/] \UELS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

DIRCEIA APARECIDA DA COSTA CUSTODIO

CARACTERIZACAO MOLECULAR E FENOTIPICA DE
STAPHYLOCOCCUS COAGULASE NEGATIVOS ISOLADOS
DE MASTITE BOVINA

LAVRAS - MG
2019



DIRCEIA APARECIDA DA COSTA CUSTODIO

CARACTERIZACAO MOLECULAR E FENOTIPICA DE STAPHYLOCOCCUS
COAGULASE NEGATIVOS ISOLADOS DE MASTITE BOVINA

Dissertacdo apresentada & Universidade
Federal de Lavras, como parte das exigéncias
do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Veterinarias, area de concentracdo em Sanidade
Animal e Saude Coletiva, para a obtencdo do
titulo de mestre.

Prof. Dr. Geraldo Marcio da Costa
Orientador
Profé. Dr2, Elaine Maria Seles Dorneles
Co-orientadora

LAVRAS - MG
2019



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Geracdo de Ficha Catalografica da Biblioteca
Universitiria da UFLA, com dados informados pelo{a) prdprio(a) autor(a).

Custodio, Dircéia Aparecida da Costa.

Caractenizacio Molecular e Fenotipica de Staphylococcus
coagulase Negativos 1solados de mastite bovina / Dircéia Aparecida
da Costa Custodio. - 2019.

55p il

Orientador(a): Geraldo Marcio da Costa.

Coortentador(z): Elaine Maria Seles Dorneles.

Dissertagdo (mestrado académico) - Universidade Federal de
Lavras, 2019.

Bibliografia.

1. Genes de viruléncia. 2. Infeccdo intramamania. 3. Doenga de
bovinos. I Costa, Geraldo Marcio da. II. Dorneles, Elaine Maria
Seles. ITI. Titulo.




DIRCEIA APARECIDA DA COSTA CUSTODIO

CARACTERIZACAO MOLECULAR E FENOTIPICA DE STAPHYLOCOCCUS
COAGULASE NEGATIVOS ISOLADOS DE MASTITE BOVINA

MOLECULAR AND PHENOTYPICAL CHARACTERIZATION OF COAGULASE
NEGATIVE STAPHYLOCOCCUS ISOLATED FROM BOVINE MASTITIS

Dissertacdo apresentada & Universidade
Federal de Lavras, como parte das exigéncias
do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Veterinarias, area de concentra¢do em Sanidade
Animal e Saude Coletiva, para a obtencdo do
titulo de mestre.

APROVADA em 22 de fevereiro de 2019.

Dr Geraldo Marcio da Costa UFLA
Dr2 Elaine Maria Seles Dorneles UFLA
Dr? Roberta Hilsdorf Piccoli UFLA
Dr2 Glei dos Anjos Carvalho-Castro UNICOR

Prof. Dr. Geraldo Marcio da Costa
Orientador
Prof2. Dr2, Elaine Maria Seles Dorneles
Co-orientadora

LAVRAS - MG
2019



Aos meus filhos Pamela e Luiz Feliphe, pelo amor incondicional, por estarem sempre ao meu
lado.

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Deus, cuja presenca eu sinto todo os dias, como prova maior da minha existéncia.

Ao Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias — UFLA, pela oportunidade
de realizar este curso.

A Fundacio de Amparo & Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG) e & Coordenacio de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela concessdo da bolsa e fomento
ao projeto.

Ao meu orientador Dr. Geraldo Mércio, por tantos ensinamentos transmitidos durante
todo nosso convivio, pela paciéncia e ajuda incondicional durante todas as etapas deste trabalho.

A minha Co-orientadora Elaine Seles Dorneles, pela ajuda e incentivo na execucdo do
trabalho.

A professora Christiane Rocha, por me inserir sem seu grupo de trabalho e me apoiar e
incentivar durante toda a etapa deste trabalho.

A professora Glaucia Frasnelli Mian, pelo apoio e incentivo.

A colega de pos-graduacéo, Veronica, pela grande ajuda e principalmente pela amizade
e pelos muitos conselhos que sempre chegavam na hora certa.

A amiga querida da pds-graduacio, Rafaella, pelo apoio e empenho na execucio do
experimento e também pelos conselhos, sempre nas horas dificeis estava ali para me apoiar.

A amiga querida da p6s-graduacio, Maysa, pelo apoio, companherismo e empenho na
execuc¢do do experimento.

A professora e amiga, Glei, por sempre acreditar na minha capacidade.

A amiga, Juliana, pelo apoio em todos 0os momentos,

As amigas do laboratério, Amanda, Maria Cristina, Marina Romano, Marina Martins,
Carine, Nubia, pelo companheirismo.

A Yully, Cristiane, Mirian e demais colegas da Pés-graduacéo, pelas experiéncias
trocadas ao longo do curso.

As queridas amigas, Adjamara e Rosana, que considero como irméas, que sempre
estiveram presentes nos momentos dificeis, sempre acreditaram em mim e nunca me deixaram
desistir.

A querida D. Cida, pelas oragdes.

Aos amigos do DMV, Marcao, Willian, Marquinhos, Rose, Vilma e tantos outros que

torceram por mim.



Ao meu esposo Carlos Alberto, pelo apoio, por me substituir na familia nas horas
quando eu nédo pude estar presente.

Aos meus queridos filhos Pamela e Luiz Feliphe, pelo amor incondicional.

A minha mie Dona Maria e aos meus irmaos Adriano, Adilson, Sénia e minha cunhada
Ldcia, pelo incentivo.

“O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de Financiamento 001



RESUMO

Staphylococcus coagulase negativa (SCN) constituem um grupo heterogéneo de bactérias que
apresentam grande importancia na etiologia da mastite bovina, especialmente em rebanhos nos
quais as infeccbes por Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae foram controladas.
Considerando a importancia crescente que estes agentes apresentam na etiologia da mastite em
rebanhos brasileiros, é de grande relevancia a identificacdo precisa dos isolados e a
caracterizacdo dos mesmos quanto aos fatores de viruléncia envolvidos nas infeccdes
intramamarias e quanto a resisténcia aos antimicrobianos e antissépticos. Diante disto, o
presente estudo teve como objetivos: 1) identificar os isolados de SCN pela técnica de
espectrometria de massas por ionizagdo (MALDI-TOF); 2) fazer a prospeccdo dos genes que
codificam as enterotoxinas A-E, (sea, seb, sec, sedesee); as hemolisinas alfa e beta (hla e hlb)
e dos genes envolvidos na expressdao de biofilme (icaAD); 3)Detectar fenotipicamente a
producdo de hemolisinas alfa e beta e a producédo de biofilme. Para o estudo foram selecionadas
123 cepas isoladas de casos de mastite bovina em rebanhos da regido sul de Minas Gerais. Para
a realizacdo dos testes moleculares, foi realizada a extracéo e purificacdo do DNA bacteriano
pelo método de guanidina. A pesquisa dos genes codificadores para hemolisinas e enterotoxinas
foi realizada por meio da PCR multiplex e do gene icaAD por meio da PCR simplex. A
producdo de biofilme in vitro foi avaliada por meio do cultivo dos isolados em agar vermelho
congo e a producdo de hemolisinas alfa e beta pelo cultivo dos mesmos em agar sangue
contendo 5% de sangue de carneiro. Os testes de resisténcia a antimicrobianos e antissépticos
foram realizados por meio da técnica de CIM (concentracéo inibitoria minima). Oito espécies
de SCN foram identificadas neste estudo pela técnica de MALDI-TOF. A espécie mais
frequente foi Staphylococcus chromogenes (71,55%), seguida de S. hyicus (7,32%), S. aureus
(4,88%), S. epidermidis (4,88%), haemolyticus (4,06%), S. warneri (3,25%), S. simulans
(3,25%) e S. saprophyticus (0,81%). Os resultados dos testes moleculares demonstraram que
todos isolados foram negativos para os genes codificadores das enterotoxinas A-E e que 7,31%
dos mesmos apresentaram o gene IcaAD. Quanto aos genes relacionados a expressdo de
hemolisinas (hla e hlb), seis isolados (4,88%) possuiam os dois genes enquanto78,86% dos
isolados foram negativos para ambos 0s genes;16,26% apresentaram o gene hla isoladamente
e nenhum apresentou somente o gene hlb. Em relacéo a producéo de biofilme in vitro, 84,55%
dos isolados foram positivos para o teste. Quanto a expressao de hemolisinas in vitro, 78,86%
dos isolados foram negativos. Os resultados dos testes de suscetibilidade demonstraram que a
maior parte dos antissépticos apresentou acao inibitoria contra os isolados de SCN, exce¢édo
para o glutaraldeido, com 80,49% dos isolados resistentes na concentracao de 2%. Em relacéo
a suscetibilidade a antimicrobianos antibidticos, os testes de CIM demonstraram a existéncia
de 44 perfis de suscetibilidade entre os isolados de SCN e a ocorréncia do fendmeno da
multiressisténcia em parcela expressiva da populacdo estudada. O presente trabalho traz
contribui¢cdes importantes para conhecimentos sobre o perfil epidemioldgico, caracteristicas de
viruléncia e de resisténcia de SCN envolvido na etiologia da mastite bovina em rebanhos
brasileiros.

Palavras-chave: SCN. Viruléncia. Infeccdo intramaméria. Doenga de bovinos, Genes de
viruléncia. Caracterizacao.



ABSTRACT

Coagulase-negative Sthapylococci(CNS) is a heterogeneous bacterial group that has high
importance in bovine mastitis etiology, especially in herds in which the Staphylococcus aureus
and Streptococcus agalactiae infections were controlled. The accurate identification and the
characterization of these pathogens are extremely relevant because of its high importance in
Brazilian herds.,. At that, the present study aimed: 1) to identify the CNS isolates using the
Matrix Associated Laser Desorption-lonization - Time of Flight (MALDI-TOF); 2) to verify
the presence of enterotoxins genes (sea, seb, sec, sede see), alfa and beta hemolysin genes (hla
e hlb) and biofilm gene (icaAD); 3) to evaluate phenotypically the alfa and beta hemolisins and
biofilm productions, and 4) to evaluate the antimicrobial and antisseptic susceptibility profiles
of strains. For these purposes, were used 123 CNS strains isolated from milk of cows with
mastitis, from Minas Gerais south region. The DNA extraction was performed by guanidine
method. Multiplex PCR was used to verify the presence of genes related to hemolysin and
enterotoxins expression, and single plex PCR to IcaAD gene. In vitro biofilm production was
evaluate by culture of strains in Red Congo agar and the hemolysin production by culture in
5% sheep blood agar. The antimicrobial and antisseptic tests were performed using the
minimum inhibitory concentration (MIC) technique according to CLSI (2018). Eight species of
CNS were identified by MALDI-TOF. The most frequent specie was Staphylococcus
chromogenes (71.55%), following by S. hyicus (7.32%), S. aureus (4.88%), S. epidermidis
(4.88%), S. haemolyticus (4.06%), S. warneri (3.25%), S. simulans (3.25%) e S. saprophyticu
s (0.81%). The molecular tests showed that all isolates were negative to enterotoxins genes and
that 7.31% were positive to icaAD gene. PCR tests showed that 78.86% of the isolates were
negative to hemolysin genes hla and hlb and 4.88% was positive to both genes; 16.26% were
positive only to hla and none isolate was positive only to hib. In vitro phenotypic tests to biofilm
and hemolysin productions showed that 84.55% of the isolates were positive to biofilm and that
78.86% of strains did not showed hemolytic activity. The antisseptic susceptibility tests
demonstrated 100% of susceptibility to all antiseptics, except glutaraldehyde, in which 80.49%
of the isolates were resistant in concentration of 2%. Antimicrobial susceptibility tests results
showed 44 resistance profiles and the multidrug resistance phenomenon was observed in
expressive proportion of the population studied. This study presents important contributions
about epidemiology, virulence, and resistance profiles of CNS associated with bovine mastitis
in Brazilian herds.

Keywords: CNS. Virulence. Intrammamary infection. Bovine disease. Virulence genes.
Characterization.
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1 INTRODUCAO

A producdo de leite e derivados ha tempos se destaca como importante atividade
econdmica e social no Brasil, com crescimento anual superior a média mundial, garantindo ao
pais a quinta posi¢do em termos de producdo de leite, ficando atras apenas da Unido Européia,
india, Estados Unidos e China, com uma producao total estimada em 33,49 bilhdes de litros de
leite por ano e media de 1.963,11 litros/vaca/ano (IBGE, 2017).

Apesar da posicdo de destaque no cenario internacional, 0 segmento da pecuéria leiteira
nacional ainda enfrenta dificuldades com relagéo as enfermidades que acometem os animais,
afetando negativamente a qualidade da matéria prima produzida e a produtividade dos rebanhos
afetados. Uma das principais doencas que acomete os rebanhos leiteiros nacionais € a mastite.

A mastite, inflamacdo da glandula mamaria, é considerada a afec¢do mais onerosa para
0 agronegdcio do leite, apresentando grande influéncia tanto na lucratividade dos produtores,
como na cadeia agroindustrial leiteira. Além das implicacfes econdmicas desta doenca, deve-
se ressaltar o potencial zoonotico de alguns dos patdgenos envolvidos em sua etiologia e o
impacto dos mesmos na saude publica, o que gera riscos em relacdo ao consumo de leite e
derivados (SAMPIMON et al., 2011).

Embora a mastite bovina seja de cunho multifatorial, com o envolvimento de diferentes
agentes bacterianos, micoticos, virais e algas (SANTOS e FONSECA, 2007), um grupo
bastante heterogéneo de bactérias que pode ter origem de mastite contagiosa ou ambiental
representado pelos Staphylococcus coagulase negativos (SCN) vem crescendo em importancia
na etiologia dos casos de mastite bovina, especialmente em rebanhos nos quais as infec¢fes por
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae foram controladas (SAMPIMON et al.,
2011). Em seres humanos, estes agentes tem sido associados com intoxicacfes alimentares,
bem como outras afec¢oes (ALMEIDA, 2018).

Os métodos convencionais utilizados na identificacdo de SCN se baseiam em testes
fenotipicos que sdo geralmente demorados e pouco confidveis (TOMAZI et al., 2014). Tais
fatos geram grande dificuldade na caracterizacdo dos isolados de SCN, o que tem limitado o
diagndstico das infecgdes ocasionadas por estes agentes (VANDERHAEGHEN et al., 2015)
Grandes avancos tém sido proporcionados pela utilizagcdo de estudos proteémicos, como a
técnica de espectrometria de massa (MALDI-TOF) que gera espectro caracteristico do micro-
organismo. Esta técnica proporciona alta capacidade de analise de misturas complexas de
biomoléculas e, apresenta ainda alta sensibilidade, proporcionando diagndstico rapido e preciso
(PROD'HOM et al., 2010).
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Além da importancia da discriminacdo precisa das espécies de SCN envolvidas nas
afecgcdes humanas e animais, deve ser salientada também a necessidade de conhecimento maior
sobre os fatores de viruléncia envolvidos na patogénese das infeccdes ocasionadas por estes
agentes e sobre os perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos e antissépticos. Estes aspectos
sdo fundamentais para se tracar o perfil epidemioldgico das espécies mais relevantes de SCN
envolvidas na mastite bovina e para a adogdo de medidas mais efetivas de tratamento e de
controle das infec¢bes ocasionadas pelos mesmos. Deste modo, 0s objetivos deste estudo foram
identificar SCN isolados de mastite bovina utilizando a técnica (MALDI-TOF), determinar por
meio de testes fenotipicos e genotipicos a presenca de fatores de viruléncia e avaliar os perfis
de suscetibilidade a antimicrobianos e antissépticos, a fim de proporcionar novas alternativas

para o controle e o tratamento das infec¢es intramamarias ocasionadas por estes agentes.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia Econémica da Mastite Bovina

A mastite bovina representa elevado risco para o sistema de producdo leiteira, sendo
responsavel por até 38% do total dos custos diretos das doengas comuns de producdo, apesar
das diversas pesquisas e medidas preventivas estabelecidas (KEEFE, 2012).Estudos apontam
prevaléncias varidveis entre 154 e 28,6% (FONTANA et al., 2010; LANGONI e
TRONCARELLI, 2011).

No Brasil, Lopes et al., (2012)) estimaram que o impacto econdmico anual da mastite
para cada vaca em lactacdo € da ordem de R$ 727,13 e R$ 2.774,11 para frequéncias anuais de
mastite clinica de 1 e 15%, respectivamente. O impacto econdémico da mastite esta relacionado
com a queda temporaria ou permanente na producdo, descarte do leite de animais em
tratamento, custos com tratamento e méo de obra, reducdo na vida produtiva de vacas afetadas
em funcdo de descartes involuntarios, baixa qualidade do leite produzido devido a alteracdes
nas contagem de células somaticas (CSS) e composi¢do o que gera reducdo no preco pago ao
produtor, e grandes prejuizo no processamento industrial de leite devido a baixa qualidade da
matéria prima(VIGUIER et al., 2009; BLUM et al., 2015).

Além das implicacGes econdmicas mencionadas ha também a grande preocupagdo com

a salde publica, uma vez que ha o amplo uso de antibidticos no tratamento e controle da mastite,
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0 que resulta em aumento do risco de cepas resistentes aos antimicrobianos que podem entrar
na cadeia alimentar humana (OLIVEIRA et al., 2009).

2.2 Etiologia e Apresentacdo da Mastite Bovina

O termo mastite pode ser utilizado para descrever qualquer lesdo que resulte em uma
inflamacdo da glandula mamaéria. A inflamacdo é resultado, principalmente da invaséo
microbiana da glandula mamaria, podendo também ser ocasionada por virus, fungos, algas e
parasitos (BRADLEY, 2002).0s microrganismos patogénicos que causam a mastite podem
estar presentes na propria glandula mamaria (agentes contagiosos) ou podem ser provenientes
do ambiente de criacdo (agentes ambientais) (KULKARNI e KALIWAL, 2013; BLUM et al.,
2015).Ap0s a invasdo, o patdgeno estimula o sistema imune humoral e celular do bovino. Caso
0 hospedeiro ndo consiga elimina-lo, ocorrerd a multiplicagdo na glandula mamaéria com
liberacdo de toxinas e novo estimulo as células imunes efetoras. Em consequéncia da reacdo
inflamatdria, o tecido secretor pode ser lesionado, ocasionando uma queda na producdo do leite
(RAINARD e RIOLLET, 2006; VIGUIER et al., 2009).

Os microrganismos contagiosos estdo presentes geralmente no interior do Ubere ou na
superficie do teto de um animal infectado, podendo infectar os demais quartos do Ubere do
proprio animal e infectar, também, outros animais, principalmente, no momento da ordenha.
Geralmente, sdo microrganismos adaptados a glandula maméria, levando a uma infeccédo
subclinica e de dificil diagndstico.

Dentre 0s microrganismos contagiosos, destacam-se pela maior prevaléncia
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Corynebacterium bovis. Os
microrganismos ambientais sao aqueles presentes em fezes, solo, agua e estalagem dos bovinos,
sendo 0s mais comuns Streptococcus uberis, Klebsiella spp ,Enterococcus spp. e Escherichia
coli (KULKARNI e KALIWAL, 2013). As infeccbes pelos patdgenos ambientais ocorrem,
principalmente no intervalo entre ordenhas, embora seja possivel a infeccdo durante a ordenha
ou durante o periodo seco. Estas estdo geralmente associadas a situacbes de imunidade
comprometida ou condicdes de higiene inadequadas no manejo, caracterizando-se por infec¢édo
de curta duracdo em relacdo a contagiosa, na maioria das vezes de carater clinico severo,
podendo levar a morte do animal (COSTA et al., 2012).

Os sinais da mastite clinica incluem ubere avermelhado, inchado, dor, calor e alteragéo
na secrecdo do leite dos quartos afetados. O leite pode apresentar coagulos visiveis, podendo

ocorrer febre, depressdo e anorexia. Ao contrario da mastite clinica, a subclinica é de dificil
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deteccdo, sem sinais visiveis no Ubere ou no leite, porém ha redugdo na producédo de leite e
aumento da contagem de células sométicas (CCS).(KULKARNI e KALIWAL, 2013).Por
envolver predominantemente agentes contagiosos e necessitar de recursos indiretos de
diagnostico, a forma subclinica € geralmente a mais prevalente nos rebanhos leiteiros (COSTA
etal., 2012). A forma cronica resulta de infeccao persistente da glandula mamaéria, ocasionando

lesbes permanentes no parénquima mamario (VIGUIER et al., 2009).

2.3 Staphylococcus coagulase negativos (SCN) Como Agentes da Mastite Bovina

Staphylococus aureus por décadas tem sido considerado o principal agente causador da
mastite (ZADOKS et al., 2011). No entanto, em paises onde 0s agentes contagiosos principais
da mastite, tais como como Staphylococcus aureus e sido controlados, Staphylococcus
coagulase negativos(SCN) tém se tornado microrganismos emergentes (TAPONEN e
PYORALA, 2009). At¢é o momento, ja foram identificadas quarenta espécies de
Staphylococcus, sendo que dez apresentam subespécies, totalizando 52 espécies e subespécies
no género(TAPONEN et al., 2016). Os SCN representam a maior parte das espécies do género,
sendo responsaveis por infecgdes oportunistas em seres humanos e animais (TOMAZI, 2013).

SCN pertencem a familia Staphylococcaceae. Sao caracterizados como cocos gram
positivos, com 0,5 a 1,5 de didmetro, podendo ocorrer de forma isolada, em pares, tétrades, ou
de forma irregular como cacho de uvas. Sdo imoéveis, catalase positivos, ndo esporulados e
anaerdbicos facultativos (BARNEMAN et al., 2003).

Alguns estudos relatam SCN como importantes agentes causadores da mastite com
perda consideravel na producdo de leite (TOMAZI et al., 2014), sobretudo em vacas primiparas,
ocasionando aumento moderados na CCS, com infeccBes que geralmente desaparecem
espontaneamente logo apos o parto (TAPONEN e PYORALA, 2009; TOMAZI, 2013).0utros
estudos sugeriram que esses microrganismos apresentam efeito protetor na glandula maméria,
frente a agentes primarios causadores da mastite, com aumento na producao de leite de quartos
afetados em relacdo aos quartos sadios (TOMAZI, 2013).Apesar de serem considerados agentes
secundarios da mastite bovina, com envolvimento principalmente na forma subclinica e com
moderadas alteragdes na CCS e composicao do leite, SCN podem apresentar altos indices de
prevaléncia no rebanho, gerando a necessidade de se adotar medidas de controle e
tratamento(SAMPIMON et al., 2011; SUPRE et al., 2011).

As espécies de SCN S. chromogenes e S. epidermidis, apresentam maior afinidade pela

glandula mamaria, com caracteristicas de patogenos verdadeiros do Ubere, enquanto outras
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espécies parecem apresentar caracteristicas de patdgenos ambientais (TOMAZI, 2013).
Segundo Supré et al. (2011), S. chromogenes, S. simulans e S. xylosus induzem aumentos de
CCS similares aqueles observados em infec¢fes intramamarias (1IM) causadas por S. aureus.
Por outro lado, Martins et al. (2017) demonstraram que algumas espécies SCN, como S.
epidermidis, S. simulans, S. hominis, S. saprophyticus isolados de IIM podem produzir
substancias antimicrobianas que inibem o crescimento de alguns agentes causadores de
mastites, como S. aureus.

Staphylococcus epidermidis é responsavel por causar lesbes dermatoldgicas em seres
humanos, podendo ser também isolado de canais de tetas de bovinos (VANDERHAEGHEN et
al., 2015). Segundo Bexiga et al. (2014), S. simulans ¢é frequente em fazendas leiteiras, porém
ndo se sabe ao certo se hd uma fonte comum de infeccdo desse agente. Outra espécie que pode
ocupar diferentes habitats € S. haemolyticus que pode ser isolados de IIM e também em
ambientes de ordenha(TAPONEN et al., 2016).

Segundo Taponen e Pyotala (2009), S. chromogenes também pode ser de origem
contagiosa, uma vez que algumas cepas foram encontradas em varios animais da mesma
fazenda. Em estudos realizados por Tomazi (2013)foi verificada participacdo frequente de S.
chromogenes na etiologia dos casos de mastite, tendo aos autores relacionado essa bactéria
como um agente adaptado ao Ubere.

2.4 Fatores de viruléncia em Staphylococcus coagulase negativos (SCN)

O conhecimento dos fatores de viruléncia de SNC envolvidos na etiologia da mastite
bovina é importante para elaboracéo de medidas mais efetivas de controle e prevencdo para esta
enfermidade, no entanto, existem poucos estudos que avaliaram os fatores de viruléncia em
SCN isolados de mastite.

Entre os fatores de viruléncia destes agentes podem ser citadas as hemolisinas, que
convertem o tecido hospedeiro em nutrientes necessarios para o crescimento bacteriano. Em
um estudo realizado com caprinos, a maioria dos isolados de SCN produziu a0 menos um tipo
de hemolisina, além de elastase e DNase(SILVA et al., 2014). Além disto, de acordo com
(KULKARNI e KALIWAL, 2013), tanto S. aureus como SCN podem expressar enterotoxinas
estafilococicas e a toxina da sindrome do choque toxico (TSST-1).

Em estudo com cultura de células em que se avaliou a capacidade de adeséo celular e a

internalizacdo das células mamarias epiteliais, observou-se que a capacidade de adesdo dos
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SCN foi semelhante a verificada para S. aureus, mas que a capacidade de invasdo do S. aureus
foi superior a observada para os isolados de SCN(OLIVEIRA, 2017).

A toxinose alimentar estafilococica € uma das causas mais prevalentes de toxi-infecgdes
alimentares em todo mundo, principalmente associado a cepas de S. aureus capazes de produzir
enterotoxinas termoestaveis (DINGS et al., 2000; JARGENSEN et al., 2005). As enterotoxinas
estafilococicas (SEs),bem como a toxina da sindrome do choque tdxico (TSST-1)pertencem a
familia dos superantigenos (DINGS et al., 2000). SEA, SEB, SEC, SED e SEE representam as
enterotoxinas estafilocdcicas classicas bem caracterizadas. Além destas, 16 novos tipos de SE
(SEG, SEH, SEI, SER, SES, SET) e SEL (SELJ, SELK, SELL, SELM, SELN, SEIO, SEIP,
SEIQ, SEIU e SEIV) foram relatadas(ARGUDIN et al., 2010). A expressdo de enterotoxinas
pode estar relacionada com a viruléncia em SCN. Embora a producdo de SE por S. aureus tenha
sido bem documentada nos ultimas décadas(DINGS et al., 2000; SCHMID et al., 2009)
paralelamente, pesquisas acerca da capacidade de (SNC) em produzir enterotoxinas esta
aumentando nos ultimos anos (ZELL et al., 2008; RUARO et al., 2013; AYE et al., 2014;
OLIVEIRA, 2017).

Outra caracteristica relevante do SNC é sua capacidade de formar biofilmes, que
permitem que a bactéria sobreviva no ambiente, mesmo em presenga de antimicrobianos
evitando a defesa do hospedeiro(OTTO, 2013; VANDERHAEGHEN et al.,, 2014). A
capacidade dos estafilococos em produzir biofilmes pode ser avaliada fenotipicamente ou pela
triagem de genes associados.

Em espécies estafilococicas, o locus de adesdo intercelular (ica), abrigando o operon
icaADBC, codifica proteinas envolvidas na sintese de adesina intercelular polissacaridica e do
polissacarideo capsular / adesina (PS / A). De acordo com esses autores 0 gene ica parece ter
uma ampla distribuicdo entre as espécies do SNC de diferentes origens(TREMBLAY et al.,
2013; VANDERHAEGHEN et al., 2014).

2.5 Métodos de diagndstico para Staphylococcus coagulase negativos (SCN)

A identificacdo do SNC ¢ baseada em reacfes bioquimicas e fenotipicas, no entanto a
identificagdo incorreta pode ocorrer devido a expressdo varidvel de algumas caracteristicas
fenotipicas (ZADOKS et al., 2011). Diferentes métodos baseados na biologia molecular estéo
disponiveis e tem sido utilizados para identificar espécies do género Staphylococcus, dentre
estes os sistemas de identificacdo baseados em sequenciamento dos genes 16S rRNA, hsp60,
tuf, sodA e rpoB(KARIMI e AMANATI, 2016).
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Uma alternativa que vem sendo bastante utilizada para a identificagdo de espécies e
subespécies de SCN € o MALDI-TOF tempo de espectroscopia de dessorcéo / ionizagdo a laser
assistida por matriz. Este método é baseado na diferenciacdo do perfil de proteinas das células
bacterianas, a partir do qual é gerado uma impressao digital espectral de massa Unica para 0s
isolados (TOMAZI et al., 2014).

A capacidade da técnica de ionizagdo e dessorcdo a laser assistida por matriz seguida de
espectrometria de massas por tempo de voo (MALDI-TOF) demonstrou fornecer resultados
precisos e altamente reprodutiveis para identificar corretamente SCN de origem humana e
animal(PROD'HOM et al., 2010)). Além disso, a anédlise MALDI-TOF é répida, facil de
processar, além de ser econdmica em comparagdo com muitas das técnicas de identificacdo
molecular (RODRIGUES et al., 2017).

2.6 Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos

Uma das principais preocupacdes em relacdo ao controle da mastite é a resisténcia dos
agentes etioldgicos aos antimicrobianos. A antibioticoterapia é parte importante do programa
de controle de mastite bovina, porém o tratamento inadequado contribui 0 aumento da
resisténcia e causa grandes prejuizos aos proprietarios, como gastos com medicamentos e
custos veterinarios na propriedade (ERSKINE et al., 2003).

Estudos apontam que os SNC sdo geralmente mais resistentes aos antimicrobianos em
relacdo a S.aureus e que podem apresentar resisténcia a multiplos farmacos (TAPONEN e
PYORALA, 2009).De acordo com (TRINDADE et al., 2005), a resisténcia a antimicrobianos
é um fator importante no estabelecimento e disseminacao de clones bacterianos em um rebanho,
tendo estreita associacdo com mudancgas no manejo, tais como a implementacédo de tratamento
antibidtico sistematico e ordenhadeira mecanica. Diante disso, é fundamental a realizacdo de
pesquisas para aumentar os conhecimentos sobre o perfil de susceptibilidade aos agentes
patogénicos responsaveis pelas mastites em bovinos leiteiros(ERSKINE et al., 2003).

Os genes de resisténcia podem ser adquiridos por meio de transferéncia horizontal de
genes, como exemplo a transferéncia de plasmideos que possuem a capacidade de replicacéo
autbnoma e podem transportar genes de resisténcia de cromossomos para plasmideos e vice-
versa (MARTINS et al., 2017).

A resisténcia cruzada entre antimicrobianos pode ocorrer nas diferentes classes de
antimicrobianos que, apesar de estruturalmente diferentes, ligam-se a regides especificas nas

bacterias(FREY et al., 2013). Um exemplo s&o os macrolidos, lincosamidas e estreptogaminas
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que se ligam a subunidade 50S do ribossoma e em locais estreitamente relacionados,
possibilitando a ocorréncia de resisténcia cruzada em bactérias Gram-positivas(GRECO et al.,
2008).0 outro mecanismo de resisténcia sdo as bombas de efluxo que sdo responsaveis pela
expulsdo do antimicrobiano da célula bacteriana. Os genes que codificam para o mecanismo de
efluxo de antibi6ticos da classe dos macrolideos podem estar associados a elementos genéticos
localizados no cromossoma e podem ser transferidos entre bactérias durante a conjugacao
(FERNANDES et al., 2014).

Os antimicrobianos macrolideos, lincosamida e estreptogramina (MLS) séo
amplamente utilizados no tratamento de infecgdes estafilocdcicas. A resisténcia a macrolideos
(como eritromicina) e lincosamidas (como lincomicina e clindamicina) é prevalente entre
estafilococos (SANCHEZ et al., 1993; CHANG et al., 1995). Ndo obstante, a resisténcia a
estreptograminas, que consiste em dois componentes, estreptogramina tipos A e B (por
exemplo, pristinamicina 1lA e 1A, dalfopristina e quinupristina) com atividade sinérgica, é
pouco frequente (LONCLE et al., 1993).

2.7 Susceptibilidade aos Antissépticos

Programas de controle eficazes e econdmicos de mastite se fundamentam mais na
prevencdo do que no tratamento, e rebanhos que adotam as medidas de prevencdo produzem
leite de melhor qualidade a um menor custo. As boas praticas de manejo de ordenha sdo
essenciais para um bom controle da mastite, sendo assim se faz necessario a implementacéo de
praticas de higienizacdo pré e pos dipping. O pré dipping tem como objetivo prevenir novos
casos de mastite principalmente as de origem ambiental, em relagdo ao p6s dipping, a finalidade
é evitar a mastite contagiosa (PEDRINI e MARGATHO, 2003).

Vaérios estudos vém sendo realizados envolvendo as praticas de manejo, higiene e
terapia. Com base em tais estudos, foi elaborado um programa avancado de controle de mastite
chamado de Programados Dez Pontos (National Mastitis Council — NMC ), que estabelece
algumas diretrizes para a controle da doenca, tais como metas para saude do Ubere, manutencéo
de ambiente limpo e confortavel, manejo de ordenha, manutencdo do uso e equipamentos de
ordenha, tratamento adequado dos casos clinicos, manejo adequado da secagem dos animais,
manutencdo da biosseguranca contra agentes patogénicos e descarte de animais com infec¢oes
crbnicas e revisao periddica do programa de controle de mastite.

Em todo o campo de assisténcia a salde, as preocupac¢fes quanto a transmissdo de

micro-organismos infecciosos levaram a um aumento no uso de antissépticos. Um antisséptico
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ideal deve ser capaz de destruir a forma vegetativa de todos 0s micro-organismos patogénicos,
tempo limitado de exposicéo e ser eficaz em temperatura ambiente, além de néo ser corrosivo,
apresentar baixa toxicidade para seres humanos, animais e ser de baixo custo (TORTORA et
al., 2016).

Atualmente, os desinfetantes utilizados para desinfeccdo e antissepsia em geral séo
alcoois, formaldeido, glutaraldeido, compostos liberadores de cloro ativo (como hipoclorito de
s0dio), compostos de amonio quaternario (como cloreto de benzalconio), ioddforos e
biguaninas (como clorexidina). Diante dessa variedade de opcGes, ndo existe um produto que
apresente todas as caracteristicas desejadas, cada um possui vantagens e desvantagens que
devem ser avaliadas no momento da selecdo para o uso(RAMALHO et al., 2012).

Os varios antissépticos podem ser classificados de acordo com o seu mecanismo de acao
em agentes que desnaturam as proteinas; agentes que causam a ruptura osmotica da célula; e
agentes que interferem em processos metabolicos especificos(TEIXEIRA e VALLE, 2010).

A clorexidina possui ampla atividade antimicrobiana, porém elimina os micro-
organismos numa taxa mais lenta do que a do alcool etilico. De acordo com(TORTORA et al.,
2016), sua atividade persiste, embora sua eficacia seja reduzida por materiais organicos e altos
valores de pH.

Os halogénios constituem alguns dos mais eficazes agentes microbianos utilizados para
a desinfeccgéo e antissepsia. O cloro e o iodo s@o os compostos liberadores de halogénio mais
utilizados e estudados para as mais diferentes aplicacdes(DINIZ e MATTE, 2013). As solugdes
antissépticas comercializadas geralmente contém 1% (p/v) de iodo disponivel em base alcodlica
ou aquosa. As solucdes diluidas possuem atividade mais rapida do que a das concentradas. A
razdo para tal ainda ndo esta totalmente esclarecida, mas foi sugerido que a diluicdo do PVP-I
resulta no enfraguecimento da ligacdo do iodo com o polimero carreador, aumentando a
concentracdo de iodo na solucdo. Assim, o iod6foro deve ser adequadamente diluido para
alcancar a atividade antimicrobiana (TEIXEIRA e VALLE, 2010).

O hipoclorito de sodio ou de célcio liberam facilmente o cloro ativo e, desta forma,
possui acdo muito rapida e eficaz. No entanto, a mesma rapidez na reagdo, que lhe confere
excelente eficacia antimicrobiana, também é responsavel pela sua degradacéo e liberagdo no ar.
Desta forma, o efeito residual do cloro gerado pelo hipoclorito € muito baixo, sendo estimado
que em 2 a 4 horas ja ndo se tenha um nivel bactericida significativo (JONES et al., 2004).

Um dos compostos fendlicos mais utilizados é o triclosano, um fenoxifenol. O triclosano
é ativo contra as bactérias, mas ndo contra outros micro-organismos. Trata-se de um agente

antisséptico comum encontrado em sabonetes(ANDRADE et al., 2011).
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Os agentes de superficie mais amplamente usados sdo o0s detergentes i6nicos,
especificamente os compostos de quaternario amdnio (quats). Sua capacidade de limpeza esta
relacionada a parte positiva carregada de cation da molécula. Os compostos de amdnio
quaternario sao fortemente bactericidas contra as bactérias Gram-positivas e um pouco menos
ativos contra as bactérias Gram-negativas (NOBREGA, 2013).

Em relacdo ao aspecto de susceptibilidade aos antissépticos, apesar de ainda néo ter sido
evidenciada a ligacdo entre 0 uso de antissépticos com a emergéncia de resisténcia a
antissépticos e antibioticos, deve-se monitorar 0 uso de antissépticos, uma vez que 0S micro-
organismos tendem a se adaptar para sobreviver (JONES et al., 2004).

O sucesso dos procedimentos de desinfeccdo e antissepsia depende de alguns fatores
importantes, como a escolha apropriada do produto, de acordo com o objetivo do procedimento;
preparo e aplicacdo do produto; observacdo do tempo de contato; manipulacdo adequada apés
a desinfeccéo; e utilizacdo de produtos eficazes, com a qualidade comprovada (TEIXEIRA e
VALLE, 2010).

De acordo com (Santos e Fonseca, 2007) a resisténcia de cada bactéria esta diretamente
ligada ao tempo de exposicdo frente a determinada concentracdo do desinfetante. Nos
experimentos realizados in vitro, com o alcool 70° GL, este se apresentou ineficaz contra S.
epidemidis apds 30 segundos de exposicdo, tendo sido observado consideravel variagdo no
tempo necessario para inibir outros microrganismos. Segundo estes autores, muitos aspectos de
cada antisséptico devem ser cuidadosamente considerados. A escolha inadequada do produto
pode levar a selecdo natural de isolados bacterianos resistentes na popula¢do microbiana com
importantes implicagdes para os programas de controle de mastite.

Kassaify et al., (2007) relataram menor atividade bactericida in vitro de antissépticos a
base de ioddforo que antissépticos contendo glutaraldeido e am6nia quaternaria em painel de
bactérias associadas ao leite comum, incluindo S. aureus.

A clorexidina é bastante utilizada para o tratamento de infec¢des superficiais de tetos
em vacas devido ao seu efeito cumulativo e continuo, permanecendo na pele no minimo por
seis horas (SPINOSA et al., 1999), além disso, atua na presenca de matéria organica, é de facil
aplicacdo e econdmico. De acordo com (PHILLIPS et al., 1991),quando comparado ao iodo, a
clorexidina causa menor reacéo tecidual nas diluicdes recomendadas.

Medeiros et al., (2009) demonstraram que o iodo e a clorexidina tiveram a maior
atividade desinfetante in vitro contra S. aureus isolados de IIM em bovinos de rebanhos leiteiros

localizados na Regido Metropolitana de Recife, no Agreste e na Zona da Mata de Pernambuco
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(Brasil), seguidos de aménia quaternéria, acido lactico e cloro. No entanto, existem poucos

estudos focando o perfil de suscetibilidade de SCN aos antissépticos.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar fenotipica e genotipicamente amostras de SCN isoladas de mastite em

rebanhos bovinos de Minas Gerais.

3.2 Objetivos especificos

e Identificar por meio da técnica de MALDI-TOF amostras de SCN isoladas de mastite
bovina;

e Pesquisar por meio da técnica de PCR a presenca de genes codificadores das
enterotoxinas A-E (sea, seb, sec, sed e see), e sua relevancia para SCN isolados de
infecgBes mamarias de bovinos;

e Pesquisar fenotipicamente a producdo de hemolisinas alfa e beta e a capacidade de
formacéo de biofilmes nos isolados de SCN de bovinos.

e Pesquisar por meio da PCR a presenca de genes icaAD relacionados com formacéo de
biofilme e os genes hla e hlb relacionados com a expressao das hemolisinas alfa e beta
em SCN isolados de mastite bovina.

e Determinar o perfil de suscetibilidade a antissépticos e antimicrobianos em SCN

isolados de mastite bovina.



25

4 MATERIAL E METODOS

4.1Bactérias utilizadas

Para a execucdo do presente estudo, foram utilizadas 123 cepas de SCN isoladas de
casos clinicos e subclinicos de mastite bovina em rebanhos leiteiros do Sul de Minas Gerais,
sendo que 82 cepas foram isoladas no periodo de 2004 a 2007 e 41 no ano de 2018.

4.2 Caracterizacdo fenotipica dos isolados de Staphylococcus coagulase negativos (SCN)

Todos os isolados foram identificados fenotipicamente por avaliacdo da morfologia das
colbnias em agar sangue, morfologia microscopica (Gram) e testes de oxidase, catalase e

coagulase de acordo com (QUINN et al., 1994).

4.3 ldentificacdo dos isolados de Staphylococcus coagulase negativos (SCN) por MALDI-
TOF

A caracterizagdo dos isolados de SCN foi realizada por meio da técnica de
espectrometria de Massa (MALDI-TOF), em espectrometro de massas Autoflex 111 (Bruker
Daltonics, EUA).

Para tal, os isolados foram cultivados em agar BHI por 24 horas a 37°C. Apds o
crescimento, 3 a 4 colonias foram transferidas para um tubo contendo 300 ul de agua
deionizada ultra- pura e agitadas em vortex, para a obtencéo de uma suspensdo homogénea. Em
seguida, adicionou-se 900 uL de etanol 75%, seguindo-se a centrifugacéo a 21000 g por 2 min.
O sobrenadante foi removido cuidadosamente e o pellet recuperado. Para lisar as células
bacterianas, foram adicionados 50 pL de uma solucao de 4cido féormico a 70% e, em seguida,
50 uL de acetonitrila a 100%, seguida de centrifugacdo a 13.000 rpm por 2 minutos.

Aliquotas de1puL do sobrenadante de cada isolado foram depositadas separadamente em
uma placa metalica de MALDI (Waters Manchester, UK) e recoberta com 1puL de solugdo
matriz, composta de acido alfa-ciano-4-hidroxi-cindmico diluida em acetonitrila 50% e de acido
trifluoroacético a 2,5%. A identificacdo e classificacdo dos microrganismos foram realizadas
por meio da leitura de fingerprints medidos por meio de espectrometro de massas Autoflex I11
(Bruker Daltonics, EUA). O perfil protéico dos microrganismos foi caracterizado pelo software
MALDI BioTyper TM (Bruker Daltonics, EUA) que possibilita a identificacdo dos
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microrganismos por meio da comparacdo com dos perfis protéicos contidos no banco de dados

do software.

4.4 Testes moleculares

Todos os isolados foram submetidos a PCR multiplex para prospeccdo de genes
codificadores da expressdo de biofilmes, hemolisinas alfa e beta e enterotoxinas A-E. Os
iniciadores utilizados em todas as reacfes, 0 tamanho dos fragmentos de amplificacdo e os
controles positivos utilizados estéo relacionados na Tabela 1.

Os ensaios foram realizados em termociclador (Peltier Thermal CyclerMulti-Purpose)
(Biocycle®, China).

4.4.1 Extragdo de DNA

Os isolados de SCN foram cultivados em agar BHI (Himedia®, India) a 37°C durante
24 horas. Ap0s esse periodo, aliquotas das culturas foram ressuspendidas em tampéo PBS 1X
e em seguida realizou-se a extracdo do DNA genémico pelo método da guanidina, de acordo
com (PITCHER et al., 1989). O pellet (DNA) foi ressuspendido e diluido em 50 uL de &gua
ultra- pura. A integridade do DNA extraido foi verificada por eletroforese em gel de agarose a
0,8% que foi corado com brometo de etideo. A quantificacdo e qualidade do DNA extraido

foram avaliadas em espectrofotdmetro Nanovue (GE Healthcare — Life Sciences).

4.4.2 Prospecgao de genes codificadores de enterotoxinas

Foi pesquisada a presenca dos genes que codificam as enterotoxinas A-E (sea, seb, sec,
sed,see) de acordo com o método descrito por (M. ELKENANY et al., 2010). , realizando a
otimizacdo das reacfes quando necessario.

A amplificacdo foi realizada sob as seguintes condi¢fes de temperatura: desnaturacao
inicial 94 °C por 5 min, 94 °C, 1 min., total de 30 ciclos, anelamento dos primers 57°C por 1

min., extensao final a 72 °C, 1 min., seguido de extenséo final a 72 °C durante 10 min.
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4.4.3 Prospecgao de genes codificadores de hemolisinas

A presenca dos genes que codificam as hemolisinas alfa (hla) e beta (hlb) foi realizada
por meio de PCR multiplex, segundo a metodologia descrita por (JARRAUD et al., 2002),
realizando-se a otimizacdo das reagdes quando necessario.

A amplificacdo foi realizada sob as seguintes condi¢des: desnaturagéo inicial 94 °C por
5 min, 94 °C, 1 min., total de 35 ciclos, anelamento dos primers a 57°C por 1 min. e extenséo

a 72 °C, 1 min., seguido de extensdo final a 72 °C durante 7 min.

4.4.4 Prospecgao dos genes de biofilmes icaAD

A pesquisa dos genes de expressdo de biofilme icaAD foi realizada por PCR multiplex
de acordo com as condic¢des indicadas por (VASUDEVAN et al., 2003), realizando-se
otimizagdes quando necessario. A amplificacdo foi realizada sob as seguintes condices:
desnaturacdo inicial 95°C por 7 min., 94°C por 1 min., total de 30 ciclos, anelamento dos
primers a 57°C por 1 min., extensdo a 72°C por 90seg., seguido de extensdo final a 72°C por

15 minutos.

4.5 Identificacdo fenotipica da producéo de biofilme

Para verificar a capacidade de producéo de biofilme in vitro, realizou-se o repique dos
isolados em agar Vermelho Congo seguindo-se a incubacédo das placas por 24 a 48h a 37°C de
acordo com (GRECO et al., 2008). Col6nias negras foram consideradas produtoras de biofilme
e aquelas que apresentarem coloracdo rosa foram consideradas negativas. Para validar o teste
utilizou-se como controle positivo a amostra S. ATCC 51651 e como controle negativo um

isolado SCN de origem bovina pertencente ao Laboratério de Microbiologia - DMV - UFLA.
4.6 Pesquisa de hemolisinas in vitro
Para verificar a presenga de hemdlise alfa e beta in vitro os isolados foram cultivados

em sangue de ovino a 5%, a 37°C por 24 horas. A leitura dos testes foi realizada e interpretada
de acordo com (QUINN et al., 1994).
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Tabela 1. Iniciadores, tamanhos esperados dos fragmentos de amplificacdo e cepas controle utilizados para deteccdo de genes de viruléncia em

Staphylococcus coagulase negativo (SCN)

Fragmento Controles
Fator de viruléncia Genes Sequéncia dos primers esperado (pb) Positivos Fonte
(ATTC)
Entero toxina estafilocdcica A sea GSEAR-1 GGTTATCAATGTGCGGGTGG 102 13565
GSEAR-2 CGGCACTTTTTTCTCTTCGG Merotra et al., 2000
. . GSEBR-1 GTATGGTGGTGTAACTGAGC 164
Entero toxina estafilococica B seb GSEBR-2 CCAAATAGTGACGAGTTAGG 14458 Mehrotra et al., 2000
. P GSECR-1 AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 451
Entero toxina estafilocdcica C sec GSECR-2 CACACTTTTAGAATCAACCG 19095 Mehrotra et al., 2000
. G GSEDR-1 CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG
Entero toxina estafilococica D sed GSEDR-2 ATTGGTATTTTTTTTCGTTC 278 23235 Mehrotra et al., 2000
) ) ) GSEER-1 AGGTTTTTTCACAGGTCATCC
Entero toxina estafilococica E see GSEER-2 CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC 209 27644 Mehrotra et al., 2000
Alfa- Hla HLA-1 CTGATTACTATCCAAGAAATTCGATTG
hemolisina HIa  HLA-2 CTTTCCAGCCTACTTTTTTATCAGT 209 8096 Jarraudet al., 2002
Beta- HIb HLB-1 GTGCACTTACTGACAATAGTGC
hemolisina HIb 1 B-2-2 GTTGATGAGTAGCTACCTTCAGT 309 13566 Jarraudet al., 2002
: icaA-1 CCTAACTAACGAAAGGTAG Vasudevanet
Biofilme ~icaA Icah icaA-2 AAGATATAGCGATAAGTGC 1315 51651 21 2003
Biofilme icab icaD icaD-1 AAACGTAAGAGAGGTGG 381 51651 Vasudevanet al.,2003

icaD-2 GGCAATATGATCAAGATAC
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4.7 Eletroforese

Todos os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,0%
(Invitrogen Brasil, Sdo Paulo) corados com brometo de etideo (0,5 mg/mL), utilizando-se
tampé&o de corrida Tris-borato-EDTA (TBE) (89 mM Tris Base, 89 mM &cido borico e 2 mM
EDTA pH 8.0). Utilizou o marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (KASVI, Brasil).
As imagens foram reveladas e registradas em aparelho transluminador (L-Pix Chemi Photo

Digitizer - Loccus Biotecnologia, Brasil) para analises posteriores.

4.8 Testes de susceptibilidade a antimicrobianos

A suscetibilidade dos isolados de SCN frente aos antimicrobianos foi obtida por meio
da técnica de Concentragéo Inibitéria Minima (CIM), segundo as normas do CLSI (2018). Os
ensaios para 8 antimicrobianos foram realizados em microplacas estéreis de 96 pocos, tendo
sido testados oito antimicrobianos em diferentes faixas de concentracao, descritos na Tabela 3.
O meio de cultura utilizado foi o caldo Mueller-Hinton (Himedia®, India) suplementado com
o0s cations divalentes Ca +2 e Mg +2 (CAMHB) . As amostras foram previamente cultivadas
em agar soja tripticaseina soja (TSA) (Himedia® India) a 37°C por 24 — 48 horas. Os isolados
foram ressuspendidos em solucdo salina (0,9%), ajustadas a turbidez de 0,5 da escala de Mac
Farland que equivale a 1,5 x 108 UFC/mL. Em cada poco contendo as devidas concentracdes
do antimicrobiano em caldo Muller Hinton, foram adicionados 10 ul da suspensdo bacteriana
padronizada, seguindo de agitacdo e incubacdo por 24 horas a 37 °C. Todos 0s testes foram
realizados em duplicata, e para a validagdo foram utilizados como controles Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, ATCC Staphylocccus aureus ATCC
29213 e Enterococcus faecalis ATCC 29212. A CIM foi determinada como a menor
concentracdo de cada antibidtico em que ndo foi possivel a deteccdo visual do crescimento
bacteriano. A interpretagdo dos resultados foi realizada de acordo com os padrdes do CLSI
(2018).

Para verificar se os antimicrobianos testados tinham agdo bactericida ou bacteriostatica
na diluicdo correspondente & CIM, uma aliquota da diluicdo correspondente a CIM de cada
isolado foi cultivada em TSA, para verificar se houve crescimento (acdo bacteriostatica) ou ndo

(acdo bactericida).
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Tabela 2. Antimicrobianos utilizados nos testes de concentracdo inibitoria minima (CIM) e
faixas de concentragéo testadas em SCN isolados de mastite bovina

Antibidticos Faixas de Concentracdo testadas (ug/mL)

Eritromicina 32-0,025

Tetraciclina 128- 0,25

Gentamicina 64 - 0,25

Ceftioufur 32-0,025

Cefalotina 32-0,025

Ciprofloxacina 64 — 0,25

Sulfa — Trimetropim 16/304 - 0,062/1,18
Novobiocina 256 -1

Fonte: Do Autor (2019).

4.9 Teste de Susceptibilidade a Antissépticos

A suscetibilidade dos isolados de SCN frente aos antissépticos foi realizada em
microplacas estéreis de 96 pocos empregando-se a técnica de microdiluicdo para obtencédo da
CIM. O meio de cultura utilizado foi o caldo Mueller-Hinton (Himedia® India). Foram
utilizados sete antissépticos em diferentes faixas de concentracéo, descritos na Tabela 3. Todos
os antissépticos foram diluidos de acordo com as normas da ANVISA (2008) e todos 0s ensaios
foram realizados em duplicata. Para a execucdo dos testes, os isolados foram previamente
cultivados em TSA (Himedia® India) a 37C por 24 — 48 horas. Os isolados foram
ressuspendidos em solucgdo salina (0,9%), ajustadas a turbidez de 0,5 da escala de Mac Farland
que equivale a 1,5 x 108 UFC/mL. Em cada poco contendo as devidas concentracdes do
antisséptico em caldo Muller Hinton, foram adicionados 10 ul da suspensdo bacteriana
padronizada, seguido-se de agitacdo e incubagdo por 24 horas a 37 °C. Todos os testes foram
realizados em duplicata, utilizando-se controles negativos e positivos do crescimento
bacteriano. A CIM foi determinada como a menor concentracdo de cada antisséptico na qual
ndo foi possivel a deteccdo visual do crescimento bacteriano.

Para verificar se os antissépticos testados tinham acao bactericida ou bacteriostatica na
diluicdo correspondente a CIM, uma aliquota da dilui¢ao correspondente a CIM de cada isolado

foi cultivada em TSA.
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Tabela 3. Antissépticos e faixas de concentracdo testadas (%) nos testes de concentracdo
Inibitoéria Minima (CIM) em SCN isolados de mastite bovina

Antisséptico Pureza Fabricante Faixas de concentracéo
testada (%0)
Acido Latico 85% Sigma 2- 0,0078
Acido Peracético 80% Sigma 2- 0,0078
Amonia Quaternaria 100% Sigma 2- 0,0078
Clorexidina 20% Sigma 0,1- 0,00039
Glutaraldeido 100% Sigma 2- 0,0078
Hipoclorito de Sodio 30% Sigma 2- 0,0078
lodo 2% Sigma 0,5- 0,00195
Perdxido de Hidrogénio 30% Sigma 1- 0,0039
Triclosano 10% Sigma 0,5- 0,00195

Fonte: Do Autor (2019).

5.0 Analise Estatistica

A andlise estatistica para comparacdo das caracteristicas avaliadas foi realizada
utilizando o teste qui-quadrado ou teste exato de Fisher e analise descritiva, de acordo com 0s

resultados, com o nivel de significancia de 95% (p < 0,05).

6 RESULTADOS

6.1 Identificacédo dos isolados de SCN

Por meio da técnica de MALDI TOF, oito espécies diferentes de SCN foram

identificadas (Tabela 4). E por meio do Programa Maldi Biotyper 3 R, que utiliza os espectros

gerados pelo MALDI TOF, o qual ilustra a similaridade do proteico dos isolados, foram gerados

cinco clusters (em cores diferentes).
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Tabela 4. Frequéncia de espécies de Staphylococcus spp. coagulase negativos (SCN) isolados
de mastite bovina em rebanhos do sul de Minas Gerais identificados por MALDI-

TOF

Espécies Frequéncia absoluta Frequéncia percentual %
S. chromogenes 88 71,55
S. hyicus 9 7,32
S. aureus 6 4,88
S. epidermidis 6 4,88
S. warneri 4 3,25
S. haemolyticus 5 4,06
S. simulans 4 3,25
S. saprophyticus 1 0,81
TOTAL 123 100

Fonte: Do Autor (2019).

Por meio do Programa Maldi Biotyper 3 R, que utiliza os espectros gerados pelo

MALDI TOF, o qual ilustra a similaridade do perfil de proteinas de cada isolado. Figura 1.
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Figura 1. Dendograma dos 123 isolados de Staphylococcus coagulase negativos isolados de rebanhos leiteiros do sul de Minas Gerais.

PCA Dendrogram
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Spectra

S. aureus
@ S chromogenes
A S haemolyticus
S. hycus
¥ S. saprophyticus
& S wamen
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B s simulans

Legenda: Os diferentes clusters estdo representados por cores diferentes . As espécies sdo representadas por simbolos.
Fonte: Do Autor (2019).
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6.2 Fatores de viruléncia de Staphylococcus coagulase negativo

Os resultados obtidos apontaram a existéncia de 10 perfis de viruléncia diferentes entre
0s 123 isolados de SCN testados (Figura 2), sendo que 14 isolados (14,38 %) foram negativos
para todos os testes fenotipicos e genotipicos de viruléncia pesquisados (Perfil 4). A maior parte
dos isolados (68,3%) se enquadrou no perfil 1 que corresponde aos isolados negativos para 0s
testes genotipicos de viruléncia e a capacidade de expressar as hemolisinas alfa e beta in vitro,

mas com a capacidade de expressar biofilmes in vitro.

Figura 2. Perfis de viruléncia dos isolados de Staphylococcus coagulase negativos (SCN)

isolados de casos de mastite em rebanhos bovinos do sul de Minas Gerais

BF BG EA EB EC ED EE HV HA HB

Il o4
. [l 1
[ L]

HE -
HE .
| [k
HE .
| | N
10 -- 4

Legenda: (BF) biofilme in vitro, (BG) gene IcaAD, (EA,EB,EC,ED e EE) enterotoxinas sea,seb,sec,sed
e see), (HV) hemdlise in vitro, (HA) gene da hemolisina alfa e (HB) gene da hemolisina beta. Cores:
Preto (resistente), Cinza (sensivel).

Perfil de viruléncia
SOpe|oS] ap oJaWnN

Fonte: Do Autor (2019).

No presente estudo, todos os isolados testados foram negativos para 0s genes que

codificam as enterotoxinas sea, seb, sec, sed e see (Figura 3).
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose (1%) de produtos de PCR para prospecgdo de enterotoxinas
A-E

Linha 1: 100 pb padrdo de peso molecular, linha 2: controle negativo, linha 3: ATCC 13565 gene sea
(102 pb), linha 4: ATCC 14458 seb (164 pb), linha 5: ATCC 19095 sec (451 pb), linha 6: ATCC 23235
sed (278 pb), linha 7: ATCC 27644 see (209 pb) linha 8 a 12: isolados SCN negativos para 0s genes

pesquisados.
Fonte: Do Autor (2019).

Em relacdo as hemolisinas (Tabela 5), 20 dos isolados (16,26%) apresentaram o0 gene
hla isoladamente e nenhum deles apresentou somente o gene hlb. Seis isolados (4,88%)
possuiam os dois genes (hla e hlb) e o restante dos isolados (78,86%) ndo apresentou nenhum
dos genes relacionados a expressdo das hemolisinas (Figura 4).

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose (1%) de produtos de PCR multiplex para prospecgdo dos genes
hla e hlb codificadores de hemolisinas alfa e beta.

Linha 1: 100 pb padréo de peso molecular, linha 2: controle negativo, linha 3: ATCC 13565 gene
hla(209pb) e gene hlb(309 pb) Coluna 4 a 20, isolados de SCN negativos para os genes pesquisados.
Fonte: Do Autor (2019).
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Nos testes de hemolise in vitro, a maioria dos isolados 97 (78,86%) também nao foi

capaz de produzir hemolise alfa ou beta.

No presente estudo, verificou-se que 20 isolados apresentaram o gene hla, e 6 isolados

se constatou a presenca conjunta de hla e hlb (Tabela 5).

Tabela 5. Resultados dos testes fenotipicos para expressdo de biofilme e frequéncia de genes

codificadores de biofilme IcaAD e hemolisinas hla e hlb em isolados (N=123) de

SCN de mastite bovina

Variaveis

Formacéo biofilme (fenotipico) N° isolados %
Positivo 104/123 84,55
Negativo 19/123 15,45

Genes icaAD N° isolados %
Presenca 9/123 7,31
Auséncia 114/123 92,68

Genes hla e hib N° isolados %
(+) hla 20/123 16,26

(+) hlb 0/123 0
(+) hlae hlb 6/123 4,88
(-) hlae hlb 97/123 78,86

Fonte: Do Autor (2019).

Nos testes fenotipicos 78,85% dos isolados foram capazes de produzir biofilme in vitro

(Figura 5), entretanto, o gene foi encontrado em somente 6 (7,31%) deles. (Figura 6.)
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Figura 5. Determinacédo da capacidade de formacdo de biofilme em agar vermelho Congo das
de isolados de SCN provenientes de mastite em rebanhos bovinos do sul de Minas

Gerais

Controle positivo S. aureus ATCC 51651, controle negativo Staphylococcus sp. coagulase negativo.
(A) Coloracdo das col6nias de cepa formadora de biofilme — S.aureus ATCC(B)Coloracédo das
col6nias de cepa ndo formadora de biofilme — (SCN)
Fonte: Do Autor (2019).

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose (1%) de produtos de PCR para prospeccéo de do gene icaAD

em isolados de SCN de mastite bovina em rebanhos do Sul de Minas Gerais.

2 3456789 1 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Linha 1: 100 pb paréo de peso molecular, linha 2: controle negativo, linha 3: ATCC 13565 gene IcaAD
(1266pb) Coluna 4 a 20, isolados de SCN.
Fonte: Do Autor (2019).
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6.3 Suscetibilidade a antissépticos em Staphylococus coagulase negativo

A distribuicdo das CIM esta descrita na Tabela 6.Verificou-se que 96,74% dos isolados
foram sensiveis a clorexidina na menor concentracdo (0,00039%), 86,99% ao triclosano na
concentracdo de (0,0195%), 35,77% ao peroxido de hidrogénio na concentracao de(0,0078%),
95,12% a amonia quaternaria na concentracdo (<0,0078), 50,41% ao hipoclorito de sodio na
concentracdo (0,25%) e 69,91% ao iodo na concentracdo (0,0031%. Destaca-se neste estudo a
menor eficiéncia antimicrobiana do acido peracético em relacdo aos demais antissépticos, tendo

sido verificado que mais que 50% dos isolados foram resistentes na concentracéo de 0,5%.
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Quadro 1. Distribuicdo das concentracdes inibitérias minima (CIM) dos antissépticos frente aos isolados de Staphylococcus coagulase negativos

(SCN) isolados de mastite em rebanhos bovinos do sul de Minas Gerais

Antissépticos | Concentragéo >2 2 1% 0,5 0,25 0,125 0,062 0,0312 0,0156 0,0078 <0,0078 | 0,0039 | <0,0039 | 0,0195
Inicial %
Acido Latico 37(30,8) | 60(48,79) | 14(11,38) | 1(0,81) 2(1,62)
S S S S
Acido 31(25,20) | 58(47,15) | 22(17,89) | 11(8,94) 1(0,81)
Peracético S S S S S
Amdnia 1(0,81) | 2(162) | 2(162) 1(0,81) 117(95,12)
Quaternaria S S S S S
Glutaraldeido 99(80,49) 1(0,81) 3(2,44) | 10(8,13) | 3(2,44) 7(5,7)
R S S S S S
Hipoclorito 5(4,06) | 55(4,06) | 62(50,40) | 45(36,58) | 1(0,81) | 55(4,06)
de Sodio S S S S S S
Peroxido de 9(7,32) | 6(488) | 1(0,81) | 41(33,33) | 6(4,88) | 44(3577) | 11(8,94) | 5(4,06)
Hidrogénio S S S S S S S
Triclosano 4(3,35) 5(4,06) 7(5,7) | 107(86,99)
S S S S
lodo 27(21,95) | 86(69,91) | 10(8,13)
S S S
Concentragéo 0,1 0,05 0,025 0,0125 0,0062 0,0031 0,00156 0,0078 <0,00039 <0,0078
Inicial
Clorexidina NT NT NT NT NT NT NTNT 119(96,74) 4(3,25)
S S
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As células em destaque representam o0s isolados resistentes, ou seja, aqueles que
possuem MIC > ao ponto de corte referente as concentragfes mais utilizadas em cada
antisséptico. (NT) concentracdo ndo testada. (S)sensivel (R) resistente.

A maioria dos antissépticos avaliados apresentaram agdo bactericida na concentracao
correspondente a CIM, com excecdo do glutaraldeido que apresentou acdo bacteriostatica em
100% dos isolados susceptiveis (Tabela 7).

Tabela 6. Resultados dos testes de avaliacdo da acdo bactericida e bacteriostatica dos
antissépticos nas dilui¢bes correspondentes & CIM para os SCN isolados de mastite
em rebanhos bovinos do sul de Minas Gerais

Antissépticos Acdo bactericida Acdo bacteriostatica
Frequéncia absoluta (%) Frequéncia absoluta (%)

Acido Latico 104 (84,52) 19 (15,48)
Aménia Quaternaria 122 (99,19) 1(0,81)
Clorexidina 120 (97,56) 3(2,44)

Glutaraldeido 0 (0%) 24 (19,51)

Hipoclorito de Sédio 90 (73,18) 33 (26,83)

Perdxido de Hidrogénio 90 (73,17) 33 (26,83)

Triclosano 103 (83,74) 20 (16,26)

) lodo 53 (43,09) 70 (56,91)

Acido Peracético 81 (65,85) 42 (34,15)

Fonte: Do Autor (2019).

6.4 Testes de susceptibilidade a antimicrobianos em SCN

Os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos apontaram indices de resisténcia:
33,33% para a eritromicina; 22,76% para gentamicina, 24,39%; para sulfa-trimetropim; 28,45%
para tetraciclina e de 52,03% para o ceftiofur. Por outro lado; a maioria dos isolados apresentou
alto indice de susceptibilidade para a gentamicina, ciprofloxacino e para a novobiocina.

Ao se avaliar se as concentracGes referentes a CIM eram bactericidas ou bacteriostaticas,
verificou-se acdo bactericida para a ciprofloxacina em 93,49% dos isolados, novobiocina
86,17%, gentamicina 50,4%, ceftioufur 44,71%, eritromicina 47,96% e 38,21% tiveram acéao
bactericida e para a maioria dos isolados 101 (82,11%) a tetraciclina apresentou apenas acdo
bacteriostética.

Foram encontrados 44 perfis diferentes entre os isolados, o perfil de resisténcia 3, que
congrega os isolados susceptiveis a todos as classes antimicrobianas testadas, foi o mais
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frequente (15,45%), sendo. O fendmeno da multirresisténcia foi observado em 45 (36,58%) dos
isolados, 7 dos isolados (5,69%) foram resistentes a 5 classes diferentes de antimicrobianos. Os
perfis de resisténcia dentro das espécies e os perfis de resisténcia entre os anos 2004 a 2007 e
2018 estdo descritos nas Figuras 7 e 8.

Figura 7. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos em SCN isolados de mastite bovina em

rebanhos de Minas Gerais, nos periodos de 2004-2007 e 2018.
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Legenda: (AM) aminoglicosideos, (TET) tetraciclina, (CEF) ceftioufur, (MAC) macrolideos, (SUT)
Sulfa-Trimetropim, (QUI) quinolonas, (NOV) novobiocina
Fonte: Do Autor (2019).
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Figura 8. Perfis de susceptibilidade a antimicrobianos em Staphylococcus coagulase negativo
(SCN) isolados de mastite em rebanhos bovinos do Sul de Minas Gerais, no periodo
de 2004-2007 e 2018.
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Legenda: (AM) aminoglicosideos, (TET) tetraciclina, (CEF) ceftioufur, (MAC) macrolideos, (SUT)
Sulfa-Trimetropim, (QUI) quinolonas, (NOV) novobiocina.
Fonte: Do Autor (2019).



43

7 DISCUSSAO

Os SNC constituem um grupo bastante heterogéneo de micro-organismos que podem
apresentar comportamento de agentes ambientais e/ou contagiosos dependendo da espécie em
questdo. Apesar de serem considerados agentes secundarios da mastite bovina, com
envolvimento principalmente na forma subclinica e com moderadas alteracbes na CCS e
composicao do leite, estes agentes podem apresentar altos indices de prevaléncia no rebanho,
gerando a necessidade de se adotarem medidas especificas de controle e tratamento
(SAMPIMON et al., 2011; SUPRE et al., 2011).

Segundo Pyorala e Taponen, (2009), SCN teriam importancia maior na etiologia da
mastite, sobretudo em vacas primiparas, ocasionando aumento moderados na CCS, com
infeccdes que geralmente desaparecem espontaneamente logo apds o parto. Outros estudos
sugeriram que esses microrganismos apresentam efeito protetor na glandula mamaria frente a
agentes primarios causadores da mastite, com aumento na producéo de leite de quartos afetados
em relacdo aos quartos sadios(TOMAZI et al., 2013). Martins.,(2017) demonstraram que
algumas espécies SCN, como S. epidermidis, S. simulans, S. hominis, S. saprophyticus isolados
de IIM podem produzir substancias antimicrobianas que inibem o crescimento de alguns
agentes causadores de mastites, como S. aureus.

Neste estudo, por meio da técnica de MALDI-TOF, foram identificadas oito espécies
diferentes entre os 123 isolados de SCN, verificando que S. chromogenes foi a espécie mais
prevalente, representando 71,55% dos isolados. As demais espécies de SCN identificadas em
nosso estudo, S. hyicus, S. aureus, S. epidermidis, S. warneri, S. haemolyticus, S. simulans e S.
saprophyticus, representaram 28,45% de todos os isolados identificados. Em concordancia com
nossos resultados, (TOMAZI et al., 2014) também relataram baixas frequéncias destas espécies
de SCN em IIM de bovinos. Estudos prévios apontaram grande variabilidade com relacdo as
espécies de SCN envolvidas na etiologia da mastite bovina, o que pode estar relacionado com
variagdes nas préaticas de manejo e nas condi¢fes ambientais entre os rebanhos avaliados nestes
diferentes estudos (TAPONEN et al., 2016).

Em concordancia com nossos resultados, Capurro et al., (2009) também verificaram que
S. chromogenes foi a espécie mais frequente (74,07%) entre SCN isolados de casos de mastite
bovina, no entanto estes autores verificaram uma maior diversidade de espécies entre 0s
isolados de SCN estudados, com a identificacdo de 16 espécies. Outros estudos também tém

relatado a participacdo de S. chromogenes em IIM causadas por SCN (SUPRE et al., 2011;
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RALL etal., 2014). De acordo com Taponem e Pyorala., (2009), S. chromogenes também pode
ser de origem contagiosa, uma vez que Varios animais de uma mesma propriedade podem ser
infectados concomitantemente. Corroborando esta tese, Tomazi.,(2013) relataram que S.
chromogenes e S. epidermidis apresentam maior afinidade pela glandula mamaria, com
caracteristicas de patdgenos contagiosos, enquanto as demais espécies de SCN parecem
apresentar caracteristicas de patdgenos ambientais. Ainda, segundo Supré et al., (2011), S.
chromogenes, S. simulans e S. xylosus induzem aumentos de CCS similares aqueles observados
em IIM causadas por S. aureus.

Seis isolados bacterianos (4,87%) foram identificados como S. aureus, espécie que
geralmente apresenta reagdo positiva na prova da coagulase, sendo classificados como
Staphylococcus coagulase positiva (SCP) (QUINN et al., 1994). Corroborando com o presente
estudo, Tomazi., (2014) também identificaram isolados de S. aureus coagulase negativos entre
SCN oriundos de casos de mastite bovina. Tal fato pode estar relacionado com a ocorréncia de
mutacBes no gene que codifica para esta enzima, determinando a expressdo de uma proteina
desprovida de acdo bioldgica ou até a ndo expressao da mesma. Além disto, segundo Costa et
al., (2011) a habilidade de S. aureus em coagular o plasma é varidvel em funcdo da espécie
animal doadora, o que em tese também poderia justificar o falso-fenétipo de coagulase
negativo.

A capacidade dos Staphylococcus sp. em coagular o plasma esta relacionada com sua
viruléncia, conforme apontam diferentes autores (TOMAZI et al., 2014). Desta forma, uma
questdo importante é avaliar se estes isolados de S. aureus coagulase negativos ainda se
conservam virulentos para a glandula mamaria bovina como os isolados cléssicos de S. aureus
coagulase positivos. Em relacdo aos fatores de viruléncia pesquisados no presente estudo, estes
isolados exibiram um espectro de viruléncia diferente daquele observado para a maioria das
demais espécies identificadas (p<0,05). Estes apresentaram resultados negativos para 0s genes
codificadores de enterotoxinas A-E, no entanto, 50% deles apresentaram positividade para os
genes icaAD e 67% foram positivos para os genes codificadores de hemolisinas, além de
expressarem-nas in vitro. Estudos mais detalhados sobre outros fatores de viruléncia que
possam estar presentes nestes isolados e a sua relacdo com hospedeiro bovino, tais como
reflexos na CCS, envolvimento em infecgdes persistentes, dentre outros aspectos, devem ser
realizados para se avaliar a real importancia destes isolados atipicos de S. aureus.

Por meio do software MALDI BioTyperTM (Bruker Daltonics, EUA) foram gerados

dendogramas com base na similaridade dos perfis protéicos dos microrganismos (Figura 1).
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Nota-se que entre os isolados identificados como S. chromogenes, a maioria foi agrupada em
um mesmo cluster 3 (azul), congregando 52 dos 88 isolados (59,09%). Entre os isolados de S.
simulans (4), trés foram inseridos no cluster 5 (roxo). Estes resultados sugerem alta similaridade
perotéica entre os isolados de uma mesma espécie. De forma semelhante, todos os isolados
identificados como S. aureus (6) e como S. epidermidis (5) foram agrupados no cluster 1
(verde), sugerindo também maior similaridade protéica entre as duas espécies. Por outro lado,
entre 0s nove isolados identificados como S. hyicus, trés foram agrupados no cluster 2
(vermelho), quatro no cluster 4 (amarelo) e dois no cluster 3 (azul), sugerindo maior
variabilidade no espectro protéico dentro desta espécie.

A intoxicacdo alimentar associada a cepas de Staphylococcus capazes de produzir
enterotoxinas termoestaveis € uma das causas mais prevalentes de gastroenterite humana em
todo 0 mundo (DINGS et al., 2000; JGRGENSEN et al., 2005). Alimentos de origem animal,
especialmente leite e produtos lacteos, representam a principal fonte de cepas toxigénicas de
Staphylococcus (BENDAHOU et al., 2008; SCHMID et al., 2009; RALL et al., 2014).

De acordo com Bertelloni et al., (2015), o risco de intoxicacdo alimentar por SCN
relacionado ao consumo de produtos lacteos é considerado de baixo risco quando comparado
com o determinado por S. aureus, por outro lado, esses agentes atualmente representam uma
preocupacao, especialmente para alguns paises, como a Italia, onde o leite cru é disponivel para
os consumidores (PODKOWIK et al., 2013). Além do envolvimento em intoxicacdes
alimentartes em seres humanos, as enterotoxinas estafilococicas promovem a modulacdo da
resposta imune do hospedeiro. As enterotoxinas, bem como a toxina da sindrome do choque
toxico 1 (TSST1) tem acdo de superantigenos, estimulando inespecificamente grandes
populagdes clonais de células, desvirtuando a resposta imune e criando um ambiente mais
propicio para o patdgeno(OMOE et al., 2003).

No presente estudo, todos os isolados testados foram negativos para 0s genes sea, seb,
sec, sed e see que codificam as enterotoxinas A-E, sugerindo que estes fatores de viruléncia
sejam pouco relevantes na patogénese das IIM de bovinos e que tenham pouca relevancia
também nos quadros de intoxicacGes alimentares em seres humanos. Contudo, nossos
resultados diferem daqueles obtidos por XU et al. (2015) que relataram a presenca dos genes
codificadores de enterotoxinas C (sec) em 14,3%, D (sed) em 10,7% e A (sea) em 7,1% dos
isolados de SCN, em um painel de 12 genes codificadores de enterotoxinas testados.

As hemolisinas sdo consideradas fatores de viruléncia relevantes em Staphylococcus.

Estas, além de ocasionarem a lise de hemacias, lisam também outros tipos celulares, causando
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lesBes teciduais no hospedeiro, fornecendo os nutrientes necessarios para o0 crescimento
bacteriano (MORAVEJI et al., 2014). Segundo Dinges., (2000) a hemolisina alfa, a mais
frequente entre os isolados de SCN do presente estudo, é a considerada um dos principais
fatores de patogenicidade em S. aureus, em funcdo dos seus efeitos hemoliticos,
dermonecréticos e neurotoxicos.

A producao de hemdlise ¢ bastante varidvel entre os SCN, sendo uma caracteristica mais
marcante entre os SCP (QUINN et al., 1994). No presente estudo, observou-se que a maioria
dos isolados (78,86%) foram destituidos de atividade hemolitica em agar sangue e que apenas
4,87% dos isolados apresentaram conjuntamente os genes hla e hlb e que 16,26% dos isolados
apresentaram o gene hla. Em estudos realizados por Martins et al., (2017), verificou-se que a
maioria dos isolados de S. aureus possuia 0 gene hla (96,4%) e / ou hlb (92,9%), o que sugere
maior importancia destes fatores de viruléncia nas IIM ocasionadas por SCP em relacdo aos
SCN, de acordo com os resultados obtidos em nosso trabalho.

Os resultados dos testes moleculares para prospeccdo dos genes codificadores de
hemolisinas o e B e dos testes fenotipicos realizados para avaliar in vitro a producdo das
mesmas, no presente estudo, sugerem que estes fatores de viruléncia sejam de pouca relevancia
na patogénese das IIM ocasionadas por SCN em bovinos.

A capacidade de Staphylococcus sp. em produzir biofilme tem sido associada a
persisténcia das 1IM, protegendo as bactérias contra os mecanismos de defesa do hospedeiro e
da acdo dos antimicrobianos (GRECO et al., 2008). Segundo Melchior et al., (2006), a formacéo
do biofilme desencadeia mudancas genéticas e consequentemente fisiolégicas nos patdgenos
que propiciam, além do escape ao sistema imune, a perda de suscetibilidade a virtualmente
todas a classes de antimicrobianos.

Nos testes fenotipicos 78,85% dos isolados testados foram capazes de produzir biofilme
in vitro, entretanto, o gene icaAD foi encontrado em somente 7,31% dos isolados. Corroborando
0S nossos resultados, em estudo realizado por(MARTINS et al., 2017) o operon icaADBC foi
encontrado em somente 8,9% dos isolados de SNC.

A elevada proporcdo de isolados fenotipicamente positivos para a expressdo de
biofilmes e resultados negativos nos testes genotipicos para 0s genes icaAD sugerem que outros
genes possam estar envolvidos na expressdo de biofilmes. De fato, Martins et al., (2017)
relataram a presenca do gene bap, que codifica uma proteina associada a formacéo de biofilmes
em Staphylococcus, em 14,3% dos isolados de SCN. Noutro estudo sobre viruléncia em SCN,

XU et al. (2015) relataram a presenca deste mesmo gene em 10,5% dos isolados testados.
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Existem poucos estudos referentes a suscetibilidade de SCN aos antissépticos. A maior
parte dos trabalhos se refere a avaliagdes em S. aureus e outros patdgenos mais relevantes na
etiologia da mastite bovina. Em relacéo aos testes de susceptibilidade aos antissépticos testados,
os resultados demonstraram que a maior parte dos mesmos apresentou acéo inibitoria contra os
isolados de SCN em baixas concentracdes, exceto o glutaraldeido, frente ao qual 80,49% dos
isolados foram resistentes na concentracdo de 2%, e o0 acido peracético que exibiu também baixa
eficiéncia antimicrobiana em relacdo aos demais antissépticos, tendo sido verificado que mais
que 50% dos isolados foram resistentes na concentracao de 0,5%.

A maioria dos antissépticos avaliados exibiu agdo bactericida na concentracao
correspondente a CIM, com excecdo do glutaraldeido que apresentou a¢ao bacteriostatica frente
a 100% dos isolados susceptiveis as concentra¢des < 2% (Tabela 7).

Estudos realizados por Fonseca., (2000) relataram que os melhores resultados no pds-
dipping foram obtidos para o iodo (0,7-1,0%), clorexidina (0,5-1,0%) e cloro ativo (0,3-0,5%).
Em estudo realizado por Ramalho et al., (2012), em rebanhos bovinos do Estado de Alagoas
(Brasil), foram verificados altos indices de susceptibilidade in vitro de S. aureus frente a
clorexidina, hipoclorito de sodio, iodo e amonia quaternaria.

N&o obstante nossos resultados in vitro terem apontado boa eficiéncia dos antissépticos
avaliados, contra os patdgenos causadores da mastite, excecdo ao glutaraldeido e ao acido
peracético, estudos in vivo devem ser realizados para avaliar toxicidade dos mesmos para a
glandula mamaéria e riscos decorrentes de residuos eventuais dos mesmos no leite.

Segundo Pedrini e Margatho (2003), na maioria das propriedades estudadas, 0s
desinfetantes séo escolhidos por habito de uso, facilidade de aplicacdo ou preco. No entanto,
diferentes estudos apontam que o fenémeno da resisténcia nao se restringe aos antibacterianos
e que o0 uso continuado e indiscriminado de antissépticos, inclusive em baixas concentracgdes,
pode estimular a resisténcia cruzada aos antibacterianos. Jutkina et al., (2018) demonstraram
que o triclosano e a clorexidina mesmo em baixas concentragdes poderiam estimular a
transferéncia horizontal de genes de resisténcia, contribuindo para o desenvolvimento de
resisténcia aos antimicrobianos. Noutro estudo, Kampf, (2018) relatou o efeito de 13 biocidas
em concentragdes subinibitorias sobre bactérias Gram-negativas. O cloreto de benzalcdnio foi
associado a uma maior frequéncia de resisténcia frente a ampicilina, cefotaxima e
sulfametoxazol. A exposicdo a concentragfes subinibitorias de clorexidina incrementou a

resisténcia a ceftazidima, sulfametoxazol, imipenem, cefotaxima e tetraciclina. A resisténcia
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cruzada aos antibioticos também foi relatada em subconcentracGes de triclosano, octenidina,
hipoclorito de sodio e cloreto de didecildimetilaménio.

No que se refere a suscetibilidade a antimicrobianos, foram encontrados 44 perfis
diferentes entre os isolados. O perfil 3, que congrega os isolados susceptiveis a todos as classes
antimicrobianas testadas, foi o mais frequente (15,45%). Para a tetraciclina, 88 isolados de S.
chromogenes 53 (60,28%) foram resistentes, sequido de S. epidermidis e S. hyicus, com 100%
e 66,6% de resisténcia. Entre os seis isolados de S. aureus 33,3% foram resistentes a tetraciclina.

Um alto indice de resisténcia a eritromicina foi observado na populacdo de SCN
estudada: entre os isolados de S. chromogenes 40 (32,52%) foram resistentes, seguido por S.
hyicus (44,4%), S. epidermidis (50%), e S. aureus (33,3%).

Foram observados altos indices de mdltipla resisténcia para S. haemolyticus, com 80%
dos isolados multiressistentes, seguido de S. epidermidis (66%), e S. warneri (50%). De acordo
com estudos realizados (SAMPIMON et al., 2011; FREY et al., 2013; MELO et al., 2018) S.
epidermidis é frequentemente associado a resisténcia a multiplos farmacos.

Entre os isolados de SCN dos anos de 2004 a 2007, observou-se a multirresisténcia em
36,58% dos isolados, enquanto naqueles obtidos ano de 2018 este indice foi de 39,02%,
sinalizando o incremento, embora ndo significativo (p>0,05), dos indices de resisténcia ao
longo do tempo na populagdo estudada. Verificou-se ainda que 5,69% destes foram resistentes
a cinco classes diferentes de antimicrobianos. Estes resultados sugerem aumento da pressdo
seletiva na populacédo, provavelmente em funcéo do uso indiscriminado de antimicrobianos na
pecuéria leiteira.

Em estudo realizado por Costa (2013) com Staphycoccus coagulase positivo (SCP) de
mesma origem temporal e espacial dos isolados de SCN aqui avaliados, os autores verificaram
que o indice de maultipla resisténcia (18,15%) foi inferior ao observado para SCN no presente
estudo (36,58%). Corroborando nossos resultados, Dorneles, (2018) verificaram que a
multirresisténcia em SCN (50%) foi maior que a observada para S. aureus. Noutro estudo
realizado por Mesquita et al., (2018) envolvendo SCP isolados de leite de tanques de expanséo
de rebanhos do sul de Minas Gerais/Brasil, foram observados niveis elevados de isolados
multiressistentes (30%), mas inferiores aos observados para os isolados de SCN avaliados no
presente estudo. Nossos resultados, corroborados pelos estudos supracitados, demonstram que
a resisténcia em SCN nos ultimos anos tem sido maior que em SCP.

A resisténcia mais comum entre os SCN de origem bovina ¢ a producédo de B-lactamase

gue confere resisténcia a benzilpenicilina e aminopenicilinas, mas também tem sido relatada
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resisténcia a aminoglicosideos, tetraciclinas e macrolideos (TAPONEN et al., 2016). Diversos
estudos tém apontado alta resisténcia para alguns dos antimicrobianos utilizados na pecuaria
leiteira, tal como as penicilinas e tetraciclinas, o que gera preocupa¢fes na salide humana e
animal. Tal fato pode estar relacionado a varios fatores, tais como a posologia inadequada dos
medicamentos e ao uso intensivo que aumenta a presséo de sele¢cdo sobre 0s micro-organismos
resistentes na populacdo (DORNELES et al., 2018). De acordo com Jutkina et al., 2018) o uso
de antimicrobianos comuns em concentra¢es subinibitorias poderia facilitar a propagacéo
horizontal de genes de resisténcia aos antibacterianos entre bactérias. Estes pesquisadores
verificaram que a tetraciclina na concentracdo de 10 pg/L, equivalente a 1/150 da concentragéo
inibitéria minima (CIM), foi capaz de induzir a transferéncia horizontal de genes de resisténcia.

A diversidade de perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos, os altos indices de
resisténcia e o fenémeno da multirresisténcia verificados no presente estudo salientam a
importancia de monitoramento permanente dos indices de resisténcia entre os patdgenos
envolvidos na etiologia da mastite bovina, visando o uso mais racional dos antimicrobianos e a

mitigacdo do fendmeno crescente da resisténcia.

8 CONCLUSOES

A técnica de MALDI-TOF apontou a presenca de oito espécies diferentes na populacédo
de SCN estudada, tendo sido Staphylococcus chromogenes a espécie mais frequente.

Os testes genotipicos apontaram uma baixa frequéncia dos genes de viruléncia na
populagéo estudada, sugerindo que sejam pouco relevantes na patogenia das I1M ocasionadas
por SCN.

Os testes fenotipicos in vitro apontaram uma baixa proporcao de isolados produtores de
hemolisinas e uma elevada frequéncia de isolados que expressaram o biofilme.

Os antissépticos testados apresentaram boa a¢do inibitoria contra os isolados de SCN,
exceto glutaraldeido e acido peracético.

Os testes de CIM para antimicrobianos demonstraram a existéncia de 44 perfis de
suscetibilidade entre os isolados de SCN e a ocorréncia do fendmeno da multirresisténcia em

parcela expressiva da populagéo estudada.
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