independente, sem relagdo com o que deu
origem as estreptoquinases de outras bactérias (ROSEY et al., 1999).

A investigacdo do gene de viruléncia pauAlskc entre as amostras de S.
uberis realizada neste trabalho revelou alta freqliiéncia desses genes, em
concordancia com os resultados obtidos por Khan et al. (2003) que detectaram
presenca dos genes pauA e sck em 126 (97%) de 130 amostras de S. uberis
investigadas.

Outras pesquisas apontam alta prevalencia do alelo pauA em isolados de
campo provenientes de varios paises, nas amostras em que 0 pauAd € ausente
aparece 0 pauB, como um ativador alternativo, o que indica a importancia desse
fator de viruléncia para o microrganismo (WARD; LEIGH, 2002).

Observou-se o tamanho esperado de 800pb (Figura 3) para todos 0s
produtos da amplificacdo de pauA e ndo houve indicativo de polimorfismo do

fragmento entre as amostras de S. uberis. Khan (2002) relatou auséncia de
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polimorfismo na amplificacdo do gene paud/skc e concluiu que os genes
parecem ser altamente conservados entre isolados de S. uberis. Estudos prévios
sobre a homologia do gene pauA também relataram evidéncias que sustentam
essa afirmacdo, como o reportado por Rosey et al. (1999), que investigaram
genes pauA de S. uberis provenientes de do Reino Unido, Dinamarca e Estados

Unidos e encontraram 99% de similaridade.

1130 pb

M 12 3 45 67 8 M 12 3 45

Figura 3 Resultados de PCR para detec¢éo de genes pauA e skc de Streptococcus
uberis. a) produtos de amplificagdo com tamanho de 800pb gerados
com uso de primers p38 e p39 direcionados para o gene pauA (1, 2, 3,
4,5, 6 e 7) b) produtos de amplificacdo com tamanho 1130pb gerados
com uso de primers skc-1 e skc-11 especificos para o gene skc de
Streptococcus uberis (1, 3, 4, 6, 7, 8). ReacOes sem a adicdo de DNA
molde foram empregadas como controle negativo (8 emae 2 em b)

A ampla distribuicdo e alta conservacdo do gene pauA entre os isolados
de distintas localizacbes geogréficas sdo indicativos de que o ativador de
plasminogénio possui propriedades muito Uteis para o desenvolvimento de

vacinas contra mastite por S. uberis. Pesquisas neste campo tem confirmado o
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potencial de paud como antigeno para vacina. Leigh et al. (1999) avaliaram a
imunizacdo de vacas com sobrenadante concentrado contendo PauA e, apés
infeccdo experimental, observaram que a contagem bacteriana e a contagem de
células somaticas no leite desses animais foi muito inferior em relacdo aos
animais do grupo controle. Esses pesquisadores realizaram ainda imunizagdo
com uma preparacdo similar, porém com PauA removido, que ndo mostrou
nenhum efeito protetivo. Tais achados sugerem que a resposta inibitoria para
essa proteina foi importante na prevencdo da colonizacdo da glandula mamaria,
conferindo protecdo contra mastite por S. uberis.

Uma possivel explicacdo para o mecanismo de inibicdo envolvido no
blogueio dos ativadores de plasminogénio de S. uberis é a suspeita de que a
ativacao de plasminogénio por PauA facilita o crescimento da bactéria por efeito
indireto da hidrdlise de caseinas em peptideos que contém aminodcidos
essenciais. A resposta protetora inibiria essa rota para a obtencdo de nutrientes
essenciais para a bactéria.

Quanto aos resultados do estudo de diversidade genética de S. uberis,
pelo método de PFGE, das 47 amostras submetidas a analise por PFGE uma foi
excluida por ndo apresentar visualizacdo satisfatoria das bandas.

Foram identificados 41 diferentes padrdes de fragmentos de restricdo de
DNA obtidos por PFGE entre as 46 amostras de S. uberis analisadas. Cinco
subtipos verificados no PFGE apresentaram dois isolados com padrdes
semelhantes. Seguindo os critérios de interpretacdo delineados por Tenover et al.
(1995) e as recomendacdes de Belkum et al. (2007), esses isolados foram
classificados como “indistinguiveis” e identificados como subtipos D1, M2, P2,
R2 e S1 (Figura4).

Os isolados de S. uberis indistinguiveis foram procedentes de vacas
diferentes, mas do mesmo rebanho (Figura 4). Dos quatro rebanhos que

apresentaram dois isolados indistinguiveis, apenas um teve mais de um subtipo
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com duas amostras. Trata-se de um rebanho que apresentou um surto de mastite
por S. uberis. A presenca de dois subtipos infectando pelo menos quatro animais
diferentes associadas a existéncia de outros trés subtipos distintos, ou seja, cinco
subtipos infectando sete animais na mesma época, € indicio de que 0s casos
podem ser atribuidos & infeccdo por fonte ambiental comum e ndo por
transmissdo entre 0s animais, visto que nesse caso o esperado é que houvesse

predominio de cepas indistinguiveis.
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Figura 4 Resultado de PFGE de Streptococcus uberis. Letras iguais com
numeros diferentes identificam cepas geneticamente relacionadas,
letras iguais com nameros iguais identificam isolados indistinguiveis.
Retangulos delimitam isolados de um mesmo rebanho

O subtipo M2 foi o Gnico que apresentou diferenca na forma de
apresentacdo da doenga entre os dois isolados indistinguiveis, um foi procedente
de mastite subclinica e 0 outro de um caso de mastite clinica. Os demais
subtipos com duas amostras foram provenientes de mastite subclinica.
Entretanto o nimero pequeno de amostras que permitam esse tipo de associacao

impossibilita inferéncias estatisticas sobre a viruléncia de cepas indistinguiveis.
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O fato de patégenos clonais gerarem doencas com diferentes graus de severidade
pode ser devido a fatores relacionados ao hospedeiro, como condicéo de salde
do Ubere, nutricdo, genética, ordem e estagio de lactacdo (JAYARAO et al.,
1999).

Douglas et al. (2000) encontraram, na Nova Zelandia, ampla diversidade
de padrdes gendmicos por PFGE. Verificaram, inclusive, duas amostras com
padrdes distintos, obtidas de um mesmo quarto. Esses autores relataram ainda a
existéncia de algumas amostras similares isoladas de dois gquartos diferentes da
mesma vaca e de duas vacas diferentes do mesmo rebanho, o que sugere,
segundo os autores, transmissdo do patdégeno entre 0s quartos ou entre as vacas.
Contudo, ndo se descarta a possibilidade de haver fontes de contaminacdo
COMUNS, NEeSSes €asos.

Rato et al. (2008) analisaram 30 isolados de S. uberis € encontraram
duas amostras do mesmo tipo por PFGE (com 100% de similaridade) infectando
vacas diferentes de uma mesma fazenda, os autores argumentam que tal achado
é forte indicio de que pode ocorrer transmissdo do S. uberis de vaca a vaca no
processo de ordenha, embora a grande heterogeneidade da populagdo indique
gue a maioria das infeccdes provém do ambiente.

A grande diversidade de padrGes genbmicos observada confirma a
ampla diversidade genética da populacdo de S. uberis isolados de mastite bovina
descrita por outros autores. Wang et al. (1999) encontraram S. uberis isolados de
vacas diferentes apresentando, quase invariavelmente, padrdes genémicos
distintos. Esses autores sugerem que essa alta heterogeneidade encontrada
confirma os classicos estudos epidemiolégicos sobre essa espécie, que indicam o
ambiente como sendo o principal reservatorio, com limitados casos de
transmissdo de uma vaca a outra durante o processo de ordenha.

Os resultados deste estudo, em concordancia com relatos de outras

pesquisas (RATO et al., 2008), convergem para a conclusdo de que a infeccao
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por S. uberis em rebanhos leiteiros &, na maior parte dos casos, devida a
infeccGes oportunistas por uma ampla variedade de tipos deste agente, que

podem estar presentes nas vacas e no ambiente da fazenda.
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4 CONCLUSOES

PFGE apontou uma ampla diversidade genética da populacdo de S.
uberis estudada, com poucos casos de amostras indistinguiveis provenientes de
animais diferentes.

Verificou-se ampla frequéncia dos genes paud, skc (ambos 91%) e sua
(100%) na populacdo de S. uberis estudada, que sugere a importancia destes
fatores de viruléncia para o patgeno.
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CAPITULO 3

Concentracéo inibitdria minima de antimicrobianos contra Streptococcus

uberis associados a mastite bovina

RESUMO

Nas ultimas décadas a mastite ambiental tornou-se um problema
crescente, principalmente em rebanhos nos quais as medidas adotadas para o
controle de infecgdes por patdgenos contagiosos foram bem sucedidas. Entre os
agentes da mastite ambiental, Streptococcus uberis destaca-se pela grande
participacdo em infeccBes clinicas e subclinicas. A afericdo do perfil de
susceptibilidade do agente aos antimicrobianos fornece dados valiosos para a
escolha adequada de farmacos para o tratamento de casos clinicos e a terapia no
periodo seco. O objetivo do presente estudo foi determinar, por meio da
concentracdo inibitéria minima (CIM), pelo método de microdiluicdo, a
susceptibilidade aos antimicrobianos para 47 S. uberis isolados de mastite
bovina em rebanhos leiteiros na regido sul de Minas Gerais (Brasil). Foi
determinada a CIM para 50% e para 90% dos S. uberis para 0s antimicrobianos
ampicilina, cefalotina, ceftiofur, enrofloxacina, estreptomicina, florfenicol,
gentamicina, lincomicina, penicilina e tetraciclina. Observou-se elevado nivel de
resisténcia a estreptomicina  (MIC90=1024,0 ug/mL). Os demais
antimicrobianos apresentaram niveis altos de susceptibilidade, entretanto, na
maioria dos farmacos avaliados foram encontrados isolados resistentes. As
variacOes observadas nos perfis de resisténcia, entre os diferentes isolados e em
relacdo aos dados da literatura, apontam a necessidade de execucdo de testes de
susceptibilidade aos antimicrobianos para indicacdo adequada da terapia ou para
monitoramento da resisténcia aos antimicrobianos.

Palavras-chave: Mastite bovina. Streptococcus uberis. Concentracdo inibitoria
minima. Susceptibilidade a antimicrobianos. Perfil de resisténcia.
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ABSTRACT

In recent decades, environmental mastitis has become a increased
problem, particularly in well-managed herds that have obtained successful in
controlling infectious agents. Among these pathogen, Streptococcus uberis is
responsible for a large proportion of infections. Informations about antimicrobial
susceptibility can be valuable in the election of suitable drugs for the treatment
of mastitis by S. uberis. The aim of this study was to determine the antimicrobial
susceptibility of S. uberis isolated from bovine mastitis in dairy cattle in
southern Minas Gerais, in Brazil, by means of minimum inhibitory
concentration (MIC) by microdilution method. Was determined the MIC for
50% and 90% of S. uberis for the following antimicrobials: ampicillin,
cephalothin, ceftiofur, enrofloxacin, streptomycin, florfenicol, gentamicin,
lincomycin, penicillin and tetracycline. high-level resistance to streptomycin was
observed The others presented high levels of antimicrobial susceptibility,
however, in most of the drugs evaluated were found resistant isolates. The
observed variations in resistance profiles, between the different isolates and
compared to literature data, suggest the need to perform antibiotic susceptibility
tests to indicate adequate therapy and for monitoring antimicrobial resistance.

Keywords: Bovine mastitis. Streptococcus uberis. Minimum inhibited
concentration. Antimicrobial resistence.
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1 INTRODUCAO

A mastite bovina é a doenca mais cara do rebanho leiteiro. Os prejuizos
gerados pela mastite a produtores e laticinios sdo atribuidos a véarios fatores
relacionados a doenga, como 0 gasto com medicamentos para o tratamento dos
casos clinicos, perda de animais por morte ou descarte, diminuicdo da qualidade
do leite, reducdo do tempo de prateleira, redugdo do rendimento na producéo de
derivados e, principalmente, reducdo na producdo do leite, que é a perda menos
percebida pelo produtor, porém a mais importante (PHILPOT; NICKERSON,
2002).

Nas ultimas décadas a disseminacdo das medidas de controle da mastite
tem sido eficiente na diminuigdo das infec¢Bes intramamaérias (IIM) causadas
por patégenos contagiosos, entretanto tém sido pouco efetivas contra patdgenos
ambientais, consequentemente, a mastite ambiental tornou-se um problema
crescente, principalmente em rebanhos bem manejados que obtiveram sucesso
no controle dos agentes contagiosos (JAYARAYO et al., 1999). Entre esses
agentes estd Streptococcus uberis, um importante patdgeno ambiental associado
a mastite bovina, responsavel por grande proporcao das infeccbes (DOUGLAS
etal., 2000; PHUEKTES et al., 2001).

IIM causadas por S. uberis tem aumentado nos rebanhos leiteiros em
todo o mundo. Atribui-se a esse patdgeno prevaléncias de até 23% dos casos de
mastite em alguns paises (BRADLEY, 2002), sendo agente muito frequente em
paises como Canada, Estados Unidos, Holanda, Reino Unido, Nova Zeléndia e
Australia. Contudo, apesar de sua importancia, a epidemiologia da mastite por S.
uberis ainda é pouco estudada (PHUEKTES et al., 2001).

A antibioticoterapia via intramamaria é um método de combate
amplamente utilizado em casos de mastite bovina. Prévios estudos tém reportado

cepas resistentes a alguns antimicrobianos (OWENS et al., 1990). Assim,
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informacdes de susceptibilidade aos antimicrobianos podem ser valiosas na
eleicdo de farmacos adequados no tratamento da mastite por S. uberis
(ROSSITO et al., 2002).

O objetivo do presente estudo foi determinar a susceptibilidade aos
antimicrobianos de S. uberis isolados de mastite bovina em rebanhos leiteiros na
regido sul de Minas Gerais, no Brasil, por defini¢cdo da concentracéo inibitéria
minima (CIM) pelo método de microdiluicdo.
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2 MATERIAL E METODOS

Todos os 47 isolados previamente identificados como S. uberis, por
PCR com uso de primers espécie-especificos, foram avaliados quanto a sua
susceptibilidade aos antimicrobianos pelo método de microdiluicdo em caldo
seguindo a metodologia padronizada pela Clinical and Laboratory Standads
Institute - CLSI (2006).

Para realizacdo dos testes foi utilizado o caldo Miiller Hinton (Difco,
USA) suplementado com cétions divalentes, calcio e magnésio (CAMHB) e 5%
de sangue lisado de eqino.

Os antimicrobianos testados foram: ampicilina, cefalotina, ceftiofur,
enrofloxacina, estreptomicina, florfenicol, gentamicina, lincomicina, penicilina e
tetraciclina. Solvidos, diluidos e estocados conforme as recomendagfes do CLSI
(2008). O intervalo de diluicdes de cada antibiodtico, apresentados na tabela 2, foi
escolhido com base em prévias publicacdes de estudos sobre CIM em S. uberis €
foi, em alguns casos, reformulado para maiores ou menores concentracdes
visando aumentar a precisdo do resultado.

Os isolados selecionados foram incubados em caldo BHI aos 36 °C por
18-24 h e ap06s crescimento foram preparadas as suspensdes bacterianas em
solucdo salina 0,85% ajustadas a escala 0,5 de MacFarland, o que corresponde a
aproximadamente, 10® unidades formadoras de colénias (UFC) por mililitro
(mL). Essa suspenséo foi diluida na propor¢do 1:10 em CAMHB suplementado
com sangue lisado de equino, obtendo-se uma concentracdo final de

aproximadamente 10" UFC/mL.
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Tabela 2 Intervalos de diluicdo dos antimicrobianos usados na determinacéo da
concentracdo inibitoria minima para Streptococcus uberis associados a
mastite bovina

Antimicrobiano Concentragéo (ng/mL)

Estreptomicina 2-1024
Gentamicina 0,25-128

Lincomicina 0,016- 128
Ceftiofur 0,06-64
Cefalotina 0,06-64
Penicilina 0,016-8
Ampicilina 0,016-8
Enrofloxacina 0,016-8
Florfenicol 0,13-64
Tetraciclina 0,016-64

Microplacas estéreis de 96 pocos foram utilizadas. Em cada pogo foram
adicionados 100 uL. de CAMBH com 5% de sangue lisado de equino, nos pogos
da primeira coluna das placas foi adicionado 100 uL de solugdo do antibiotico
testada, diluida no mesmo caldo (solucdo de uso) obtendo-se assim a
concentracdo inicial de cada droga. A partir da primeira coluna de pocos
diluicdes seriadas de base 2 foram realizadas nas demais colunas de pocos com o
auxilio de pipeta automatica multicanal, obtendo-se concentracdes decrescentes,
com intervalos de diluicdo varidveis entre os antimicrobianos testados. Os testes
foram feitos em duplicata. As duas Ultimas colunas da microplaca ndo receberam
antibiotico, a pendltima coluna usada como controle positivo de crescimento e a
Gltima, contendo apenas o meio de cultura, como controle de esterilidade do
material, dos meios e das solucdes utilizadas.

Apos a diluicdo do antibidtico, foi feita adicdo de 5 uL do indculo em
cada poco. As microplacas foram depois agitadas suavemente por cinco minutos

e entdo incubadas aos 37 °C por 20 horas. Ap6s o tempo de incubagdo foram
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feitas as leituras dos resultados considerando-se CIM a menor diluicdo do
antibiodtico capaz de inibir visivelmente o crescimento bacteriano.

O controle de qualidade dos testes de microdiluicdo foi feito como
recomendado pelo CLSI (2008) com as amostras: Staphylococcus aureus
(ATCC 29213), Streptococcus pneumoniae (ATCC 49619), Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterococcus
faecalis (ATCC 29212) .

Em funcdo da caréncia de critérios interpretativos bem estabelecidos
para S. uberis, 0 perfil de susceptibilidade foi avaliado com base em diferentes

critérios de interpretacdo citados em outros trabalhos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 3 encontram-se relacionados os valores de CIM para 90% das
amostras (CIM90) e para 50% das amostras testadas (CIM 50), bem como a
distribuicdo dos isolados entre as CIM dos antimicrobianos avaliados, com

exce¢do de estreptomicina.

Tabela 3 Distribuicdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) de nove
antibidticos para 47 Streptococcus uberis associados a mastite bovina
em rebanhos leiteiros no sul de Minas Gerais, Brasil

Ndmero de isolados para CIM indicada (ug/mL)
Antibiético 0,016 0,03 0,06 0,13 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128

Gentamicina 1 0 8 11 16 9 2 0 0 O
Lincomicina 20 3 4 0 2 0 0 2 5 4 2 2 1 2
Ceftiofur 10 5 15 9 4 1 1 2 0 0 O
Cefalotina 5 5 19 4 4 5 1 3 0
Penicilina 7 11 5 6 4 0 0 0 1
Ampicilina 0 7 100 5 10 11 3 0O O 0 1
Enrofloxacina 0 0 o 1 o0 5 16 23 2

Florfenicol 0 0 1 6 26 14 0 0 0 O
Tetraciclina 1 0 7 7 10 5 3 0 4 3 3 3 1 0

Ndmeros sublinhados indicam a CIM para 50% das amostras (CIM50), nimeros em
negrito indicam a CIM para 90% das amostras (CIM90) e nlmeros em negrito
sublinhados indicam mesmo valor para CIM50 e CIM90

Em recentes pesquisas sobre CIM, isolados tem sido classificados como
susceptiveis ou resistentes baseado em valores de corte epidemioldgico espécie-
especificos publicados pelo European Committe on Antimicrobial Susceptibility
testing (EUCAST) (HTTP://www.eucast.org). No entanto, ndo ha valores
definidos para Streptococcus uberis, em funcdo da caréncia de dados, o que
impossibilita 0 uso desse método de avaliagdo (BENGTSSON et al., 2009). Pela
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falta de padrdes para interpretacdo, optou-se nesse trabalho por discutir os
resultados baseado nos critérios adotados por outros pesquisadores.

Detectou-se alto nivel de resisténcia a estreptomicina no presente estudo.
40,4 % da populacdo de S. uberis pesquisada apresentaram CIM maior ou igual
a 1024 ug/mL. Guérin-Faublée et al. (2002) reportaram resisténcia de S. uberis a
estreptomicina em 18% dos isolados S. uberis, niveis também bastante elevados.
Owens et al. (1990) classificaram como resistentes 80% de Streptococcus sp.,
incluindo S. uberis, e 12% como intermediario pelo método de disco de difusdo
e relataram 73% das amostras de S. uberis analisadas apresentando CIM maior
do que 128 ug/mL. Neste estudo encontrou-se CIM50 e CIM90 de 32 e
1024 ng/mL. Pitkala et al. (2004) e Pitkald, Koort e Bjorkroth (2008), em estudo
realizado na Finlandia, encontraram valores de CIM50 e CIM90
consideravelmente mais baixos, 64 e 128 ug/mL, respectivamente, ainda assim,
como nos demais trabalhos citados e no presente estudo, os autores
consideraram alto o nivel de resisténcia a estreptomicina na populacdo de S.
uberis estudada.

O CIM50 e CIM90 encontrados para Gentamicina (4 e 8 pg/mL,
respectivamente) foram consideravelmente mais baixos do que os relatados por
outros autores. Pitkala et al. (2004), que relataram CIM50 E CIM90 de 16 e 32
ug/mL, respectivamente. Pitkéld, Koort e Bjorkroth (2008), relataram CIM50 e
CIM90 ambos de 32 ug/mL e ndo observaram niveis baixos de resisténcia a
aminoglicosideos, conforme o critério interpretativo recomendado pelo CLSI de
triagem de altos niveis de resisténcia a gentamicina  (500ug/mL) e a
estreptomicina (1000ug/mL). Guérin-Faublée et al. (2002) também relataram
auséncia de cepas altamente resistentes a gentamicina entre os isolados

investigados.
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O teste de CIM para lincomicina foi feito com intervalo de diluicGes
mais amplo, de 128 a 0,016 ug/mL. N&o ha valores definidos de critérios
interpretativos especificos para S. wuberis isolados de mastite bovina
disponibilizados pelo CLSI ou pelo EUCAST. Considerando-se o padrdo
interpretativo adotado por Guérin-Faublée et al. (2002) (S<2,0 ug/mL e R>16,0
ug/mL) 10,6% dos isolados pesquisados foram classificados como resistentes.
Os autores citados relataram que entre 50 amostras testadas, 14 apresentaram-se
altamente resistentes a lincomicina com CIM>128 pg/mL, e cinco amostras
apresentaram susceptibilidade intermediaria. Embora os niveis de resisténcia
relatados por esses autores sejam maiores em relacdo aos observados no presente
estudo, o nivel de susceptibilidade de 64% foi semelhante.

Rossitto et al. (2002) classificaram apenas 27,1% das amostras de S.
uberis estudadas como sensiveis a tetraciclina, utilizando critério definido por
National Committee for Clinical Laboratory Standards - NCCLS (2000) baseado
em dados humanos (sensiveis menor ou igual a 2 pg/mL). Utilizando-se o
mesmo critério para os resultados do presente estudo, 70,2% dos isolados foram
classificados como susceptiveis a tetraciclina, assim, o nivel de resisténcia é
muito inferior em relacdo ao encontrado pelos autores citados. Nivel aproximado
foi encontrado por Guérin-Faublée et al. (2002), que relataram 78% de
susceptibilidade de S. uberis a Tetraciclina. Entretanto, critérios interpretativos
de susceptibilidade baseados em dados de isolados humanos podem néo predizer
a eficacia clinica do antimicrobiano no tratamento da mastite bovina
(ROSSITTO et al., 2002). Isso ocorre em fungdo do limitado histérico de dados
de CIM disponiveis para patégenos de mastite bovina, particularmente,
estreptococos ambientais (SALMON et al., 1998, WATTS; SALMON;
YANCEY JUNIOR, 1995). Rossitto et al. (2002) reportaram CIM50 e CIM90
ambos de 16 pug/mL em 133 S. uberis analisados, o resultado de CIM50 foi

superior em relacdo ao resultado do presente trabalho, no qual se observou
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CIM50=0,25 pg/mL. O CIM90 é préximo ao valor de 32,0 ug/mL encontrado
neste estudo. Embora resultados de algumas pesquisas, como os deste trabalho,
revelam existéncia de isolados resistentes a tetraciclina, Gianneechini, Concha e
Franklin (2002) ndo encontraram resisténcia a tetraciclina em S. uberis
associados a mastite, Roesch et al. (2006) relataram resultado semelhante.
Contudo, distribuicdo de CIM que se assemelha a deste estudo foi relatada por
Bengtsson et al. (2009), que, embora ndo tenham aplicado critérios pela auséncia
de valores de corte epidemiol6gico especificos definidos pelo EUCAST,
consideraram a distribui¢cdo bimodal de CIM como indicativo da aquisi¢do de
resisténcia em alguns isolados.

Pitkald, Koort e Bjorkroth (2008) relataram nove isolados resistentes a
tetraciclina, oito desses foram classificados como sendo do mesmo tipo por
RFLP (polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricao) (ribotipagem). Os
isolados resistentes a tetraciclina apresentaram participacdo nos casos clinicos
significativamente maior que o no numero de isolados de casos subclinicos.
Considerando-se o critério de interpretacdo definido pelo CLSI (2008) definido
para outros microrganismos isolados de doenca respiratdria de bovinos
(resistentes CIM maior ou igual a 128ug/mL), apenas trés das oito amostras
associadas a casos clinicos apresentaram resisténcia, todas com CIM=1024
ug/mL. Entre as 21 amostras consideradas resistentes a tetraciclina, apenas trés
foram isoladas de casos clinicos. Ou seja, a associacdo relatada por Pitkala,
Koort e Bjorkroth (2008) néo foi encontrada no presente estudo.

Considerando o critério adotado por Rossitto et al. (2002), baseado em
patégenos isolados de doenca respiratéria de bovinos (sensivel menor ou igual a
2 ng/mL), 93,6% dos isolados testados neste estudo seriam classificados como
sensiveis ao ceftiofur, nivel muito semelhante ao encontrado por esses autores
(93,2%). A CIM50 e CIM90 de ceftiofur encontradas no presente estudo (0,25 e

2,0 ng/mL) foram préximas aos valores encontrados por Rossito et al. (2002) de
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0,5 e 2 ug/mL, respectivamente, entretanto 0,5 ug/mL foi a menor concentraco
avaliada por esses autores. Pol e Ruegg (2007) reportaram CIM50 e CIM90 de
ceftiofur para espécies de Streptrococcus sp. isolados de mastite, excetuando-se
S. agalactiae, ambos de 0,5 ug/mL e ndo encontraram nenhum isolado com
crescimento em concentracbes maiores do que 1 ug/mL. Utilizando-se de
critérios delineados pelo CLSI para patégenos de doenca respiratoria de bovinos,
o mesmo limiar utilizado por Rossitto et al. (2002), classificaram todas as
amostras testadas como sensiveis ao ceftiofur.

Para cefalotina, o valor de CIM50 encontrado no presente trabalho (0,5
ug/mL) foi mais baixo que o CIM50 de 1,0 ug/mL relatado por Rossitto et al.
(2002), mas essa diferenca pode ser explicada pelo fato de que essa foi a menor
concentracdo testada por esses autores. O referido autor relatou 0 mesmo valor
de 1 ug/mL para CIM90, concentracdo mais baixa do que a encontrada neste
estudo (8,0 ng/mL). Salmon et al. (1998) encontraram valores de semelhantes ao
deste trabalho de 0,25 e 8,0 ug/mL respectivamente para CIM50 e CIM90.
Considerando o critério adotado por Rossitto et al. (2002) (sensiveis menor ou
igual a 8,0 ug/mL), 93,6% S. uberis pesquisados neste trabalho podem ser
classificados como susceptiveis. Nivel de susceptibilidade préximo dos 97,2%
relatados por esses autores. Tomando como base os critérios definidos pelo
CLSI (2008) (resistentes maior ou igual a 32,0 pg/mL) todos os isolados
analisados no presente trabalho sdo considerados sensiveis a cefalotina,
resultado semelhante ao relatado por Pitkéla et al. (2004) e Pitkéld, Koort e
Bjorkroth (2008), no entanto esses autores relataram CIM90 de 0,25 pg/mL,
consideravelmente menor em relacdo a encontrada neste trabalho.

A distribuicdo das CIM dos dois farmacos do grupo das cefalosporinas,
possibilita a observacdo de que o representante da terceira geragdo, o ceftiofur,

teve maior eficécia in vitro que o representante da primeira geragao, a cefalotina,
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em inibir o crescimento de S. uberis isolados de mastite bovina. A mesma
observacdo foi relatada por Watts, Salmon e Yancey Junior (1995).

Adotando-se o0 ponto de corte recomendado pelo CLSI (2008)
(resistentes maior ou igual a 4 ug/mL) apenas uma amostra foi considerada
resistente a penicilina, apresentando CIM maior do que 8 ug/mL. Essa mesma
amostra mostrou-se também resistente a ampicilina (CIM maior do que 8
pg/mL) e foi o isolado que ampresentou maior CIM também para ceftiofur (4
ug/mL). A existéncia de CIMs elevados para p-lactamicos (penicilina,
ampicilina e ceftiofur) é um indicativo de que 0 mecanismo primario resisténcia
a penicilinas de S. uberis €, aparentemente, a producdo de p-lactamases
(ROSSITTO et al., 2002).

Em geral os estreptococos ambientais sdo sensiveis as penicilinas.
Salmon et al. (1998) reportaram alta susceptibilidade de S. uberis a penicilina,
com CIM50 e CIM90 ambos de 0,06 ug/mL, entre isolados da Nova Zelandia e
iguais valores, de CIM50=0,06 ¢ CIM90=2 ug/mL, para penicilina e ampicilina
entre isolados provenientes da Dinamarca. Pitkdld, Koort e Bjorkroth (2008)
encontraram sensibilidade a penicilina em 100% das amostras analisadas de S.
uberis € 0 MIC50 e MIC90 relatados por estes autores foram ambos 0,064
ug/mL, valores diferentes, porém préximos aos do presente estudo, no qual se
encontrou CIM50=0,125 e CIM90=1 pg/mL tanto para penicilina quanto para
ampicilina. Outros pesquisadors relataram valores mais elevados, como Rossito
et al. (2002) que reportaram MIC50 e MIC90 de penicilina ambos de 0,25
ug/mL. Guérin-Faublée et al. (2002) relataram distribuicdo semelhante a deste
trabalho, porém com sensibilidade ainda maior da populagdo de S. uberis
avaliada. No entanto o autor classificou 14% das amostras como moderadamente
susceptiveis, usando como critério interpretativo um ponto de corte bem mais
baixo (sensivel menor do que 0,12). Esses autores relataram ainda distribuicéo

bimodal da populacdo entre as CIM de penicilina e outros g-lactamicos, o que
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pode ser interpretado como indicativo de existéncia de mecanismos de
resisténcia na populacdo bacteriana (TURNIDGE; KAHLMETER,;
KRONVALL, 2006). Diante disso especula-se que um gradual aumento no
surgimento de isolados resistentes a penicilina poderia ocorrer em Streptococcus
uberis como foi observado para Streptococcus pneumoniae em humanos
(GUERIN-FAUBLEE et al., 2002).

Ampicilina pertence ao grupo de amplo espectro de penicilinas
chamadas aminopenicilinas. Esses componentes sdo similares as penicilinas
naturais em seu espectro de atividade, mas sdo mais ativas contra alguns géneros
de bactérias (SALMON et al., 1998). No entanto, assim como encontrado neste
estudo, a maioria dos estudos aponta valores muito proximos de CIM50 e
CIM90 para ampicilina e penicilina, embora os dados disponiveis de ampicilina
para S. uberis seja escassos (KIRK et al., 2005; ROSSITO et al., 2002).

Os valores encontrados de CIM50 e CIM90 (2,0 ug/mL) para
enrofloxacina foram um pouco mais elevados em relacdo aos poucos relatos
encontrados na literatura: CIM50=0,5 pug/mL e CIM90=1,0 ug/mL (SALMON
et al., 1998; WATTS; SALMON; YANCEY JUNIOR, 1995), CIM50=0.5
ug/mL e CIM90=2 ug/mL (OWENS et al., 1997). A CIM 50 mais elevada pode
ser um indicativo de maior ocorréncia de resisténcia em funcdo de uso mais
disseminado de enrofloxacina nos rebanhos pesquisados, em relacdo aos
trabalhos citados, que mencionam nao ser aprovado ou nao ser comum o uso de
enrofloxacina para mastite bovina na ocasido da pesquisa (SALMON et al.,
1998; WATTS; SALMON; YANCEY, 1995). Entretanto, a falta de critérios
padronizados torna dificil tirar conclusdes pela comparacao dos relatos.

No presente estudo os valores de CIM50 e CIM90 de florfenicol foram 2
ug/mL e 4 ug/mL, respectivamente. N&o foram encontrados na literatura dados
sobre CIM de florfenicol para S. uberis, 0 que impossibilita a comparacdo dos

resultados. No entanto, a distribuicdo dos isolados por CIM (Tabela 2), sugere
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ndo haver resisténcia ao florfenicol na populagdo estudada. Tomando como
referencia os critérios do CLSI (2008) para bactérias associadas a doencas
respiratérias de bovinos (resistentes CIM maior ou igual a 8 ng/mL) ndo ha
isolados que possam ser considerados resistentes.

O uso indiscriminado de antibidticos na bovinocultura pode promover
mudangas no perfil de susceptibilidade dos patégenos de mastite. O
monitoramento regular da resisténcia é necessario para identificar possiveis
mudancas nos padrdes de resisténcia aos antimicrobianos (PITKALA; KOORT;
BJORKROTH, 2008). O aumento da resisténcia aos antimicrobianos por
patdégenos de mastite pode ocorrer em consequéncia do uso de determinada base
no tratamento de outras doencas e até mesmo em animais de outras categorias
além das vacas em lactacdo. Bengtsson et al. (2009) em um levantamento do
perfil de susceptibilidade antimicrobiana em isolados de mastite aguda na
Suécia, encontraram isolados resistentes a antimicrobianos ndo comumente
usados no tratamento de mastite naquele pais.

As variagOes observadas nos perfis de resisténcia, entre os diferentes
isolados e em relacdo aos dados da literatura, apontam a necessidade de
execucdo de testes de susceptibilidade aos antimicrobianos para indicagdo

adequada da terapia ou para monitoramento da resisténcia aos antimicrobianos.
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4 CONCLUSOES

Embora ndo existam parametros especificos para interpretacdo de CIM
dos antimicrobianos testados para Streptococcus uberis, dentro dos limites do
experimento, pode-se concluir que: A populacdo de S. wuberis estudada
apresentou niveis elevados de resisténcia para estreptomicina. Para a maioria dos
demais antimicrobianos testados, houve isolados resistentes, no entanto os niveis

de resisténcia foram baixos na populacéo avaliada.
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