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RESUMO

A mastite bovina é uma inflamacdo das glandulas mamarias causada por
grande variedade de agentes como bactérias e fungos, provocando grande prejuizo
para a bovinocultura de leite. Dentre os patdgenos causadores da enfermidade,
Staphylococcus aureus € 0 agente etioldogico que mais se destaca. O uso de
antibioticos tanto para profilaxia como para tratamento da mastite, pode levar ao
aparecimento de patdgenos resistentes. O objetivo deste trabalho foi caracterizar
perfil de resisténcia antimicrobiana e deteccdo do gene mecA em S. aureus isolados
em amostras de leite de vacas com mastite clinica ou subclinica, oriundas de oito
propriedades leiteiras de Mato Grosso do Sul. Foram obtidas por conveniéncia 237
amostras, das quais 61 (25,73%) apresentaram crescimento de S. aureus. Estes
isolados foram submetidos as provas de catalase, coagulase, hemolisina, testes de
susceptibilidade antimicrobiana usando a técnica de disco-difusdo e PCR para
deteccdo do gene mecA, associado a MRSA (Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina). Na avaliacdo da suscetibilidade aos antimicrobianos, os mais eficientes
(100% de eficacia) foram amoxicilina + &cido clavulanico, bacitracina, cefalotina,
cefoxitina, enrofloxacina, gentamicina, marbofloxacina, norfloxacina e vancomicina,
seguidos por azitromicina, doxiciclina e oxacilina com 98,36% de sensibilidade,
neomicina (96,72%), eritromicina (93,45%) e tetraciclina (90,16%). Foi observada
resisténcia maior a alguns antimicrobianos B-lactamicos como amoxicilina (26,23%),
penicilina G (23,95%) e ampicilina (22,95%). Anélises moleculares pela técnica de
PCR identificaram o gene mecA em 1,64% (1/61) das amostras. Os resultados do
presente estudo evidenciam a presenca de S. aureus como agente etiolégico de
mastite bovina mais prevalente nas propriedades leiteiras analisadas. A
susceptibilidade do agente a diversos antimicrobianos testados in vitro € um fator
positivo e favorece o controle da doencga quando detectada, mas a presenca de um
isolado portador do gene mecA merece maior atencdo para ndo se propagar aos

rebanhos leiteiros e promover risco a saude publica.

Palavras-chave: Leite, mecA, MRSA, antimicrobiano.
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ABSTRACT

Bovine mastitis is an inflammation of the mammary glands caused by a wide variety
of pathogens, including bacteria and fungi, and is responsible for significant losses in
the dairy industry. Amongst bacterial causes of the disease, Staphylococcus aureus
is the principal etiological agent. The use of antimicrobials as prophylactics and for
treatment of mastitis can lead to antimicrobial resistant strains of S. aureus. The
objective of this work was to characterize antimicrobial resistance profile and detect
the mecA gene of S. aureus in milk samples from cows with clinical or subclinical
mastitis, collected from eight dairy farms in the state of Mato Grosso do Sul, Brazil. A
total of 237 samples were collected, of which 61 (25.73%) presented growth of S.
aureus. These samples were tested for catalase, coagulase, hemolysin production,
antimicrobial resistance using the disk diffusion agar method e PCR for identification
the mecA gene, which is associated with MRSA (methicillin-resistant S. aureus). The
most efficient antimicrobials tested for antimicrobial resistance included: amoxicillin +
clavulanic acid, bacitracin, cephalexin, cephalotin, enrofloxacin, gentamycin,
marbofloxacin, norfloxacin and vancomycin, all with 100% efficacy, followed by
azithromycin, doxycycline and oxacillin with 98.36%, neomycin with 96.72 %,
Erythromycin with 93.45% and tetracycline with 90.16%. S. aureus isolates were
resistant to several pB-lactam antibiotics, including amoxicillin (26.23%), penicillin G
(23.95%) and ampicillin (22.95%). PCR analysis identified the mecA gene in 1.64%
(1/61) of the samples. The results of the present study show the presence of S.
aureus as the most prevalent etiological agent of bovine mastitis in the dairy farms
analyzed. The susceptibility of the bacteria to several antimicrobials tested in vitro
may facilitate control of the disease when detected, but the presence of an isolate
carrrying the mecA gene calls for greater attention in order to avoid dissemination to

the dairy herds and to reduce risk to public health.

Key Words: Milk, mecA, MRSA, antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

A mastite € a principal doenca na bovinocultura de leite e impacta
negativamente a economia, pois afeta a producdo e a qualidade do leite em
rebanhos comerciais. Além de reduzir o rendimento industrial dos derivados lacteos,
a mastite também tem aspecto importante na saude humana, por veicular patdgenos
gue podem causar zoonoses, e que geram produtos metabdlicos e enterotoxinas,
apresentando riscos ao consumidor de leite e derivados (FAGUNDES e OLIVEIRA,
2004). Bactérias e fungos sdo os principais agentes causadores dessa inflamacao
das glandulas mamaérias, que se apresenta de forma clinica ou subclinica. Entre os
patbgenos mais frequentes da mastite bovina, estdo Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis,
Escherichia  coli, Corynebacterium bovis, Pseudomonas  aeruginosa,
Enterobacter spp. e outros, como Mycoplasma spp., Mycobacterium bovis, Brucella
abortus e Listeria monocytogenes. Dentre estes, Staphylococcus aureus se destaca
por ser o agente infeccioso mais prevalente e persistente das infeccbes
intramamarias e o que mais causa prejuizos a pecuéria leiteira. (PELLEGRINO et al.,
2011).

Como um dos principais agentes da mastite bovina, S. aureus pode colonizar
a pele do teto, o canal do teto ou o interior da glandula mamaria, principalmente se
houver lesdo nesta regido. Na maioria das vezes, a transmisséo ocorre por meio das
maos do ordenhador e toalhas de uso multiplo. O agente se instala no interior da
glandula mamaéria, fixando-se as células epiteliais e causando uma infeccao.
Mecanismos patogénicos incluem fatores de viruléncia, ou seja, moléculas
produzidas pelo patdbgeno que aumentam a capacidade da bactéria colonizar o
hospedeiro e danificar tecidos, incluindo toxinas, adesinas, enzimas e
imunomoduladores, (WATKINS et al, 2012). Estes fatores causam necrose do
estroma e parénquima mamario, que resulta em perda de funcdo secretora,
reduzindo a producgédo de leite e, uma vez infectado, 0 quarto mamario passa a ser
um reservatorio do agente.

As infec¢cbOes causadas por S. aureus geralmente apresentam-se na forma
subclinica, mas casos agudos podem resultar em mastite gangrenosa e morte do
animal. Devido a sua grande capacidade de invasao, S. aureus se instala em partes

mais profundas da glandula mamaria,e geralmente ha formacao de tecido fibroso no
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foco da infeccdo, o que impede ou dificulta o acesso dos antimicrobianos as
bactérias. Isto ajuda a explicar o fato de que infeccdes causadas por S. aureus sao
de longa duracéo, tendem a cronicidade e tém baixa taxa de cura espontanea ou
mesmo com o0 uso de antibidticos. As dificuldades para controle de S.
aureus ocorrem em razado de falhas na deteccdo de todos os animais infectados,
uma vez que a mastite subclinica ndo mostra altera¢des na glandula maméria e nem
no aspecto do leite. Além disso, a resisténcia do agente aos antimicrobianos dificulta
o tratamento (SANTOS e FONSECA, 2006).

Staphylococcus aureus também possui grande importancia por causar
patologias com quadros clinicos variados em uma gama de hospedeiros, como
mastite em bovinos e ovinos, lesdes supurativas em suinos, botriomicose, artrites e
mastites em equinos, piodermites, infec¢des urinarias e disco espondilites em cées,
lesGes de pele e artrites em aves. Em humanos pode causar infec¢cdes brandas de
pele, tecidos moles e trato urinario e ainda, patologias mais graves, como sindrome
da pele escaldada, gastroenterite, endocardite, meningite, pneumonia, osteomielite,
sindrome do choque toxico e septicemia (MCVEY et al. 2016).

Dentro deste mesmo contexto, existe ainda uma preocupacao crescente
relacionada com o aumento da resisténcia das bactérias aos antimicrobianos usados
na terapéutica. A combinacdo do uso indiscriminado dos primeiros antimicrobianos
ao longo de décadas, e a capacidade de S. aureus se tornar resistente a eles,
provocou surgimento de cepas resistentes a penicilina durante a década de 50.
Como consequéncia, o tratamento de S. aureus com penicilina foi largamente
substituido pela meticilina. Em 1961, foi descoberto o primeiro caso de S. aureus
resistente a esta droga, e a bactéria foi denominada MRSA (Staphylococcus aureus
resistente a meticilina). Atualmente, este nome histdérico permanece para o grupo de
cepas de S. aureus que mostrou resisténcia sequencial ao grupo de antimicrobianos
baseados na penicilina, e que continua desenvolvendo resisténcia multipla contra
uma lista crescente de antimicrobianos da classe dos B-lactamicos, incluindo
oxacilina, cefalosporinas e carbapenens (CDC, 2017). A efichcia do uso de
antimicrobianos tem sido comprometida pelo aparecimento de agentes patogénicos
resistentes, e a historia da MRSA tém grande importancia na etiologia das doencas,
tanto para o ser humano, quanto para os animais (OLIVER e MURINDA, 2012).

Disseminacdo e aumento do numero de cepas de MRSA tem sido uma
preocupacdo dos 6rgaos responsaveis pela saude publica. Manter o controle sob
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MRSA envolve também a participacdo do setor de producdo de leite uma vez que o
agente pode ser transmitido através dele para a populacdo humana. Elaboracéo de
estratégias efetivas para monitoramento, profilaxia e tratamento, principalmente a
respeito do uso sensato de antimicrobianos é de suma importancia (FITZGERALD,
2012).

Estudos realizados no Brasil para avaliar a susceptibilidade de patdégenos
causadores de mastite bovina aos antimicrobianos tém mostrado um crescente
aumento da resisténcia, principalmente quando o agente envolvido € S. aureus
(SILVA et al. 2012). Deve-se levar em consideracdo o fato de que a mastite € a
principal causa do uso de antimicrobianos na pecuaria leiteira, tanto para tratamento
como para prevencéao da doenca (RUEGG, 2009).

No Brasil a avaliacdo da suscetibilidade antimicrobiana tem sido realizada
rotineiramente pela técnica de difusdo de disco, segundo a recomendacdo do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), cujos critérios de interpretacéo da
medida do halo de inibicAo que determinam a resisténcia ou sensibilidade séo
baseados em cepas padrdo ATCC (American Type Culture Collection) (CLSI, 2017).

A susceptibilidade a antimicrobianos também pode ser avaliada pela
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), método quantitativo que
permite determinar a dose adequada do antimicrobiano para inibicdo bacteriana
(WINN, JR et al., 2010). Esta técnica permite o uso de amostras clinicas, isoladas de
animais com mastite, para a determinagcdo da concentracdo minima dos
antimicrobianos a ser alcancada no Ubere, possibilitando refinamento de estratégias
de tratamento. Conhecer a susceptibilidade do agente aos antimicrobianos é
importante para que ndo haja utilizacdo indiscriminada e errbnea destes farmacos, o
gue favorece cada vez mais a ocorréncia de resisténcia do micro-organismo as
drogas utilizadas na terapéutica (BRITO et al., 2001).

Diante da importancia de S. aureus na mastite bovina e sua relevancia em
salude publica, este estudo teve como objetivo pesquisar a ocorréncia de mastite
bovina causada por S. aureus em oito propriedades leiteiras do estado de Mato
Grosso do Sul, determinando a frequéncia do micro-organismo e seu perfil de

resisténcia, por meio de provas bioguimicas e moleculares.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Verificar a presenca de Staphylococcus aureus isolados do leite de vacas
com mastite clinica ou subclinica, oriundo de propriedades localizadas em Mato

Grosso do Sul, e caracterizar o seu perfil de resisténcia antimicrobiana.

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar a frequéncia de S. aureus isolados no leite de bovinos com

mastite na regido estudada.

e Determinar o perfil de resisténcia antimicrobiana de S. aureus isolados de

leite de bovinos com mastite pelo teste disco-difuséo.

e Detectar a presenca do gene de resisténcia mecA nos isolados de S. aureus

avaliados.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Mastite Bovina

Mastite bovina é a inflamacdo da glandula mamaria, podendo ser de origem
traumatica, alérgica, metabdlica e infecciosa. A mastite infecciosa é a mais
importante, por ser mais frequente e causar prejuizos consideraveis para o produtor
e para a industria leiteira, afetando a producdo e a qualidade do leite em rebanhos
comerciais, além de reduzir o rendimento industrial dos derivados lacteos. A mastite
também tem aspecto importante na saude humana, por veicular pelo leite e
derivados patdgenos que podem causar zoonoses, além de enterotoxinas que
oferecem riscos ao consumidor (GUIMARAES e LANGONI, 2009).

A doengca é classificada como mastite clinica ou subclinica. Na sua
apresentacao clinica é facilmente diagnosticada pelas alteragdes macroscoépicas do

Ubere e/ou do leite, como a presenca de edema no quarto mamario, endurecimento
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do teto, dor a palpacéo, aumento da temperatura, vermelhiddo e em alguns casos a
presenca de coagulos, pus e sangue no leite. Nos quadros mais severos, o animal
apresenta febre, perda de apetite, emagrecimento desidratacdo e septicemia, que
pode evoluir para morte (FREITAS et al., 2005).

Entretanto, na forma subclinica, alteragbes no leite e no Ubere ndo sédo
perceptiveis visualmente e o diagndstico deve ser feito com a utilizacdo do California
Mastitis Test (CMT) e/ou contagem de células somaticas como exames de triagem, e
confirmacdo com exame de cultura e isolamento do agente presente no leite
(SCHALM e NOORLANDER, 1957).

3.2 Staphyococcus aureus

Alexander Ogston, cirurgido escocés, em 1880 descobriu a causa do pus,
observando microscopicamente grupos de organismos redondos isolados de pus de
pacientes pos-cirurgias, e inoculando e cultivando estas bactérias em ovos de
galinha (OGSTON, 1881). Ogston n&o foi a primeira pessoa a descrever “micrococci’
(da palavra grega “kokkos”, que significa frutinha), que em forma de corrente tinha
sido designado de “Streptococci” por Billroth (1874). In 1882, Ogston deu o nome de
"staphylococci,” para a massa de bactérias, da palavra Grega “staphyle”, que
significa massa de uvas (OGSTON, 1882). Em 1884, Anton J. Rosenbach, um
cirurgido aleméo, isolou duas cepas de Staphylococcus, nomeando-as pela
pigmentacdo das colénias: Staphylococcus aureus, do latim aurum para dourado, e
Staphylococcus albus (atualmente epidermidis), da palavra em latim albus para
branco (ROSENBACH, 1884).

Staphylococcus aureus sdo cocos Gram-positivos, medindo aproximadamente
0,5 a 1,5 pm de diametro, imoveis, ndo formadores de esporos e anaerdbios
facultativos. Apresentam-se, microscopicamente, isolados ou aglomerados em forma
de “cachos de uva” e podem causar diversas doengas ao ser humano e aos animais,
cuja severidade ira variar de acordo com as caracteristicas de viruléncia da bactéria
e 0 hospedeiro envolvido (WINN Jr et al., 2010). Embora seja classificado como
patdogeno oportunista, S. aureus tem um amplo repertorio de infecgcdes possiveis.
Normalmente, € um colonizador transitério de pele ou da mucosa de humanos e de

animais, podendo causar doenca quando ocorre lesdo da pele ou comprometimento
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do sistema imunolégico do hospedeiro. S. aureus € onipresente no ambiente,
podendo ser encontrado em um ter¢o das pessoas ao redor do mundo. O processo
da doenca tem dois possiveis mecanismos conhecidos: producdo de toxinas e
colonizacdo que causa invasdo e destruicao tecidual. Esta bactéria produz muitos
fatores de viruléncia, como enzimas coagulase e termonuclease, e toxinas como as
hemoliticas (hemolisinas), as enterotoxinas, entre outros, causando graves infec¢cdes
ao acessar uma porta de entrada do hospedeiro. Pelo fato de S. aureus estar se
tornando resistente a muitos agentes antimicrobianos, as infeccbes causadas por
esta bactéria estdo se tornando cada vez mais perigosas, principalmente em
ambiente hospitalar (REYGAERT, 2013).

3.3 Fatores de viruléncia de Staphylococcus aureus

A capacidade de S.aureus causar infeccdes esta relacionada a expressao de
varios fatores de viruléncia como proteinas de superficie, biofilmes, exoenzimas,
exotoxinas e toxinas esfoliativas.Todos esses fatores permitem a adeséo da bactéria
aos tecidos do hospedeiro e evasado do sistema imunoldgico causando infeccdes e
efeitos téxicos. S. aureus tem pelo menos 25 diferentes toxinas, 15 componentes de
superficie reconhecidos como moléculas de adesédo, 20 moléculas de evasdo do
sistema imune e varios outros fatores de viruléncia conhecidos (FLUIT, 2012;
COSTA et al.,2013; EL ABA et al., 2016).

A coagulase é uma enzima que converte o fibrinogénio em fibrina,
provocando a deposicéo dessa fibrina em torno do microorganismo e dificultando a
fagocitose celular. E apontada como a primeira linha de defesa do S. aureus e indica
potencial de viruléncia por proteger as células da fagocitose ((MARTINEZ et al.,
2001; SANDEL e McKILLIP, 2004).

Isolados de S. aureus também secretam hemolisinas (alfa, beta, gama e
delta). As hemolisinas alfa e beta induzem mudancas pro-inflamatdrias nas células,
que inativam o sistema imune por efeito citotoxico direto, resultando na degradacéo
dos tecidos (NAGASE et al., 2002).

Sendo assim, diversos fatores de viruléncia estdo presentes nas infeccbes
estafilococicas, porém a intoxicacdo alimentar depende apenas da producdo de
enterotoxinas (SEs) (LE LOIR et al., 2003). As enterotoxinas classicas sao divididas
em cinco tipos sorolégicos (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) baseado na
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antigenicidade das mesmas. Staphylococcus aureus produtores de enterotoxinas
representam os principais agentes de intoxicagdo alimentar para 0s humanos,
principalmente por produzirem enterotoxinas resistentes a inativacdo pelas
proteases gastrointestinais tais como pepsina, além de apresentarem
termorresisténcia. Como exemplo, a enterotoxina A mantém sua atividade biologica
apos 28 minutos a 121°C. Portanto, embora a bactéria seja destruida pelo calor, as
toxinas permanecem em alimentos cozidos (JARRAUD et al, 2001; ORWIN et al,
2001)

3.4 Resisténcia a antimicrobianos

Uma preocupacado crescente esta relacionada com o aumento da resisténcia
de bactérias aos antimicrobianos usados na terapéutica, sendo Staphylococcus
aureus o principal micro-organismo investigado nos estudos de susceptibilidade a
antimicrobianos (MALINOWSKI et al. 2002). Hoje a atividade de producdo animal
tem sido considerada como um dos fatores que contribuem para o evento da
resisténcia. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera fontes de S. aureus
no setor animal com potencial de causar infeccbes na populacdo humana e
classificam os antimicrobianos de acordo com sua importancia indicando quais
devem ser reservados para uso exclusivo na populagdo humana e quais devem ser
utilizados na area veterinaria, citando as bactérias implicadas na transmissao entre
animais e humanos (AGISAR, 2011).

O aumento da densidade populacional nos lotes e rebanhos requer o
emprego de antimicrobianos na profilaxia ou controle de infec¢des, que por sua vez
tem levado a selecdo de linhagens bacterianas mais resistentes, por pressédo de
selecdo (SANTOS, 2013).

A mastite é a principal causa do uso de antimicrobianos, na pecuaria leiteira,
tanto para tratamento como para prevencgdo da doenca (RUEGG, 2009). A eficicia
do uso desses antimicrobianos pode estar comprometida pelo aparecimento de
agentes patogénicos resistentes a eles e que tém grande importancia na etiologia da
doenca, tais como S. aureus. (OLIVER e MURINDA, 2012). A ampla utilizacdo de
antimicrobianos a partir de 1950, fez com que houvesse o aparecimento da
resisténcia. O uso indiscriminado dos principios quimicos, a utilizacdo de dosagens

erradas, ou tempo inadequado de tratamento, sdo alguns dos fatores que
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provocaram a selecdo de cepas resistentes, conferindo ao micro-organismo a
capacidade de resistir a acdo das drogas, seja por mutacbes espontdneas ou
mediacao por plasmideos (LOWY, 2003).

Staphylococcus aureus € um dos micro-organismos nos quais mais se
observa resisténcia a antimicrobianos e com uma preocupante rapidez. No inicio da
década de 40, apds alguns anos da introducdo da penicilina no tratamento de
infeccbes causadas por este micro-organismo, surgiram cepas resistentes a droga
que eram capazes de produzir betalactamases, anteriormente denominadas de
penicilinases. Estima-se que aproximadamente 80% de todos isolados de S. aureus
sejam penicilina-resistentes (DEURENBERG, 2007). Outros antimicrobianos J-
lactamicos foram desenvolvidos como meticilina e oxacilina. Poucos anos depois da
descoberta da meticilina, cepas de S. aureus resistentes a ela foram observadas e
denominadas de MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina). A meticilina
foi retirada do mercado, mas o termo MRSA permanece atualmente pela sua
relevancia histérica para descrever o fendbmeno de resisténcia ao grupo de B-
lactdmicos (SANTOS et al., 2007; GOTO, 2009).

Algumas drogas usadas em combinagcdo aos p-lactdmicos, como
amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina/sulbactam e piperacilina/tazobactam, tém
capacidade de inibir a acdo das pB-lactamases e destruir o0 micro-organismo, mas isto
nao soluciona por completo o problema da resisténcia (MAITI, 1998; GREENWOOD,
2008). Existem quatro mecanismos gerais de resisténcia das bactérias a acao dos
antimicrobianos: entrada limitada da droga por diminuicdo da permeabilidade da
parede celular do patégeno, modificacdo do sitio de acdo da droga devido a
mudanca estrutural do alvo, inativacdo da droga por enzimas produzidas pelo
patdogeno e bomba de efluxo da droga. Embora exista uma grande variedade de
mecanismos de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos, um dos mecanismos mais
importantes é a producao de B-lactamases, que sdo enzimas capazes de hidrolizar o
anel p-lactamico de penicilinas, cefalosporinas e outros antimicrobianos
relacionados, tornando-os inativos (ZYGMUNT et al., 1992).

O mecanismo de resisténcia a meticilina esta relacionado a presenca de uma
proteina, denominada PBP2a, resultante de um gene cromossdmico, denominado
mecA que caracteriza MRSA. A PBP2a substitui a PBP (penicillin binding protein),

enzima envolvida na construgédo da parede celular, isso acarreta em menor afinidade
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de ligacdo do antimicrobiano ao patégeno, permitindo o seu desenvolvimento (LIM e
STRYNADKA, 2002). O gene mecA nao é encontrado exclusivamente em MRSA,
sendo possivel estar presente em outras bactérias, inclusive Staphylococcus
coagulase negativo. O gene mecA também pode ser transferido horizontalmente de
uma espécie de bactéria para outra. A possibilidade de compartilhamento horizontal
de material genético entre bactérias deu a Barbara McClintock (McCLINTOCK,1950)
o Prémio Nobel de Medicina em 1983. Este mecanismo, denominado de “Elementos
Moveis Genéticos” foi apontado como importante na transmissdao de MRSA
(FITZGERALD et al., 2012)..

Em poucas décadas o MRSA tornou-se um problema para os hospitais, sendo
um desafio diario aos profissionais de saude. Hoje em dia esta comprovado que
individuos na comunidade, fora de ambiente hospitalar, também podem adquirir este
patogeno. Nestes individuos, MRSA é denominado de CA-MRSA (Staphylococcus
aureus meticilina resistente associada a comunidade) e sdo encontrados entre
pessoas saudaveis, sendo cada vez mais frequentes infec¢bes entre grupos de
pessoas que praticam esportes de contato, em escolas, ou que tem condi¢bes
sanitarias precarias. Estima-se que uma a cada trés pessoas tem S. aureus presente
na pele, e que aproximadamente 2% da populacdo tém CA-MRSA. Cepas
encontradas em hospitais ou outros setores de saude sdo denominados de HA-
MRSA (Staphylococcus aureus meticilina resistente hospitalar), sendo mais comuns
entre pacientes com sistema imunolégico comprometido, adquiridos principalmente
durante procedimentos invasivos, como cirurgias, € que podem causar infeccoes
mais graves que afetam tecidos moles, 0ssos, articulacdes, corrente sanguinea,
coracado e/ou pulméo. Portanto, estas cepas associadas a comunidade ou adquiridas
na comunidade, denominadas CA-MRSA, n&o estdo epidemiologicamente
relacionadas as HA-MRSA adquiridas em hospitais, pois sao classificados de acordo
com o ambiente em que sao prevalentes. (LOPES, 2005; GELATTI et al., 2009).
Segundo Drago (2007), MRSA foi o agente responsavel por mais de 50% dos casos
clinicos de doencas causadas por S. aureus nos Estados Unidos.

Atualmente, sabe-se que existem cepas tipicamente encontradas entre
populacdes de animais de produgédo, denominados de LA-MRSA (Staphylococcus
aureus resistente a meticilina associado a animais de producdo - “Livestock”).
Transmissdo entre animais e humanos tem sido registrada, inclusive entre vacas
leiteiras e funcionarios das fazendas (JUHASZ-KASZANYITZKY et al., 2007).
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Estudos realizados evidenciam que as cepas CA-MRSA na populagdao humana sao
de origem animal. Sabe-se que a cepa epidémica CA-MRSA (CC97), hoje presente
na populagdo humana em quatro continentes, dentro do estudo gendmico da S.
aureus, foi identificada como de origem bovina (SPOOR et al., 2013). Os autores
concluiram que existem perigos evidentes da transmissdo de MRSA entre a
populacdo humana e a bovina. CA-MRSA (CC97) é uma das cepas do grupo
atualmente presente no Brasil (SCHUENCK et al., 2009). Também ja foi relatada a
presenca de MRSA em animais de companhia (cées) e no leite de vacas portadoras
de mastite subclinica, inclusive no Brasil (SILVA et al.,, 2014). Esses estudos
mostram a importancia do diagndstico de animais que apresentam mastite,
principalmente os portadores da forma subclinica da doenca.

Educacao do setor de producao leiteira sobre boas préaticas de manejo, para
evitar transmissao na interface animal-homem e homem-animal, deteccdo precoce
para que seu produto ndo seja consumido, e desenvolvimento de estratégias para
tratamento de mastites com cuidados apropriados, sdo pontos fundamentais para o
controle da transmissdo do agente. Identificacdo de MRSA no rebanho bovino
implica em questbes de salde publica, sendo importante a participacdo e
cooperacdo em programas internacionais de monitoramento de MRSA, para ter
acesso a estratégias e medidas de controle mais coerentes (SCHUENCK et al.,
2009).
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Resumo: O objetivo deste trabalho foi caracterizar o perfil de resisténcia
antimicrobiana e deteccdo do gene mecA de Staphylococcus aureus isolados em
amostras de leite de vacas com mastite clinica ou subclinica, oriundas de oito
propriedades leiteiras de Mato Grosso do Sul. Foram obtidas 237 amostras, das quais 61
(25,73%) apresentaram crescimento de S. aureus. A avaliagdo da suscetibilidade aos
antimicrobianos foi realizada pelo teste de difusdo em disco e os antimicrobianos mais
eficientes (100% de eficacia) foram amoxicilina + &cido clavulanico, bacitracina,
cefalotina, cefoxitina, enrofloxacina, gentamicina, marbofloxacina, norfloxacina e
vancomicina, seguidos por azitromicina, doxiciclina e oxacilina com 98,36% de

sensibilidade, neomicina (96,72%), eritromicina (93,45%) e tetraciclina (90,16%). Foi

observada maior resisténcia a alguns antimicrobianos [3-lactamicos como amoxicilina



30

(26,23%), penicilina G (23,95%) e ampicilina (22,95%). Anélise molecular realizada
pela técnica de PCR identificou o gene mecA associado a resisténcia de S. aureus a
meticilina em um isolado de S. aureus (1/61) que corresponde a 1,64%. Os resultados
do presente estudo evidenciam a presenca S. aureus como agente etioldgico de mastite
bovina mais prevalente nestas propriedades leiteiras de Mato Grosso do Sul. A
suscetibilidade destes isolados a diversos antimicrobianos testados in vitro é um fator
positivo que favorece o controle da doenca quando detectada, mas a presenca de isolado
portador do gene mecA merece maior atencdo para ndo se propagar nos rebanhos

leiteiros e promover risco para a satde publica.

Palavras-chave: Leite, mecA, MRSA, antimicrobiano.

Abstract: The aim of this study was to characterize the antimicrobial resistance profile
and to detect the mecA gene of Staphylococcus aureus in milk samples from cows with
clinical or subclinical mastitis collected from eight dairy farms within the state of Mato
Grosso do Sul (MS), Brazil. A total of 237 samples were obtained, of which 61
(25.73%) presented growth of Staphylococcus aureus. Antimicrobial resistance testing
employed the disk diffusion agar method. The most efficient antimicrobials tested
included: amoxicillin + clavulanic acid, bacitracin, cephalexin, cephalotin, enrofloxacin,
gentamycin, marbofloxacin, norfloxacin and vancomycin, all with 100% efficacy,
followed by azithromycin, doxycycline and oxacillin with 98.36%, neomycin with
96.72 %, Erythromycin with 93.45% and tetracycline with 90.16%. S. aureus isolates
were resistant to several P-lactam antimicrobials, including amoxicillin (26.23%),
penicillin G (23.95%) and ampicillin (22.95%). PCR analysis identified the mecA gene
in 1.64% (1/61) of the samples. The results of the present study identify the presence of
S. aureus as an etiological agent in bovine mastitis cases in dairy farms in MS, Brazil.
The susceptibility of these isolates to several antimicrobials tested in vitro is a favorable
outcome, facilitating control of the disease when detected, however the presence of the
mecA gene indicates a need for caution, in order to avoid dissemination amongst dairy

herds and a risk to public health.

Key words: Milk, mecA, MRSA, antimicrobial.
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Introducéo

A mastite causada por Staphylococcus aureus caracteriza-se como a de maior
ocorréncia e importancia nos rebanhos mundiais (Fagundes e Oliveira, 2004; Sampimon
et al., 2009) estando frequentemente associada a forma subclinica (Adesiyun et al.,
1998; Werckenthin et al., 2001; Chagas et al., 2012), podendo potencialmente
contaminar o leite e outros produtos lacteos, representando um risco para a salde
publica (Adesiyun et al., 1998; Capurro et al., 1999). As infeccbes por S. aureus
também sdo agravadas pela capacidade do micro-organismo de adquirir resisténcia a
diversas drogas antimicrobianas (Werckenthin et al., 2001; Santos et al., 2007; Ganesh
et al., 2011), sendo o principal micro-organismo envolvido nos estudos de resisténcia
em casos de mastites em gado leiteiro (Malinowski et al., 2002). A producdo de B-
lactamases e a modificacdo das proteinas ligantes de penicilina (PBP’s), codificadas
pelo gene mecA que caracteriza Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),
representam alguns dos mecanismos de resisténcia descritos, sendo os principais em
relacdo as drogas p-lactamicas. Além da resisténcia, S. aureus pode produzir diversas
toxinas e proteinas extracelulares que contribuem para a viruléncia do micro-organismo,
como exemplo coagulase, termonuclease, hemolisinas e enterotoxinas (Winn, Jr. et al.,
2010).

Staphylococcus aureus com resisténcia a antimicrobianos representam um
problema mundial, sendo necessario o conhecimento de sua distribuicdo em diferentes
espacos geogréaficos. A associacdo de métodos genotipicos e fenotipicos permite um
diagnostico mais preciso dos diferentes isolados de S. aureus, possibilitando a
implementacao de melhores estratégias de controle contra o agente. Portanto, o presente
trabalho teve como objetivo pesquisar a ocorréncia S.aureus no leite de bovinos com
mastite clinica e subclinica em propriedades de Mato Grosso do Sul, caracterizando o
perfil de resisténcia antimicrobiana in vitro e detec¢do do gene mecA, por meio de testes

microbioldgicos e moleculares.
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Material e Métodos

Amostras

Por conveniéncia foram obtidas 237 amostras de leite cru de vacas com mastite
clinica ou subclinica, apos realizacdo de California Mastitis Test (CMT) conforme
Schalm e Noorlander, (1957), durante os meses de julho de 2016 a margo de 2017.
Estas amostras foram oriundas de oito propriedades leiteiras de Mato Grosso do Sul,
localizadas nos municipios de Aquidauana, Campo Grande, Jaraguari e Nova Alvorada
do Sul. As amostras foram coletadas em tubos estéreis (aproximadamente 10 mL), apds
higienizacdo do 6stio papilar com alcool etilico 70% e desprezo dos primeiros jatos de
leite. As propriedades possuiam tempo de atividade leiteira entre 5 e 10 anos, sistema de
ordenha mecanizada, realizavam CMT e em casos confirmados de mastite faziam uso
de antimicrobianos como amoxicilina com &cido clavulanico, bacitracina, cefalosporina,
ciprofloxacina, cloxacilina e gentamicina.

As amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas sob refrigeracdo e
enviadas ao Laboratério de Bacteriologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FAMEZ) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), sendo
processadas em menos de 24 h ou mantidas congeladas se o tempo de processamento
fosse superior a 24 h.

Isolamento microbioldgico e identificacdo de S. aureus

Os procedimentos de isolamento e identificacdo de S. aureus e de outros micro-
organismos foram executados conforme descrito por Winn Jr, et al. (2010). O cultivo
primario foi realizado em &gar infusdo de cérebro e coracdo (BHI) a 37°C por até 72
horas. As amostras que apresentaram crescimento negativo ou até dois patdgenos
isolados foram consideradas para o estudo por serem provenientes de vacas com mastite
confirmada. Apos crescimento, realizou-se a analise morfotintorial pela coloragdo de
Gram (Carter, 1988) e as colonias identificadas como cocos Gram-positivos, dispostos
em grupos irregulares, foram submetidas ao teste de catalase, coagulase, prova da
fermentagdo do manitol a 7,5% de NaCl. Teste de hemdlise foi realizado em agar
sangue, contendo 5% de sangue desfibrinado de ovino, conforme recomendagfes do

National Mastitis Council-NMC (2004). Os isolados que apresentaram resultados
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positivos para todos esses testes foram classificados como S. aureus e foram
conservados em caldo BHI, adicionados de 20% de glicerol e estocados a -20°C.

Sensibilidade a antimicrobianos

Os testes de sensibilidade antimicrobiana in vitro dos isolados de S. aureus
foram realizados utilizando-se a técnica de difusdo em agar Mueller Hinton segundo
Bauer et al. (1966), na qual foram testados 0s seguintes antimicrobianos: azitromicina
(15 mcg), amoxicilina (10 mcg), amoxicilina + acido clavulanico (30 mcg), ampicilina
(10 mcg), bacitracina (10 Ul), cefalotina (30 mcg), cefoxitina (30 mcg), doxicilina (30
mcg), eritromicina (15 mcg), enrofloxacina (5 mcg), gentamicina (10 mcg),
marbofloxacina (5 mcg), neomicina (30 mcg), norfloxacina (10 mcg), oxacilina (1
mcg), penicilina (10 Ul), tetraciclina (30 mcg) e vancomicina (30 mcg). Amostra ATCC

25923 foi utilizada como controle positivo.

Avaliacdo molecular

Para a extracdo de DNA foi utilizado o protocolo descrito por Aradjo et al.
(2009) com adaptagdes. Uma coldnia do isolado de S. aureus foi repicada e crescida em
microtubo com caldo BHI durante 48 horas a 37°C de incubac¢do. O microtubo foi
centrifugado (10.000xg por 5 minutos) e o sobrenadante descartado. O sedimento foi
ressuspenso em 500 puL de SDS 20% (Dodecil sulfato de sédio), homogeneizado em
vortex e encubando a 65°C por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 400 uL de
cloroférmio e novamente agitado em vortex e posterior adi¢do de 300uL de solugdo de
precipitacio de proteinas (Acetato de potassio 5M, Acido acético glacial 11%). Os
microtubos foram centrifugados (10000 xg por 10 minutos) e o sobrenadante transferido
para outro microtubo com capacidade para 1,5 mL. Foi adicionado entdo 1 mL de etanol
100% para precipitacdo do DNA. Apds outra etapa de centrifugacdo (10000 xg por 5
minutos), o sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com 1 mL de etanol 70%.
Apo6s mais uma etapa de centrifugacdo (10000 xg por 2 minutos), o sedimento foi
submetido a secagem em temperatura ambiente. Apds este periodo foram adicionados
100 pL de agua ultrapura (nuclease free) para diluicdo do DNA em 300 uL de tampao
TE1x (10 mM Tris-HCI e 1 mM EDTA - pH 8.0). A quantidade e integridade dos
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DNAs extraidos foram avaliados por meio de espectrofotometria (BioPhotometer Plus;
Eppendorf ©) e eletroforese em gel de agarose (1%), respectivamente.

A deteccdo do gene mecA foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), de acordo com Lee, (2003), As reacdes foram realizadas em volume final de
25l nas seguintes condigdes: H,O (q.s.p 25 ul), tampdo 10X (10 mM tris-HCL, pH 8.3,
50 uM KCI), MgCl; (1,5 mM), dNTP (0,2 mM), Primer (10 pMol de cada), Tag DNA
polimerase (1,25 U), aproximadamente 100 ng de DNA. As sequéncias dos primers
utilizados foram mecA-F: 5> AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC 3’ e mecA-R: 5’
AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC 3°. A termociclagem ocorreu em 40 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por um minuto. Uma etapa adicional de
extensdo foi realizada a 72° por 5 minutos.

Os produtos de amplificacdo com 533 pb (pares de base) foram visualizados sob
luz ultravioleta apds eletroforese em gel de agarose (1,5%) corado com GelRed
(Biotium) de acordo com as instrucGes do fabricante. Foi utilizado marcador de pares de
base de 50pb (Ludwig Biotec) para mensuracdo dos fragmentos amplificados. Como
controle positivo foi utilizado DNA de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) cedido
pelo Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e agua

nuclease-free como controle negativo.

Resultados e Discusséo

Foram analisadas 237 amostras de leite de vacas com mastite clinica e subclinica
e verificou-se que 136 (57,38%) foram positivas ao exame microbioldgico e 101
(42,62%) foram negativas. Os resultados positivos no exame clinico ou CMT, mas
negativos no exame microbioldgico podem indicar uso de antimicrobianos pouco tempo
antes da analise ser realizada, interferindo no crescimento do patdégeno, ou ainda um
processo inflamatério de etiologia ndo bacteriana, como também sugere Freitas et al.
(2005).

Os microrganismos isolados das 237 amostras de leite de vaca com mastite
encontram-se na Tabela 1, na qual os agentes mais prevalentes foram Staphylococcus
aureus, Streptococcus  spp., e  Staphylococcus  coagulase negativa.
Staphylococcus aureus como principal patégeno isolado estad de acordo com os achados

de Brito et al. (1999) que encontraram S. aureus com maior prevaléncia nas infeccdes
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da glandula maméria dos rebanhos na zona da Mata e Campo das Vertentes do Estado
de Minas Gerais. Somente em uma das oito propriedades néo foi isolado S. aureus.

Tabela 1 -  Micro-organismos isolados de leite de vacas com
mastite em oito propriedades leiteiras de Mato Grosso do Sul.
Micro-organismos N.° absoluto
Staphylococcus aureus 61
Streptococcus spp. 31
Staphylococcus coagulase negativa 26
Micrococcus spp. 22
Corynebacterium spp. 10
Outros 8

Neste estudo, S. aureus foi isolado em 25,73% (61/237) das amostras de leite de
vacas com mastite clinica e subclinica analisadas. Estes resultados séo superiores aos
observados por Brabes et al. (1999) em fazendas leiteiras dos estados de Sao Paulo e
Minas Gerais, onde a ocorréncia de S. aureus no leite de vacas com mastite foi de
aproximadamente 10,40% e também superior aos achados de Fagundes et al. (2010),
nas cidades de Sdo Carlos e Ribeirdo Preto, que encontraram 7,3% de ocorréncia de S.
aureus nas vacas com mastite subclinica.

Sabe-se que as frequéncias de mastite por S. aureus variam de acordo com a
regido, manejo dos animais, condi¢des de higiene durante a ordenha e outros fatores
(Jayarao et al., 2004; Zecconi et al., 2000) . Além disso, altas prevaléncias normalmente
estdo associadas com as mas condi¢des de higiene do ordenhador, dos tetos e Uberes das
vacas (Oliveira et al.,, 2009). Embora no presente estudo 0s proprietarios tenham
alegado conhecimento e uso de medidas preventivas antes, durante e apos a ordenha,
com corriqueiro diagnostico dos casos subclinicos via CMT, ainda assim, de um modo
geral, assume-se gque nos rebanhos avaliados as medidas ndo tém se mostrado eficientes
no controle da mastite bovina causada por S. aureus, quando comparados aos estados de
Minas Gerais e S8o Paulo. Estes estados possuem maior tradi¢cdo na producdo leiteira,
tecnologia, experiéncia e mdo de obra qualificada, ja a maioria das propriedades
analisadas no presente estudo possui aproximadamente 10 anos de atividade.

As caracteristicas fenotipicas de identificacdo e genotipica dos S. aureus

isolados estdo relatadas na tabela 2. Staphylococcus aureus séo toxigénicos e causam
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hemdlise em &gar sangue, sendo a producdo de hemolisina considerada fator de
viruléncia por favorecer a permanéncia do agente na glandula maméria do animal
(Lahouassa et al., 2007). Por tratar-se de uma toxina citolitica, a producdo da mesma
estd associada as alteracdes patoldgicas observadas durante o curso de infeccOes
estafilococicas, tais como a formacdo de abscessos, lesbes hemorragicas e necrdticas
(Dinges et al., 2000; Burnside et al., 2010).

Tabela 2 — Caracteristicas fenotipicas e genotipicas de 61 Staphylococcus aureus
isolados de leite de vacas com mastite em oito propriedades leiteiras de Mato Grosso
do Sul.

Caracteristicas Reac0es positivas
Catalase 61
Coagulase 61
Hemolise 61
Fermentacdo do Manitol 61
Gene mecA 1

O perfil de suscetibilidade antimicrobiana de 61 amostras de S. aureus
analisados encontra-se na tabela 3. A avaliagdo da suscetibilidade aos antimicrobianos
realizada pelo teste de disco-difusdo revelou que os antimicrobianos mais eficientes
(100% de eficacia) foram amoxicilina + acido clavulanico, bacitracina, cefalotina,
cefoxitina, enrofloxacina, gentamicina, marbofloxacina, norfloxacina e vancomicina,
seguidos por azitromicina, doxiciclina e oxacilina com 98,36% de sensibilidade,
neomicina (96,72%), eritromicina (93,45%) e tetraciclina (90,16%). Os maiores indices
de resisténcia foram observados em alguns antimicrobianos p-lactamicos, como
amoxicilina (26,23%), ampicilina (22,95%) e penicilina G (23,95%).

Diversos estudos sobre a sensibilidade antimicrobiana realizados em varias
regidbes do Brasil demonstram um aumento crescente no padrdo de resisténcia,
principalmente para S. aureus (Brito et al., 2001; Silva et al., 2012), uma vez que 0 uso
inadequado de antimicrobianos, como a aplicacdo em subdosagens e periodo
insuficiente de tratamento dos animais, pode gerar o surgimento de isolados resistentes

e comprometer a eficiéncia dos mesmos (Fontana et al., 2010).
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Tabela 3. Perfil de sensibilidade antimicrobiana de 61 isolados de Staphylococcus aureus
de amostras de leite de vacas com mastite em oito propriedades leiteiras de Mato Grosso
do Sul.

Resistente Intermediario Sensivel

Antimicrobiano n° % n° % n° %
Amoxicilina+Ac. Clavulanico 0 0 0 0 61 100
Bacitracina 0 0 0 0 61 100
Cefalotina 0 0 0 0 61 100
Cefoxitina 0 0 0 0 61 100
Enrofloxacina 0 0 0 0 61 100
Gentamicina 0 0 0 0 61 100
Marbofloxacina 0 0 0 0 61 100
Norfloxacina 0 0 0 0 61 100
Vancomicina 0 0 0 0 61 100
Azitromicina 1 1,64 0 0 60 98,36
Oxacilina 1 1,64 0 0 60 98,36
Doxicilina 1 1,64 0 0 60 98,36
Neomicina 2 3,28 0 0 59 96,72
Eritromicina 3 491 1 1,64 57 93,45
Tetraciclina 5 8,20 1 1,64 55 90,16
Ampicilina 14 22,95 0 0 47 77,05
Penicilina G 14 22,95 0 0 47 77,05
Amoxicilina 16 26,23 0 0 45 73,77
n° NUmero

% Calculada de acordo com o total de Staphylococcus aureus isolados

Embora a maioria dos antimicrobianos tenha apresentado elevada eficécia, os
indices de resisténcia para amoxicilina, ampicilina e penicilina G nos rebanhos
estudados sdo preocupantes, uma vez que estas pertencem ao grupo de antimicrobianos
beta-lactdmicos e sdo comumente relatados por apresentarem altos indices de resisténcia
(Tavares, 2000; Freitas et al., 2005). Em casos extremos, a resisténcia pode atingir 0s
90%, como ja observados por Fontana et al. (2010) e Silva et al. (2012). Isso
normalmente decorre do uso intensivo desses principios ativos na rotina veterinaria para
o tratamento de infeccOes intramamarias em vacas secas ou lactantes, ou mesmo de
outras patologias de causas infecciosas em rebanhos brasileiros, como ja apontado por
Costa et al. (2013). Apesar de haver uma grande variedade de mecanismos de

resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos, sabe-se que os dois principais sdo a
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producdo de enzimas -lactamases (capazes de hidrolizar o anel B-lactamico, tornando-
0s inativos) e a presenca de PBP2a codificada pelo gene mecA (REYGAERT, 2013).

Dentre os 61 isolados de S. aureus analisados para deteccdo do gene mecA,
apenas 1,64% (1/61) apresentou amplificacdo para o gene, resultado inferior ao
observado por Dias et al. (2011), que encontraram o gene mecA em 11% (18/145) dos
S. aureus de amostras de leite na microrregido de Sete Lagoas, MG. Apesar da baixa
frequéncia, a deteccdo de isolados portadores do gene se torna preocupante, uma vez
que se néo tratados de forma adequada, podem se disseminar pelo rebanho durante o
manejo de ordenha e também passar afetar a satde publica.

Staphylococcus aureus portadores do gene mecA, normalmente possuem uma
resisténcia intrinseca a antimicrobianos pB-lactamicos, devido ao gene mecA codificar a
PBP2a, uma PBP induzida e alterada que promove baixa afinidade de ligacdo com
antimicrobianos B-lactamicos (Ciftic et al., 2009; Winn, Jr. et al., 2010), no entanto o
isolado de S. aureus, em que se amplificou mecA, ndo apresentou resisténcia a nenhum
antimicrobiano. Isto pode ser explicado pelo fato do MRSA possuir um carater
heterogéneo com o nivel de resisténcia variando de acordo com as condicdes de cultivo
e 0s p-lactamicos testados, como sugere Ciftic et al. (2009). Com base nessa
informacdo, a metodologia de cultivo adotada no presente estudo possivelmente nao
proporcionou condigdes adequadas (adicdo de NaCl ao meio, incubagdo prolongada,
incubacdo a baixas temperaturas) para a expressao génica e apresentacdo fenotipica de
resisténcia. Outra possibilidade também apontada por Moussalen et al. (2007) € que o
gene mecA ndo € o unico responsavel para expressdo fenotipica de resisténcia, pois
existem outros fatores envolvidos, tais como a atuagdo reguladora do operon femAB,
sendo essenciais para a expressao da resisténcia a meticilina em Staphylococcus
aureus. O operon femAB codifica proteinas envolvidas na biossintese da parede celular
da bactéria e que influencia o nivel de resisténcia a meticilina, sendo essencial para
expressdo de resisténcia a beta-lactamicos em isolados mecA positivos. Ja a falta do
operon femAB causa a hipersusceptibilidade a meticilina, apesar da presenca da PBP2a
em S. aureus mecA.

Outro fato que pode se observar no presente estudo é que os isolados resistentes
a B-lactimicos ndo possuiam a presenca do gene mecA, nem mesmo o isolado

fenotipicamente resistente a oxacilina. Neste caso assume-se que essa resisténcia se
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deve a outro mecanismo, como possivelmente a producdo de beta-lactamase, codificada
pelo gene blaZ. Esta hipétese também pode ser reforcada pela alta sensibilidade dos
isolados (100%) a amoxicilina + &cido clavulanico observados no presente estudo, que
segundo Williams, (1999) as drogas usadas em combinacdo aos B-lactamicos, como
amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina/sulbactam e piperacilina/tazobactam, tém
capacidade de inibir a acdo das p-lactamases, permitindo a agdo das penicilinas e
destruindo o micro-organismo.

Embora pertencam ao grupo dos -lactamicos, a utilizagdo das cefalosporinas
avaliadas in vitro demonstrou garantir uma resposta eficiente (100%) para resolucéo de
quadros clinicos e subclinicos de mastite nos animais avaliados. Isto porque apesar das
B-lactamases catalisarem a mesma reacdo, existe diversas dessas enzimas e estas sdo
classificadas segundo sua estrutura primaria e caracteristicas funcionais e bioquimicas, e
apresentam diferentes atuagGes. Enzimas classificadas como classe A ou grupo I,
hidrolisam penicilinas e cefalosporinas; classe B ou grupo 11, carbapenémicos; classe C
ou grupo |, cefalosporinas; classe D, penicilinas e cloxacilina; e grupo IV
(penicilinases), penicilinas (Ambler, 1980; Bush et al., 1995). Segundo Lacey, (1984) a
maioria (90%) das cepas de Staphylococcus aureus produz penicilinases, portanto isto
explicaria a ndo atuacdo dessa enzima sob as cefalosporinas testadas, uma vez que ndo
hidrolisa e interfere na eficiéncia dessas drogas.

Apesar da hipotese mais provavel de resisténcia dos B-lactdmicos no presente
estudo ser mediante producdo de B-lactamase, ndo é descartada a possibilidade da
presenca de outros genes que podem induzir a expressao da resisténcia, como gene
homologo mecAgazs1 0u outras classes de PBPs (por exemplo, PBP3 e PBP4), como
também sugere Mendonga et al. (2012), apds observar baixa correlacdo entre a
resisténcia fenotipica observada e a detec¢do dos complexos génicos mecA e blaZ em
Staphylococcus spp. isolados de mastite bovina nas regides Sul-Fluminense e
Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro.

Embora as frequéncias de isolados S. aureus resistentes tenham sido baixas
quando comparados com os achados de outros autores (Fontana et al.,2010; Silva et al.,
2012), os resultados do presente estudo evidenciam a presenca e possibilidade de
disseminacdo desses agentes nos rebanhos leiteiros do Mato Grosso do Sul, incluindo

até isolados portadores do gene mecA, o que se ndo levado em consideragdo pode vir a
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impactar e causar um sério problema no campo e na salde publica. Estratégias devem
ser consideradas para desenvolver um protocolo de diagndstico mais apropriado, a fim
de atender as necessidades da industria, com foco na identificacdo e monitoramento de
MRSA. A conscientizacdo sobre 0 uso sensato de antimicrobianos na producdo animal,
seguindo orientacBes existentes sobre estratégias de profilaxia e tratamento,
considerando as recomendacdes da OMS sobre quais antimicrobianos podem ser
utilizados na producdo animal e quais devem ser reservados somente para uso na
populacdo humana, pode fazer parte de um programa que visa o bem estar do rebanho,

seguranca da satde publica e sustentabilidade da indUstria.

Concluséo

Staphylococcus aureus esta presente como principal agente etiologico de mastite
bovina em propriedades leiteiras em Mato Grosso do Sul, constituindo um risco a satde
publica. A suscetibilidade a diversos antimicrobianos testados in vitro ¢ um fator
positivo que favorece, mas ndo garante, o controle da doenca quando detectada, no
entanto, a presenca de isolado portador do gene mecA, é um problema eminente e
merece maior atencdo para ndo se propagar entre rebanhos e populagdo humana.

Considera-se também importante que outros genes de resisténcia a
antimicrobianos sejam pesquisados, uma vez que 0 gene mecA ndo é o Unico

responsavel pela expressao fenotipica desta caracteristica.
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