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RESUMO

SANTOS, R. P. Identificacdo e caracterizacao de Staphylococcus aureus isolados
de fossa nasal e glandula mamaria de vacas leiteiras por diferentes métodos
[Identification and characterization of Staphylococcus aureus isolated from the nasal
cavity and mammary gland of dairy cows by diferente methods].

Staphylococcus aureus é considerado o patégeno de maior importancia na mastite
bovina devido a dificuldade de seu controle em rebanhos leiteiros associados
principalmente a baixa resposta a antimicrobianoterapia e aos diversos fatores de
patogenicidade que possuem. Representa também importante problema de saude
publica, relacionado principalmente as amostras de S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA) de origem animal. O ubere da vaca é a mais importante fonte de S. aureus. No
entanto, este patdégeno pode ser isolado de varios locais extra mamarios (ex. fossas
nasais e pele) no animal, sendo provavel que essas fontes sejam fémites importantes,
muitas vezes nao devidamente consideradas na epidemiologia das infeccdes
intramamarias por este patégeno. Diante desse contexto, o objetivo do presente estudo
foi caracterizar os isolados de S. aureus provenientes de glandula mamaria e fossas
nasais. Para tal, foram utilizadas 379 amostras bacterianas oriundas de casos de
mastite subclinica persistente e transiente, e swab nasal de vacas de duas fazendas
comerciais nos municipios de Quartel Geral (Rebanho 1) e Juiz de Fora (Rebanho 2),
localizados no estado de Minas Gerais, Brasil. A identificacdo dos isolados de S. aureus
foi realizada conforme preconizado pelo National Mastitis Council e confirmadas
posteriormente por métodos automatizados (MALDI-TOF) e moleculares (como 16
srRna, aur-nuc e Spa-typing). A concentracao inibitéria minima (MIC) a antimicrobianos
comumente empregados na medicina veterinaria utilizados foi determinada pelo
aparelho VITEK® 2 compacto. Ademais, o perfil fenotipico de S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA) deu-se por teste de difusdo em agar utilizando discos de oxaciclina e
cefaloxitina e no aparelho automatizado VITEK® 2 compacto, e confirmados pela
deteccao dos genes mecA, por PCR. Das 379 amostras totais, 126 foram selecionadas
para a realizacao das analises moleculares, levando-se em consideracdo os casos de
mastite subclinica persistente e transiente e amostras de swab nasal. Das 126, 116
foram identificadas como S. aureus nos testes moleculares e dessas, apenas 94 foram
possiveis de serem identificadas pelo spa-typing. Foram encontrados quatro tipos spa,
t605, t198, t127 e t089 representando 94,68% (89/94), 1,06% (1/94),1,06% (1/94) e
3,19% (3/94), respectivamente. Os dois primeiros tipos, referentes a amostras de leite
e os dois ultimos, de amostras de swab nasal. Para as analises de sensibilidade aos
antimicrobianos e CIM, os resultados encontrados foram a alta ocorréncia de
multirresisténcia e a auséncia de resisténcia a meticilina detectados pelos genes para a
tipificagdo mecA. No estudo nao foi estabelecida relagao entre a colonizagdo nasal de
S. aureus e a infecgao intramamaria nos animais estudados. Além disso, os isolados de
S. aureus das infeccbes intramamarias transitérias e persistentes nao diferiram pela
tipificagdo do spa, sugerindo que a persisténcia da infecgdo tenha sido determinada
principalmente por fatores individuais de cada animal. De acordo com o que se tem
conhecimento, este foi o primeiro trabalho, até o momento realizado no Brasil, de perfil
de resisténcia por tipagem pelo método spa typing, em isolados de S. aureus de casos
de mastite persistente e transiente e nicho extra mamario (swab nasal).

Palavra Chave: Mastites, Staphylococcus aureus, antibiograma, spa-typing, MRSA.



ABSTRACT

SANTOS, R. P. Identification and characterization of Staphylococcus aureus
isolated from the nasal cavity and mammary gland of dairy cows by diferente
methods. [Identificacdo e caracterizagdo de Staphylococcus aureus isolados de fossa
nasal e glandula mamaria de vacas leiteiras por diferentes métodos]

Staphylococcus aureus is regarded as one of the most important pathogens in bovine
mastitis due to the difficulty of its control in dairy herds associated mainly with the low
response to antimicrobial therapy and the various virulence factors. It should be noted
that S. aureus represents an important public health problem, mainly related to
methicillin-resistant S. aureus (MRSA) of animal origin. The cow's udder is the most
important source of S. aureus. However, this pathogen may be isolated from several
extra mammary sites (i.e. nasal cavities and skin) in the animal, and these sites are likely
to be important sources, often not adequately considered in the epidemiology of
intramammary infections by this pathogen. In this context, the objective of the present
study was characterize S. aureus isolates from mammary gland and extra mammary site
(nasal carriages). For this purpose, 379 bacterial samples from cases of subclinical
mastitis and nasal swab from two commercial farms were used in the municipalities of
Quartel Geral (Herd 1) and Juiz de Fora (Herd 2) both located in Minas Gerais State,
Brazil. From those bacteria samples, for spa typing, we selected 116 S. aureus strains
from of persistent and transient intramammary infections and nasal swab. The
identification of S. aureus isolates was performed as recommended by the National
Mastitis Council, which were later confirmed by automated methods (such as MALDI-
TOF) and molecular biology (such as 16 srRNA, aur-nuc and spa-typing). The minimum
inhibitory concentration (MIC) to antimicrobials commonly used in veterinary medicine
used was determined by the VITEK® 2 device. In addition, the phenotypic profile of
methicillin resistant S. aureus (MRSA) was determined by agar diffusion test using discs
of oxaciclin and cephaloxitin, besides the automated VITEK® 2 automated apparatus,
and confirmed by detection of mecA genes by PCR. Here, we found four spa types, t605,
t198, 1127 and t089 representing 94.68% (89/94), 1.06% (1/94), 1.06% (1/94), 3.19%
(3/94), respectively. The first two spa-typing become from milk samples and the last two
spa-typing are from nasal carriages. For antimicrobial susceptibility and MIC analyzes,
the results were the high occurrence of multiresistance and absence of methicillin
resistance detected by the genes for mecA gene. Also in the study, no relationship
between the S. aureus nasal carriage and the the intramammary infections in dairy cattle
was found. Furthermore, the S. aureus isolates from transient and persistent
intramammary infections did not differ by spa-typing, suggesting that the persistence of
infection was mainly determined by cow factors. To the best of our knowledge, this is the
first study carried out in Brazil that determine the resistance profile and the spa-typing
method performed in S. aureus isolates from cases of persistent and transient mastitis
and extra mammary niche (nasal swab).

Key words: Mastitis, Staphylococcus aureus, antibiogram, spa-typing, MRSA



1. INTRODUGAO

O Brasil se distingue como o detentor de um dos maiores rebanhos leiteiros do mundo
e ocupa lugar de destaque na producao. Porém, ser grande produtor de leite ndo basta
e parametros de sanidade, seguranga e qualidade devem ser também priorizados. Para
garantir a seguranca e qualidade do leite, medidas importantes incluem adog¢do de
praticas de higiene, controle sanitario do rebanho, resfriamento do leite nas
propriedades e condi¢cdes adequadas de transporte.

Dentre os fatores que impactam no processo produtivo do leite, destaca-se a mastite
bovina, por sua relevancia. Nao apenas pela reducdo expressiva da producido, mas
também pelo descarte e perda de qualidade do leite e dos derivados lacteos, e
sobretudo, pela dificuldade de controle nos rebanhos, associados principalmente a
tratamentos inadequados, com uso indiscriminado de antimicrobianos.

Neste contexto, a mastite € considerada a enfermidade de maior impacto na pecuéria
leiteira mundial. Entre os patdégenos causadores da mastite bovina, Staphylococcus
aureus se destaca. A principal fonte de S. aureus nas infec¢des intramamarias (I1IM) € o
Ubere da vaca, no entanto pode também ser isolado de sitios extra mamarios, como
fossas nasais, levando a acreditar que os animais poderiam atuar como possiveis
portadores e por isso, terem relevancia na epidemiologia da mastite.

Adocao de tratamentos inadequados pode favorecer o aparecimento de cepas
multirresistentes e, consequentemente, a permanéncia desses patdgenos nos
rebanhos.

S. aureus pode adquirir resisténcia a meticiina (MRSA - Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus) devido a aquisicdo do gene mecA. Varios estudos,
direcionados para a caracterizacdo desses isolados, consideram que tanto MRSA de
origem humana, como de origem animal, estdo associados a problemas terapéuticos
em infeccbes. Na Europa, MRSA de origem animal € um problema de saude publica.
Entretanto, estudos no Brasil relacionados com a caracterizacao e perfil de resisténcia
de MRSA de origem animal sdo escassos.

O desenvolvimento de sistemas de tipagem tem contribuido de maneira importante para
o rastreamento e compreensao da disseminacao de varios patégenos. Ademais, 0 uso
de analises automatizadas, bem como o uso de estudos protedmicos estdo sendo cada
vez mais utilizados para diagnéstico rapido na etiologia de infec¢des bacterianas em
humanos e animais.

Estratégias de controle de mastites causadas pelo S. aureus tém tido pouco sucesso,
possivelmente em virtude de conhecimento insuficiente sobre caracteristicas e
especificidades das amostras, fatores de patogenicidade relacionados ao processo de
infecgdo e sobre a importancia dos diferentes reservatorios, vetores e mecanismos de
dispersao.

Desse modo, o objetivo do atual estudo ao caracterizar amostras do patdgeno foi
fomentar informagdes que subsidiem a melhor compreensdo da epidemiologia das

11



mastites causadas por S. aureus no Brasil. Nesse sentido, o diagndstico rapido e eficaz,
o conhecimento mais detalhado sobre a dindmica das IIM por S. aureus, o conhecimento
da distribuicdo de agrupamentos de S. aureus dentro e entre rebanhos leiteiros e sua
relacao filogenética no espaco e no tempo e o perfil de resisténcia aos antimicrobianos
sdo consideragdes fundamentais que podem auxiliar na formulagéo de estratégias para
reduzir a propagacgao da infecgao.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar por diferentes métodos e realizar a caracterizacdo molecular de tipos
de S. aureus isolados de glandula mamaria e de fossas nasais de vacas leiteiras.

2.2 Objetivos especificos

= |[solar e caracterizar, por biologia molecular, tipos de S. aureus de fossas
nasais e de leite de vacas com mastite subclinica persistente e transiente;

= Associar a CCS, cura bacteriolégica e persisténcia da infecgcado
intramamaria, perfil de resisténcia aos antimicrobianos, inclusive meticilina
(MRSA) aos diferentes tipos de S. aureus;

= Avaliar a dindmica de infeccdo intramamaria causada por S. aureus
associados a bovinos e sitio extra mamario (fossas nasais).

= Avaliar diferentes métodos para deteccido e confirmacao de S. aureus de
amostras de leite e de swabs nasais de vacas.

13



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Producao e qualidade do leite

Segundo Brasil (2011), entende-se por leite o0 produto oriundo da ordenha completa e
ininterrupta, em condigdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas. E considerado um alimento acessivel, rico em nutrientes, indispensavel
para o recém-nascido e fundamental em muitas dietas. Seu consumo, assim como de
qualquer produto lacteo, varia consideravelmente entre as diferentes regides do planeta,
podendo chegar a 180 Kg de leite anual per capita na Finlandia e menos que 60 Kg em
paises como Brasil e Japao (FIL, 2011).

O leite de vaca possui aproximadamente 87% de agua, 4,7% de lactose, 4% de lipideos,
3,5% de proteina e 0,8% de minerais. Sua composi¢céo pode ser alterada por diversos
fatores. Dentre eles, destacam-se: raga, idade, estagio de lactagao, nutricdo, estado
fisioldgico do animal e estado de saude do ubere.

Por se tratar de uma fonte rica de nutrientes e possuir um valor de pH préximo da
neutralidade, favorece a multiplicagdo de diferentes espécies de micro-organismos. A
microbiota presente no leite cru pode variar muito e abranger diversos géneros. Estes
micro-organismos sao primariamente bactérias, mas fungos filamentosos e leveduras
podem se multiplicar igualmente no leite (Walstra, et al., 2001).

Dentre as bactérias presentes no leite, incluem-se as de interesse alimentar,
tecnoldgico, deteriorantes e patogénicas. Essas duas ultimas tém efeito negativo na
qualidade do leite e de seus derivados e representam muitas vezes, um problema de
saude publica.

A producao de leite de boa qualidade é um desafio que pode ser alcancado desde que
algumas medidas sejam tomadas; comegando pela obteng¢ao do leite cru até a chegada
a industria. A qualidade deve ser priorizada e praticas de higiene, bom manejo
nutricional, controle sanitario e resfriamento do leite nas propriedades e no transporte
devem sempre ser observadas e padronizadas pelos produtores (Cerqueira et al., 1999).

Nessa perspectiva, a legislacao brasileira estabelece requisitos minimos de qualidade
do leite cru refrigerado nas propriedades rurais brasileiras. Dentre alguns procedimentos
especificos utilizados para o controle de qualidade da matéria-prima esta a contagem
de células somaticas (CCS).

No Brasil, a CCS do leite de tanque de rebanhos bovinos passou a ser avaliada e
monitorada do ponto de vista legal a partir de 2002 por meio da Instru¢do Normativa 51
(IN 51) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (Brasil, 2002),
que regulamentou o padrao de identidade e qualidade do leite cru refrigerado.

No final de 2011, foi publicada a Instru¢ao Normativa 62 (IN62) (Brasil, 2011), que veio
complementar a IN 51. Em 2016, entrou em vigor a Instrugdo Normativa 7 (Brasil, 2016)
que suplementa a IN 62, prorrogando os prazos e os limites maximos para CCS. Para



as regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste ficou estabelecido valores de CCS maximo de
500.000 células mL™" a partir de 01/07/2014 até 30/06/2018. Ja para as regides Norte e
Nordeste, a partir de 01/07/2015 até 30/06/2019.

A CCS do leite do tanque de expansao é usada em todo mundo como um indicador para
avaliar e monitorar a saude da glandula mamaria (Barkema et al., 2009). Serve de
instrumento para tomada de decisdes na abordagem da mastite, auxiliando em
programas de controle e preveng¢ao a mastite.

A variacado da CCS de vacas em lactagao pode ser influenciada por fatores como idade,
parto, periodo de lactagdo, sazonalidade. No entanto, os principais fatores de variagao
da CCS estdo associados as infecgbes da glandula mamaria causadas por micro-
organismos (Lopes Junior et al. 2012).

Existe diferenca na intensidade do processo inflamatério de acordo com o patégeno
envolvido. Assim, agentes mais patogénicos contribuem com maior aumento da CCS.
Estudos demonstram que uma glandula mamaria saudavel apresenta valores de CCS
abaixo de 100.000 células mL" e que valores superiores a 200.000 células mL" s&o
indicativos de infec¢ao bacteriana intramamaria. No entanto, ndo ha um valor exato que
pode ser usado como referéncia para diferenciar vacas infectadas das nao infectadas
(Schukken et al., 2003).

Philpot e Nickerson (1991) demonstraram relagao inversa entre a producgao de leite e a
CCS (Tabela 1). Quando os valores de CCS extrapolam 200.000 células.mL™" observa-
se aproximadamente uma redugéo de 2,5% na produgéo a cada 100.000 células mL™" a
mais, chegando a uma perda de até 29% na producao.

Tabela 1 — Relac&o entre CCS de leite de tanque, quartos mamarios infectados e porcentagem
na perda de producéo de leite

CCS de leite de Tanque Quartos Mamarios Perda na producao de
(x 1.000 células mL™" ) Infectados (%) Leite (%)

200 6 0

500 16 6

1.000 32 28

1.500 48 29

Fonte: Philpot e Nickerson (1991)

A alta CCS de leite de tanque é associada com maior prevaléncia de mastite subclinica
e patégenos contagiosos da mastite tém relagéo direta com o aumento da CCS. Bradley
(2002) mostrou em seu estudo a variagdo da CCS do rebanho em relagdo a presencga
de patégenos contagiosos da mastite, como S. aureus. Verificou que em rebanhos com
alta CCS (> 700.000 células mL™") a presenga de S. aureus era maior (18,3%) do que
em rebanhos com CCS baixa (< 150.000 células mL™"), onde sua ocorréncia ndo chegou
a 3% (2,2%).

Portanto, o uso da CCS para monitorar a saude da glandula mamaria € uma ferramenta
valiosa para estimar a presenga de 1IM, como por exemplo as IIM por S. aureus.
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3.2 Mastite e Staphylococcus aureus

O conhecimento de doencas contagiosas que acometem o rebanho e o seu
consequente controle dentro das fazendas é crucial para evitar perdas, tanto dentro da
fazenda, como nas industrias de laticinio. Uma das doengas infeciosas que compromete
a saude do ubere mais comuns e dispendiosas na bovinocultura leiteira em todo o
mundo é a mastite (Barkema et al., 2009). Constitui um grave problema em gado leiteiro
com consequéncias econémicas consideraveis (Sousa et al., 2007; Buzzola et al.,2001).

As causas de sua ocorréncia sao principalmente micro-organismos patogénicos. Um
dos patdgenos causadores da mastite bovina mais relevante é o S. aureus. Esse, uma
vez estabelecido no rebanho leiteiro, € de muito dificil erradicacéo (Buzzola et al., 2001;
Barkema et al., 2006; Osteras et al., 2006; Sousa et al., 2007; Langoni et al., 2011;
Dufour et al., 2012; Castafieda Vasquez et al., 2013; Krewer et al., 2013). No entanto,
muitos rebanhos tém alcang¢ado sucesso por meio da implementacao de programas de
prevencao a mastite (Zadoks et al., 2002; Barkema et al., 2006).

A frequéncia de S. aureus como agente causador da mastite em exploracdes leiteiras
brasileiras é elevada, variando entre 17 a 50% (Lee et al. 2012). A prevaléncia de
infeccao da glandula mamaria com S. aureus pode ser reduzida por meio de praticas
eficazes de gestdo da saude do ubere, que abrangem a implementagao de programas
de controle da mastite. Procedimentos de ordenha; correta escolha e uso de
desinfetantes de tetos pds-ordenha; biossegurangca para prevenir a introducédo de
patdgenos; segregacao e descarte dos animais cronicamente infectados; sao aspectos
relevantes desses programas. O sucesso depende ainda da identificagdo precoce de
vacas infectadas por S. aureus e da rapida e adequada intervengao (Barkema et al.,
2006).

Embora o conhecimento esteja disponivel, o insucesso esta associado a falhas na
implementagdo do programa, ndao conformidade com suas estratégias, atitudes do
produtor, falhas no treinamento de pessoal e baixo nivel de encorajamento para a
aplicagao das medidas recomendadas (Barkema et al., 2009).

A transmissdo do patdégeno ocorre principalmente durante a ordenha. Os principais
reservatorios desta bactéria sao os quartos mamarios infectados, a pele do Ubere e tetos
e as maquinas de ordenha representam importantes fontes. Podem ser isolados da pele
€ membranas mucosas de vacas e novilhas, mas podem ser encontrados também nos
alimentos, solo, ar e agua. Fossas nasais, casco, ordenhadores, sala e equipamentos
de ordenha, meio ambiente, pele do ubere, fédmites, entre outros fatores sdo possiveis
fontes de contaminagao do leite (Larsen et. al., 2000; Asperger, & Zangerl, 2001).

Casos subclinicos cronicos de mastite causada por S. aureus resultam em atrofia do
alvéolo mamario, fibrose e micro abscessos, o que limita a agao fagocitica de células e
a acgado de antimicrobianos, causando infecgées profundas no tecido mamario, com
episodios de liberagao de bactérias dos quartos mamarios infectados acompanhados
de altas CCS (Pyorala, et al., 1995; Quinn et al., 2002). Como consequéncia, ha redugao
significativa no potencial produtivo da glandula mamaria, levando a diminuicdo da
produtividade do animal.



Varios fatores de patogenicidade sdo produzidos por S. aureus, incluindo enterotoxinas
e toxina da sindrome do choque toéxico (TSST-1). Embora a pasteurizagao elimine as
células de S. aureus, enterotoxinas termoestaveis geralmente conservam sua atividade
biolégica em leite e produtos lacteos, fato que pode causar intoxica¢des alimentares
estafilococicas no consumidor (Lee et al., 2012).

As taxas de cura de mastite causadas por S. aureus podem variar consideravelmente.
A probabilidade de cura vai depender de fatores individuais da vaca, patdégenos e
tratamento (Barkema, et al., 2006; Souza, 2007).

3.3 Resisténcia a antimicrobianos

A terapia antimicrobiana é uma das principais ferramentas para o controle da mastite
provocado por S. aureus, e a aplicagao de testes de susceptibilidade podem direcionar
a escolha do melhor tratamento. (Barkema, et al., 2006)

Embora haja varios agentes antimicrobianos disponiveis no comércio, a
antimicrobianoterapia muitas vezes se mostra ineficaz, principalmente devido a
administracao incorreta, como por periodos menores que os recomendados, fato que
contribui para uma selegdo de amostras mais patogénicas, com consequentemente
aumento da resisténcia a antimicrobianos, representando riscos a saude humana
(Buzzola et al., 2001; Lee et al.,2012).

O aumento de prevaléncia de S. aureus multirresistentes causadores de mastite bovina
€ grave, principalmente devido a reducao da efetividade dos antimicrobianos, aumento
da morbidade, e dos custos para combater a doenga. Além disso, 0 seu uso
indiscriminado pode favorecer a selecdo de amostras bacterianas resistentes aos
antimicrobianos e levar presenca de residuos nos alimentos, representando riscos a
saude publica (Souza et al., 2012)

Rabello et al. (2005) constataram que a susceptibilidade a varias classes de
antimicrobianos é geralmente observada entre os isolados de bovinos. Observaram-se
44,9% de amostras de S. aureus sensiveis a todos os agentes antimicrobianos testados.
Os isolados de algumas amostras de S. aureus revelaram alta taxa de resisténcia a
penicilina /ampicilina (55,1%).

Resultado semelhante foi encontrado por Lange et al. (1999) que notaram taxa de 43,9%
de amostras de S. aureus resistentes a estas duas drogas. A predominancia de
resisténcia a estes farmacos pode ser relacionada com a sua ampla utilizagao. Eles
estdo entre os antimicrobianos mais utilizados em medicina veterinaria em todo o mundo
(Lange, et al., 1999; Buzzola et al., 2001; Barkema, et al., 2006; Lee et al.,2012).

O monitoramento da resisténcia em S. aureus é importante, pois o uso incorreto de
antimicrobianos € um dos principais fatores que influenciam no aumento da resisténcia.
Tal conduta minimiza falhas terapéuticas e os riscos de desenvolvimento de resisténcia
aos antimicrobianos, problemas bastante atuais nos campos da saude humana e
animal.
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3.4 S. aureus resitente a meticilina - MRSA

Atualmente, MRSA de origem animal € um importante problema de saude publica
(Barkema et al., 2009). O isolamento de MRSA a partir de animais de companhia tem
sido relatado com certa frequéncia. Essa tendéncia esta associada ao aumento de
MRSA em seres humanos. Seu potencial de causar zoonose pode ser confirmado pela
similaridade genética entre isolados de MRSA de humanos e animais e a partir de
relatos de transmissdes entre animais e seres humanos (Peterson et al., 2012).

A resisténcia fenotipica a oxacilina é extremamente variavel e depende da expressao
do gene mecA. Essa variabilidade é reconhecida como heterorresisténcia fenotipica, e
se caracteriza pelo fato de que toda populagéo bacteriana heterogeneamente resistente,
assim como todas as células, carregam o gene mecA, marcador genotipico da
resisténcia. No entanto, nem todas expressam fenotipicamente sua resisténcia da
mesma forma. MRSA sao frequentemente resistentes a maioria dos agentes
antimicrobianos, incluindo aminoglicosideos, macrolideos, cloranfenicol, tetraciclina e
fluorquinolonas (Lee et al., 2012).

Sabe-se que a via de transmissao mais comum do S. aureus € o contato direto durante
a ordenha. No entanto, sua transmissdo pode ocorrer também por contato indireto de
ambientes contaminados, sugerindo a utilidade de se coletar amostras ambientais para
a vigilancia do MRSA (Peterson et al., 2012).

Peterson et al. (2012) estudaram a correlacao entre a positividade de animais MRSA e
0 ambiente. Para desenvolver um método de amostragem ambiental e para determinar
a correlagao entre o animal e positividade MRSA ambiental no ajuste da fazenda, foram
coletadas amostras de cavalos, de vacas e amostras ambientais de varias fazendas dos
Estados Unidos. Os isolados foram identificados por métodos fenotipicos e genotipicos.
Os autores observaram em seu estudo, correlagdes positivas significativas entre as
amostras de MRSA em animais, fossas nasais e em isolados ambientais. Verificaram
ainda que os isolados encontrados eram indistinguiveis pelo método genotipico,
indicando o potencial para uso de amostragem ambiental em substituicdo de
amostragem animal na vigilancia em fazenda. Segundo os autores, devido a
confiabilidade dos resultados encontrados, o método apresentado pode auxiliar no
diagnoéstico de MRSA animal.

Animais portadores de MRSA podem representar grande risco, sendo potencial
reservatorio e fonte ambiental de MRSA. Portanto, métodos eficazes de diagndstico,
prevengao e controle sdo essenciais para evitar sua disseminacio. Caracterizagoes
fenotipicas, automatizadas e moleculares sao ferramentas importantes para estudar
melhor as diferengas e especificidades de amostras bacterianas, seu relacionamento
clonal e sua patogenicidade.

3.5 Caracterizagao Fenotipica de S. aureus

A caracterizagcao de amostras pode ser utilizada para identificar as fontes de MRSA,
para avaliar o papel de portadores, para diferenciar linhagens epidémicas das
endémicas. Estudos de cultura com base na multiplicacdo de micro-organismos em



meio seletivo e sua posterior identificacdo em nivel de género/espécie usando a
caracterizacdo fenotipica, representa a base do conhecimento da diversidade
bacteriana em determinado ecossistema. Embora estes métodos sejam razoavelmente
sensiveis, eles nem sempre permitem a discriminagao de espécies ou amostras, nem a
deteccado das relagdes filogenéticas entre certos grupos de bactérias (Randazzo et al.,
2009).

Apés prévia identificacdo da bactéria, a partir de seu isolamento e enumeracéo, é
possivel estabelecer um perfil fenotipico do S. aureus bovino: bactéria pertencente a
familia Staphylococcaceae, do género Staphylococcus. Sao organismos anaerdbios
facultativos, catalase-positivos, podendo ser oxidase-negativo. Diferenciam-se das
outras espécies de estafilococos por produzirem enzima coagulase, e utilizarem os
acgucares manitol e trealose, com producao de acido apoés a fermentacdo. Em meios de
cultura ndo seletivos, produzem colénias com crescimento satisfatério, € em meios
seletivos (por exemplo em agar contendo 5% de sangue de ovino desfibrinado) a
bactéria se prolifera rapidamente (normalmente préximo de 24 h), produzindo colbénias
de 1 a 3 mm de diametro, convexas, com superficies lisas, bordas circulares, opacas ou
brilhantes, e hemolise. A microscopia, as células apresentam coloragdo Gram-positivo
e formato esférico, que o designa cocos, e que apresenta morfologia de cocos isolados,
aos pares ou agrupados em forma de cachos de uva, com 0,5 a 1,0 ym de didmetro
(Quinn et. al., 2011).

O teste mais importante na identificagdo de S. aureus é a prova da coagulase, que é a
capacidade do micro-organismo, coagular o sangue de ovino, bovino, etc., caracteristica
que o distingue de estafilococos coagulase-negativos (SCN). Além do teste da
coagulase, exames complementares séo indicados a titulo de confirmagdo, como os
testes de catalase, e o teste de Voges Proskauer (VP), entre outros (Bennet & Lancette,
2001).

O Conselho Nacional de Mastite dos Estados Unidos recomenda o teste de VP como
um meio adicional para a diferenciacdo de S. aureus das outras amostras positivas a
prova da coagulase. A reagdo de Voges Proskauer (VP) ou teste de produgdo de
acetoina testa a formacao do acetilmetilcarbinol, também conhecido como acetoina, a
partir da glicose. Em presencga de oxigénio atmosférico e hidroxido de potassio a 40%,
a acetoina é convertida a diacetila e o alfa-naftol atua como catalisador para produzir
um complexo de cor vermelha. Os isolados de S. aureus apresentam elevada (90%)
producao de acetoina, quando comparadas aos isolados de S. intermedius e S. hyicus
(Koneman et al., 2001; Cunha Neto et al., 2002). Dada a possibilidade de resultados
atipicos com as provas diagnésticas em fungdo da origem das cepas, o teste VP é
importante para diferenciar amostras bacterianas.

O teste de antibiograma é também essencial nessa etapa de caracterizagao fenotipica
para verificar a resisténcia /sensibilidade do microrganismo e seguir com a sele¢éo do
antimicrobiano mais adequado ao tratamento dos animais infectados.

A grande vantagem do método de identificagao fenotipica é o isolamento do patégeno
e a realizagdo de antibiograma para selecdo da terapéutica. Entretanto, estes sdo
muito demorados, laboriosos, muitas vezes subjetivos e apresentam dificuldade de
discriminar espécies intimamente relacionadas. Atualmente, métodos de diagndstico
rapidos automatizados tém se tornado comuns, como os que empregam tecnologia de
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protedmica (como o MALDI-TOF- Matrix Associated Laser Desorption-Ionization
- Time of Flight) e os colorimétricos (como o VITEK® 2). Além deles, técnicas
moleculares sdo fundamentais para a identificagao precisa de genes de resisténcia.

3.6 Caracterizagao Automatizada de S. aureus
3.6.1 MALDI-TOF

A sigla MALDI-TOF significa Matrix Associated Laser Desorption-lonization - Time of
Flight. Trata-se de uma aplicacao da espectrometria de massa, que € uma técnica
analitica poderosa, utilizada para identificar compostos desconhecidos, quantificar
compostos conhecidos e elucidar a estrutura e as propriedades quimicas das moléculas.
Basicamente, esta técnica consiste na ionizagdo de atomos ou moléculas (quebrar os
atomos ou moléculas para que fiquem carregadas com mais ou menos elétrons do que
o original) de uma amostra, na separagéo destes atomos ou moléculas em fungéo da
sua relagdo massal/carga (m/z) e em seguida sua identificacdo e quantificacdo
(Schulthess et al., 2014; Werner et al., 2012; Dec et al., 2016).

Diferentes abordagens desta técnica, baseadas em varios sistemas de ionizacéo e
detecgao, tém sido desenvolvidas. Atualmente, um dos métodos mais amplamente
utilizados para a analise de biomoléculas é o de ionizagdo por dessorcao a laser
assistida por matriz, cuja sigla em inglés € MALDI (Matrix Assisted Lazer Desorption
lonization), seguido pela detecgdo em um analisador do tipo tempo de voo, sigla TOF
(do inglés Time of flight) (TanaKa, 2003; Wieser et al., 2012).

Resumidamente, a técnica da MALDI-TOF consiste na deposicdo de uma determinada
amostra em uma matriz capaz de fornecer prétons ou H* para o processo de ionizagao
dos componentes da amostra. Quando esta matriz absorve a energia emitida por um
laser, ocorre a transferéncia de prétons da matriz para os componentes da amostra e
ao mesmo tempo desencadeia-se um processo de dessor¢cdo, o que possibilita a
passagem da amostra do estado sélido para o gasoso. Dessor¢ao € um fenémeno pelo
qual uma substancia é liberada através de uma superficie. Os componentes da amostra
ionizados e dessorvidos sao direcionados para o analisador TOF, onde sao acelerados
através de um campo elétrico dentro de um tubo a vacuo (sem qualquer gas ou molécula
presente, como o espaco sideral), até que atinja o detector. Neste tubo a vacuo, os
componentes da amostra sdo separados de acordo com suas m/z, chegando ao
detector em diferentes tempos (Croxatto et al, 2012)

Por se tratar de uma técnica de alta sensibilidade, mesmo em reduzida quantidade de
amostra, e de alto rendimento de analises, esta tem sido amplamente utilizada para a
caracterizacao de micro-organismos, atendendo a necessidade de diagnosticos rapidos
e precisos para diversas doengas. Além disso, a mesma tem capacidade de analisar
moléculas de massas elevadas e misturas complexas de biomoléculas (Paim et
al.,2013). Considerando todas as vantagens mencionadas, atualmente esta técnica vem
sendo avaliada como método potencial para analises de amostras de leite de vacas com
mastite.



3.6.2 VITEK® 2

Varios sdo os métodos existentes e aplicados na rotina laboratorial. Entre eles estao os
métodos automatizados, como o sistema VITEK® 2 compacto (bioMérieux). O sistema
permite, pelo uso de cartdes especificos, identificar amostras de interesse, bem como
avaliar a susceptibilidade aos antimicrobianos a medida que estabelece valores de
Concentragdes Inibitdrias Minimas (CIM). O cartdo VITEK® 2 que permite a identificagéo
de bactérias Gram-positivo é o cart. n. GP ID card (BioMérieux, Inc., Durham, NC, EUA)
e o que determina a CIM necessaria é o cat. n. AST-GP69 (BioMérieux, Inc., Durham,
NC, USA).

Para determinar a resisténcia microbiana, o sistema utiliza cartbes compactos de
plastico com reagentes que contém antimicrobianos e meios de teste em um formato de
64 pocos. O VITEK® 2 compacto emprega monitorizacdo turbidimétrica do crescimento
microbiano durante o periodo de incubacgao, pelo qual o sistema Ié os cartdes a cada 15
minutos, utilizando trés comprimentos de onda diferentes O cartdo é essencialmente
uma versao miniaturizada e abreviada da técnica de dupla diluicdo para as CIM
determinadas pelo método de micro diluicao relatada por Maclowry & Marsh e Gerlach
(1968). A média de tempo para a obtencao dos resultados € de 4-10 h para bactérias
(Paim et al., 2014).

O cartao contém pocgos, sendo que o pogo de controle positivo determina a forma como
0 micro-organismo se desenvolve sem inibicdo bacteriana. Cada um dos pogos
restantes contém aliquotas, o equivalente a por¢des pré-medidas e pesadas
individualmente, de um agente antimicrobiano especifico combinado com meios de
cultura microbioldgicos (Carbonnelle et al., 2007).

Embora, varios micro-organismos Gram-positivo tenham sido corretamente
identificados pelo sistema VITEK® 2, algumas restricdes desta técnica sdo descritas em
outros trabalhos e levam a falha de deteccgao, principalmente quando as analises se
referem a bactérias incomuns. Posteriormente, ferramentas complementares podem ser
obrigatérias para detecgao precisa de certas amostras em nivel de espécie (Carbonnelle
et al., 2007).

3.7 Caracterizagao Genotipica de S. aureus

O desenvolvimento de sistemas de genotipagem tem contribuido para a compreensao
da disseminagédo de diversos agentes infecciosos e é fundamental para a vigilancia
epidemiolégica de diversas espécies bacterianas (Cooper e Feil, 2004).

A limitacdo das técnicas microbioldgicas tradicionais dificulta o real conhecimento da
comunidade microbiana e seu papel na natureza. A classificagdo baseando-se em
caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas ndao se apresenta muito confiavel para a
avaliagdo da possivel modificacdo da microbiota autdctone de um produto ou regiao.
Portanto, para melhor entendimento da diversidade microbiana e seu papel na
manutencdo do ecossistema, outras técnicas complementares a abordagem
microbiologica classica sdo necessarias. Estudos epidemiolégicos moleculares de
isolados de S. aureus bovino tém mostrado que grande numero de amostras esta
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envolvido na etiologia da mastite bovina mundial e que certos tipos parecem predominar
dentro de regides geograficas (Buzzola et al., 2001).

Métodos de identificacdo baseados na extracdo do DNA ou RNA oferecem a
possibilidade de conhecer o perfil de membros ndo cultivaveis de uma comunidade
microbiana, bem como a distingdo daquelas que sdo metabolicamente ativas (Ndoye et
al., 2011). A escolha dos métodos de tipagem mais adequados estao associados a
fatores como viabilidade, custo, rendimento e reprodutibilidade.

Os sistemas baseados em DNA buscaram solucionar problemas das técnicas
fenotipicas no que diz respeito aos trés principais critérios utilizados para avaliar
sistemas de tipagem: a habilidade de tipagem, reprodutibilidade e poder discriminatorio
(Mulligan; Maslow; Arbeit, 1993). Entre os sistemas de genotipagem existentes,
destacam-se o PFGE que é padrdo ouro para surtos de MRSA (Strommenger et al.,
2006), e o Multilocus Sequencing Typing (MLST) que é o padrédo ouro para estudos
populacionais (Maiden et al., 1998) e spa Typing que é um sistema especifico para S.
aureus, que além de sua simplicidade, rapidez e menor custo, pode ser utilizado tanto
para investigagdes locais de curto prazo quanto para investigagcbes globais de longo
prazo (Koreen et al., 2004).

O conhecimento mais detalhado sobre a dindamica de S. aureus, assim como o
conhecimento da distribuicido de S. aureus em rebanhos leiteiros € uma realidade e
auxilia na formulagao de estratégias para reduzir a propagagéao da infec¢do. Atualmente
varias técnicas moleculares tém sido usadas com o objetivo de entender melhor a
epidemiologia da mastite causada por S. aureus. Alguns dos métodos mais usados
serao descritos a seguir.

3.7.1 PCR - Reacao em cadeia pela DNA polimerase

E uma técnica de amplificacdo de sequéncias especificas de acidos nucléicos por
reacdes de polimerizagdo em cadeia da polimerase que permitem sintetizar em poucas
horas in vitro, uma grande quantidade de determinado fragmento de DNA. Por essa
técnica é possivel isolar, caracterizar e identificar uma ampla gama de bactérias,
incluindo aquelas para quais métodos de isolamento e cultivo em meios de laboratério
ainda nao foram desenvolvidos (Madigan et al., 2010).

A técnica de PCR permite a amplificacdo de uma sequéncia de interesse contida em
uma amostra complexa de DNA e possibilita a adogdo de métodos automatizados para
a analise do genoma. E uma das mais empregadas nas diversas areas do diagnéstico
molecular e de grande utilidade na identificagdo rapida dos micro-organismos que
dispdem de sequéncias de DNA especificas. Tem sido utilizada para o diagnéstico de
doengas infecciosas e, vem sendo empregada como ferramenta na investigagéo
epidemiolégica de varios micro-organismos, como S. aureus (Boss et al., 2011;
Andrade, 2012).

A técnica de PCR apresenta vantagens em relagdo aos métodos tradicionais de
diagnosticos: € confiavel, reprodutivel, rapida, sensivel, especifica na identificacdo de
patdgenos e seus genes de enterotoxinas e altamente discriminatéria. Permite detectar



micro-organismos tanto em células ativas como em inativas, sendo entdo capaz de
identificar S. aureus capazes de produzir toxinas termo resistentes. Entretanto, a
desvantagem é o alto investimento em equipamentos e reagentes para implementacao
na rotina laboratorial e a complexidade da analise (Pereira et al., 2002).

Pensando nessa desvantagem, outras técnicas foram desenvolvidas tendo como base
0s mecanismos da reacao de PCR.

3.7.2 Spa-typing

SPA Typing é uma metodologia especifica para tipagem de S. aureus que consiste em
analisar o polimorfismo do gene da regido X da proteina A de S. aureus. Esta regiao
consiste em regides repetidas de 24 pb que tém sua diversidade atribuida a delagdes
ou duplicagdes ou mais recentemente a mutagdes pontuais (Koreen et al., 2004).

De acordo com cada nova composicdo de base da repeticdo polimérfica encontrada
numa estirpe é atribuida a um codigo de repeticdo unico. A sucessio de repeticado para
uma dada tensao determina seu tipo de spa. O comprimento de repeticao individual
para o spa é geralmente de 24 pb, mas existem excec¢des de 21 a 30. Embora tipagem
de spa seja uma técnica de digitagao de Unico locus, oferece uma resolucao subtyping
comparavel a técnicas mais caras e/ou laboriosas como Multilocus Sequencing Typing
(MLST) e Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE). A técnica é amplamente utilizada
para subtipagem de S. aureus.

Subsequentemente, para a analise e interpretagdo dos resultados, o software
BioNumerics fornece um fluxo de trabalho totalmente automatizado, desde a importagao
de arquivos de rastreamento do sequenciador bruto até a atribuicdo de cddigos de
repeticao e tipos de spa. Todos os problemas ou avisos durante o fluxo de trabalho sao
relatados e podem ser solucionados com um unico clique do mouse.

O BioNumerics sincroniza automaticamente assinaturas de tipo de repeticdo e spa com
o0 SegNet / Ridom Spa Server e adquire instantaneamente novos tipos de spa do Spa
Server. Em colaboragdo com a SegNet e a Ridom GmbH, a BioNumerics utiliza os
protocolos de autenticacédo e de controle de qualidade exigidos pela base de dados do
servidor. Além disso, a BioNumerics oferece uma rica plataforma de banco de dados e
analise, onde os dados de digitagdo de spa podem ser agrupados e analisados (Applied
Maths®, Inc., Austin, TX, USA).

3.8 Diversidade genética de S. aureus

Estudos realizados em todo o mundo sobre a diversidade genética de S. aureus isolados
de vacas com mastite bovina por meio de técnicas moleculares tém revelado que
apenas amostras especializadas sdo responsaveis pela grande maioria dos casos de
mastite em uma fazenda e que algumas dessas amostras de S. aureus podem ter ampla
distribuicdo geogréfica, que podem apresentar diferencas de acordo com a distribuicao
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e ainda que umas podem ser mais contagiosas, patogénicas ou persistentes que outras
(Larsen et. al., 2000; Smith et al., 2005).

De acordo com outros autores, algumas poucas amostras sao responsaveis pelos casos
de mastite em todo o mundo. Esses resultados demonstram que o controle de mastite
deve ser focado sobre amostras especificas de S. aureus causadoras da mastite em um
dado rebanho (Kapur et al., 1995; Larsen et al., 2000; Zadoks et al., 2000; Buzzola et
al., 2001; Mork et al., 2005; Rabello et al., 2005; Lundberg et al., 2014).

A hipotese de que S. aureus humano ndo desempenhe papel importante como fonte de
[IM bovina, e que S. aureus bovino e humano podem constituir subpopulagées distintas
de espécies de S. aureus, foi suportada pelos estudos de Larsen et al. (2000). No
entanto, os autores constataram que as maos dos ordenhadores contaminadas com
leite de animais com mastite podem servir de veiculos de S. aureus, entre os bovinos.
Verificaram ainda, que as mesmas amostras prevalecem por anos no rebanho,
corroborando com relatos de impactos causados pela ineficiéncia do tratamento com
antimicrobianos usados para controle da mastite causada por S. aureus. Enfatizou-se,
portanto, a importancia da melhoria dos tratamentos e maior controle do uso incorreto e
indiscriminado desses medicamentos.

Souza et. al. (2007) reforcaram a teoria de um Unico tipo de amostra principal, e ainda
que esta amostra ndo demonstra especificidade do hospedeiro entre diferentes
espécies animais (ovinos, caprinos, bubalinos e avestruzes) indicando capacidade de
infeccao e colonizacao de todos. Resultados similares foram encontrados por Buzzola
et al. (2001) que verificaram numero limitado de amostras na Argentina. Seus estudos
indicaram prevaléncia de apenas duas amostras, variando consecutivamente, dentro de
um periodo de oito anos.

Mork et al. (2005) investigaram |IM estafilocdcica em gado leiteiro, com énfase na
persisténcia e distribuicao das espécies de estafilococos e gendtipos. Seis espécies de
estafilococos que causam IIM persistente foram encontradas; S. aureus, S.
chromogenes, S. simulans, S. epidermidis, S. haemolyticus e S. warneri. Seu estudo
verificou que apenas uma, ou poucas, amostras de cada espécie causava |IM
persistente em vacas dentro de um mesmo rebanho.

Lee et al. (2007) usaram o método PFGE como ferramenta para identificar a diversidade
de amostras de S. aureus em diferentes locais no interior das exploragbes leiteiras e
como contribuem para a contaminagao do leite a granel. Verificaram alta incidéncia de
amostras de S. aureus em leite cru de tanques de expanséo, e baixa incidéncia no leite
cru colhido de vacas individuais e superficies das maos de ordenhadores. Ainda
notaram alta similaridade entre amostras de S. aureus isoladas a partir do leite cru de
animais individuais e do ambiente de ordenha.

No entanto, de acordo com Haveri et al. (2008), deve-se ter cautela nas interpretagées,
pois amostras idénticas de diferentes rebanhos podem abrigar diferentes genes de
viruléncia e resisténcia. Colocar esses tipos na mesma classe de viruléncia pode ser
uma simplificagdo exagerada. A importancia relativa dos diferentes genes € mal
compreendida. Ha, portanto, a demanda de maiores estudos e melhor entendimento da
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dindmica da mastite estafilocdcica, principalmente em populagdes maiores, tendo como
principais focos: seus sitios de agao, fatores de resisténcia e genes de viruléncia.

3.9 Sitios extra mamarios de S. aureus

O ubere da vaca € a mais importante fonte de S. aureus. No entanto, este patégeno
pode ser isolado de varios locais extra mamarios (fossas nasais, narinas, focinho, pele,
entre outros) no animal, sendo provavel que essas fontes sejam importantes na
epidemiologia das |IM.

Ha mais de duas décadas, estudos realizados por Matos et al. (1991) ja evidenciavam
a existéncia de infecgdes de S. aureus em novilhas nuliparas, sugerindo que outras
fontes, que nao o Ubere da vaca em lactacao, estivessem envolvidas na epidemiologia
da mastite causada por este micro-organismo. Neste estudo, os autores constataram
que embora fontes alternativas representem menor papel na propagagédo da doenca,
medidas devem ser utilizadas para minimizar a propagagao de tais fontes, a fim de
controlar ou mesmo erradicar a mastit