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RESUMO

ALENCAR, Tatiani Abreu. Aspectos das condic¢Bes higiénico-sanitarias em unidades
leiteiras em municipios do Rio de Janeiro e utilizacdo de ferramentas moleculares para
caracterizacdo dos principais agentes bacterianos envolvidos na etiologia das mastites.
2014. 113p. Tese (Doutorado em Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo Agropecuaria). Pro-Reitoria
de Pesquisa e Pds-Graduacdo, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Seropédica, RJ:
UFRRJ, 2014

O sistema agroindustrial do leite tem grande importancia social por se tratar de uma atividade
praticada em todo o territorio nacional. Uma das principais causas de prejuizos econémicos
deste setor, € a inflamacdo da glandula mamaéria, que pode ser causada por diversos
microrganismos. Estes patdgenos podem produzir fatores de viruléncia que permitem a
colonizacdo, infeccdo e escape das células de defesa. Os fatores de resisténcia aos
antimicrobianos permitem que as células bacterianas neutralizem a acdo dos antibi6ticos,
dificultando sua eliminacdo. A adocdo de praticas adequadas de higiene incorporadas ao
manejo é a forma mais eficiente de controle da mastite. Desta forma, é importante conhecer a
realidade de diferentes propriedades, identificar a diversidade bacteriana envolvida na
etiologia dos quadros de mastite e estabelecer o perfil de resisténcia e viruléncia, de modo a
permitir que o conhecimento epidemioldgico dos isolados bacterianos subsidie o
monitoramento dos pontos criticos de controle dentro do ambiente de ordenha. O presente
estudo realizou uma investigacdo epidemiolégica em oito unidades produtoras de leite,
localizadas na mesorregido Sul Fluminense do Estado do Rio de Janeiro. Através da aplicacdo
de um instrumento diagndstico foi detectado que 87,5% das propriedades apresentavam
condic@es insatisfatorias de higiene na linha de ordenha e no abastecimento de agua, abaixo
dos parametros de potabilidade. Foram obtidos 389 isolados do leite, sendo 90% (350/389)
pertencentes ao género Staphylococcus spp. e 10% de bastonetes Gram-negativos (39/389).
Da linha de ordenha foram obtidos 101 isolados, sendo 80,2% (81/101) de Staphylococcus
spp. e 19,8% (20/101) de bastonetes Gram-negativos. Foi detectado a presenca dos genes
icaA e icaD em 15,2% (38/250) e 21,6% (54/250) dos isolados do leite e 11% (11/100) e 20%
(20/100) dos isolados da linha de ordenha respectivamente. O percentual de resisténcia a
oxacilina, dos isolados de Staphylococcus spp., foi de 39,14% (137/350) e 83,16% (84/ 101),
considerando-se o leite e a linha de ordenha, respectivamente. Dentre os isolados da linha de
ordenha, 23% foram positivos para o gene mecA. Ao avaliar diversidade genética através da
técnica de PFGE foi observado que as cepas de Staphylococcus spp. oriundas do leite
apresentaram maior distancia genética quando comparadas as cepas isoladas da linha de
ordenha. Estes resultados apontam que a constante investigacdo dos patogenos circulantes nos
ambientes de producdo leiteira da regido é imprescindivel para elaboracdo de novas medidas
de controle para mastite bovina.

Palavras-chaves: Mastite. Manejo sanitario. Resisténcia antimicrobiana. Viruléncia.



ABSTRACT

ALENCAR, Tatiani Abreu. Aspects of hygienic and sanitary conditions in dairy units in
Rio de Janeiro counties and use of molecular tools to characterize the major bacterial
agents involved in the etiology of mastitis. 2014. 113p. Thesis (Doctorate in Science,
Technology and Agricultural Innovation). Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduagéo,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2014.

The dairy agribusiness has great social significance as it is practiced in a nation wide scale. A
major cause of economic losses in this sector is the inflammation of the mammary gland,
which can be caused by various microorganisms. These pathogens can produce virulence
factors that allow colonization, infection and evasion from immune cells. On the other hand,
resistance factors allow bacterial cells to neutralize the effects of antibiotics, making them
difficult to eliminate. The introduction of appropriate hygiene practices in the dairy herd
management is the most efficient way to control mastitis. Thus, it is important to know the
conditions of different properties, to identify the bacterial diversity involved in the etiology of
mastitis and to establish their resistance and virulence profiles. This will allow the gain in
epidemiological knowledge to assist the monitoring of critical control points within the
milking environment. This study performed an epidemiological investigation in eight dairy
farms, located in the Southern Fluminense Region of Rio de Janeiro State. Through the use of
a diagnostic instrument, it was detected that 87.5% of the properties had unsatisfactory
hygiene conditions in the milking line and in the water supply, which were below potability
parameters. In total, 389 isolates were obtained from milk samples, 90% (350/389) of them
belonged to the Staphylococcusspp. genus, and10% were identified as Gram-negative
(39/389) rods. From the milking line samples 101 isolates were obtained, of which 80.2%
(81/101) were identified as Staphylococcus spp. and 19.8% (20/101) were classified as Gram-
negative rods. The icaAandicaD genes were detected in 15.2% (38/250) and 21.6% (54/250)
of isolates from milk samples, and also in 11% (11/100) and 20% (20/100) of isolates from
the milking line, respectively. The percentage of oxacillin resistance, in Staphylococcus spp.
isolates was of 39.14% (137/350) and 83.16% (84/101), considering milk and milking line
samples, respectively. Among the isolates from the milking line, 23% were positive for the
mecA gene. Evaluation of genetic diversity by the PFGE technique evidenced that
Staphylococcus spp. strains from milk samples showed higher genetic distance when
compared to strains isolated from the milking line. These results show that the constant
monitoring of pathogens in the environment of dairy production in the region is essential for
the development of new control measures of bovine mastitis.

Keywords: Mastitis. Health dairy management. Antimicrobial resistance. Virulence.



RESUMEN AMPLIADO

ALENCAR, Tatiani Abreu. Aspectos de las condiciones sanitarias en tambos lecheros
ubicados en los municipios de Rio de Janeiro y el uso de herramientas moleculares para
caracterizar los principales agentes bacterianos asociados a la mastitis. 2014. 113p. Tesis
(Doctorado en Ciencia, Tecnologia e Innovacién Agropecuaria). Pro-Reitoria de Pesquisa e
Pos-Graduagdo, Universidade Federal Rural Rio de Janeiro. Seropedica, RJ: UFRRJ, 2014,

1 Introduccién

Entre las diversas cadenas productivas que representan la base de la produccién del
pais, la cadena de produccidon de leche puede ser considerada una de las mas complejas y uno
de los agentes méas importantes del agro-negocio brasilefio. Una causa importante de pérdidas
econdmicas en este sector, es la inflamacion de la glandula mamaria, que puede ser causada
por diversos microorganismos. Estos patdgenos pueden producir factores de virulencia que
permiten la colonizacion y la infeccidn. Los factores de resistencia a los antibioticos permiten
que las células bacterianas neutralizen la accion de los antimicrobianos, lo que dificulta su
eliminacién. La adopcidn de practicas de higiene adecuadas es la forma mas eficaz para
controlar la mastitis. La mayor parte del comercio de productos lacteos en el Mercosur se da
entre Brasil y Argentina. Por lo tanto, este mercado ha crecido en importancia en los Gltimos
tiempos. El Mercosur, ha impulsado a los productores de leche de Brasil a adoptar el uso de
las nuevas tecnologias, con el fin de aumentar la productividad y enfrentar el mercado
competitivo. Argentina es uno de los principales paises del Mercosur como un exportador de
leche. En los ultimos afios, las exportaciones a Brasil representaron el 70% del total exportado
por Argentina (GOMES, 2010). En este contexto, el presente estudio tiene como objetivo
describir la realidad del sistema de produccion en cada tambo lechero estudiado mediante la
evaluacion de las condiciones de ordefio y la identificacion de posibles agentes bacterianos en
la leche y su cadena de suministro, mediante el estudio de perfiles de resistencia y virulencia y
la relacion clonal entre los aislamientos por electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE).
Estos datos permiten el conocimiento de los perfiles genéticos de los agentes causantes de
mastitis, y permitiran la comprension de la diversidad de los clones que circulan en el area de
estudio con el fin de mejorar las estrategias de prevencion y encontrar una terapia adecuada
para el desarrollo de programas exitosos.

2 Materiales y Métodos

Ocho tambos lecheros (4 ubicados en Rio Claro-RJ, 1 en Pirai RJ- y 2 en la ciudad de
Paracambi y 1 en el municipio de Seropédica) fueron seleccionados para su estudio. Se realiz6
la evaluacion de las condiciones sanitarias de la linea de ordefie con una herramienta de
diagnostico que contempla las condiciones relacionadas a la limpieza, a la higiene de los
animales y las variables del recinto de ordefie. Para la identificacion y seleccion de animales
con mastitis clinica y subclinica, se empled el "California Mastitis Test" (CMT) en vacas en
lactancia para la identificacion de la mastitis subclinica y el examen fisico de la glandula
mamaria para la identificacion de la mastitis clinica. En cada tambo, se seleccioné el 20% de
los animales positivos al test. La leche se recolectd en viales estériles a partir del ordefio
manual e individual. Las muestras de la maquina de ordefie, de tanque, de equipos y de manos
de los ordefiadores fueron recolectadas utilizando hisopos estériles. Asimismo, se recolectaron



1.000 ml de agua obtenida de grifos y mangueras del recinto de la sala de ordefie de todos los
tambos visitados. Todas las muestras se colocaron en conservadoras refrigeradas con hielo y
fueron enviadas al laboratorio de Bacteriologia Veterinaria de la Universidad Federal Rural de
Rio de Janeiro. Para determinar la presencia de coliformes totales y fecales, se empled el
método del nimero mas probable (NMP), teniendo en cuenta las normas microbiologicas
reglamentadas para el agua potable de consumo humano segun la Ordenanza N ° 518 del 25
de marzo 2004, de la Secretaria de Salud (Brasil, 2004). La identificacion de los
microorganismos se realizd de acuerdo con los protocolos establecidos en la literatura
(Koneman et al, 2008). Luego del aislamiento y de la identificacion de las cepas, se realizaron
las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana segin el CLSI (2012). La deteccién de la
resistencia a oxacilina en Staphylococcus spp. y la produccion de beta-lactamasas en
enterobacterias, se realiz6 de acuerdo con las normas establecidas por el CLSI (2008, 2012).
La produccion fenotipica de biofilm fue evaluada cualitativamente en microplacas utilizando
la metodologia propuesta por Cucarella et al., 2001. La extraccion de ADN bacteriano se
realizd de acuerdo al protocolo optimizado en el Laboratorio de Bacteriologia Veterinaria de
la Universidad Federal Rural de Rio de Janeiro. Una reaccion de PCR multiple se realiz6 para
determinar genes caracteristicos del género estafilococo (Staphylococcus spp.) (Zhang et al.
2004) y de la especie S. aureus (ADNTr) (Straub et al. 1999). Posteriormente, se realiz6 la
deteccidn del gen coa (Karahan y CETINKAYA, 2006). Luego, se realizd la amplificacion de
los genes especificos de la especie S. intermedius (nuc 03:04) segun Silva et al., 2003 y GIS
(PTY), y posterior digestién enzimatica con la enzimaMbol para identificar otras especies de
estafilococos coagulasa positiva (ECP) (BANNOEHR et al., 2007). El estudio de los genes de
resistencia a beta-lactamicos (mecA) en Staphylococcus spp. se realizo de acuerdo a Coelho et
al. (2007). Para la amplificacion de los genes implicados en la produccion de biofilm, icaA e
icaD en Staphylococcus spp. se empleo el protocolo descrito por Vasudevan y col. 2003. La
técnica de electroforesis en campo pulsado se realiz6 de acuerdo con el protocolo descrito por
Saulnier et al (1993) con algunas modificaciones optimizadas en el laboratorio de la
Orientacion Genética Microbiana de la UNRC.

3 Resultados y Discusion

Se encontr6 que el 87,5% de los tambos tenian condiciones poco satisfactorias de
higiene en la linea de ordefie y en el abastecimiento de agua, cuyos pardmetros de potabilidad
fueron bajos. De los 407 vacas estudiadas, fue posible recolectar 272 muestras de leche, que
correspondio a aproximadamente el 20% de los animales positivos al CMT. A partir de las
muestras de leche, se obtuvieron 389 aislamientos, de los cuales el 90% (350/389) pertenecio
al género Staphylococcus spp. y el 10% restante a bacterias Gram-negativas (39/389). De la
linea de ordefie se obtuvieron 101 aislamientos, siendo el 80,2% (81/101) Staphylococcus spp.
y el 19,8% (20/101) bacilos Gram-negativos. Los ensayos de resistencia a antibioticos fueron
realizados mediante pruebas de difusion en disco en las 350 cepas de Staphylococcus spp.,
revelando una mayor resistencia antimicrobiana en las cepas aisladas de la linea de ordefie. Se
encontrd el 80% (200/250) de las cepas resistentes a penicilina en leche y el 89% (89/100) en
los aislados de la linea de ordefie, mientras que se obtuvo un 64% Yy el 54% de resistencia a
tetraciclina en Staphylococcus aislados de leche y de linea de ordefie, respectivamente. Los
datos mostraron que el 67,2% (168/250) y el 56% (56/100) de los estafilococos aislados de la
linea de leche y de ordefie, respectivamente, presentan fenotipo cefoxitina en las pruebas de
resistencia de difusion en disco, sin embargo, éstos cepas fueron negativas para la deteccion
del gen mecA. Por otro lado, un 23% de los aislados positivos al gen mecA (23/100), no
mostraron resistencia fenotipica a la cefoxitina. Estos resultados indican que puede haber



otros mecanismos implicados en la expresion de la resistencia a beta-lactamasas y a la
produccion de otras PBP (SAKOULAS et al. 2001).

Los 39 aislados Gram - negativos (BGN), derivados de leche fueron ensayados para la
prueba de la produccion de beta-lactamasas. La misma revelé que el 51,3% (20/39) de los
aislados fueron resistentes a las cefalosporinas de segunda generacion, el 41% (16/39) y
38,5% (15/39) a ceftazidima y a ceftriaxona (cefalosporinas de tercera generacion),
respectivamente. Asimismo, el 38,5% (15/39) mostrd resistencia a las cefalosporinas de
cuarta generacion. La resistencia a la amoxicilina + clavulanico fue del 84,6% (33/39),
mientras que la resistencia a la penicilina y ampicilina fue 79,5% (31/39) y 100% (39/39),
respectivamente.

Los aislados resistentes a cefotaxima y ceftazidima y sensibles a acido clavulanico
(12,9% -5/39), fueron sospechosos de producir beta lactamasas (BLEE 2be) de amplio
espectro. Pero ningln aislado se caracterizd por ser un productor de la enzima a través de las
prueba de concentracion minima inhibitoria (E-Test) ni de la prueba de extracto
tridimensional de disco. Un total de 53% (21/39) de las cepas mostraron resistencia a la
cefoxitina y fueron sospechosas de producir 3-lactamasas de tipo AmpC.

La produccién de biofilm se detectd en el 84,8% (212/250) y en el 95% (95/100) de
las cepas de Staphylococcus spp. aisladas de muestras de leche como de linea de ordefie,
respectivamente, al ser evaluadas por la técnica de microplaca. Sin embargo, la deteccion de
los genes icaD e icaA fue significativamente menor, detectando el 15,2% (38/250) y el 21,6%
(54/250) de los genes icaD e icaA, respectivamente, en los aislados de leche, y el 11% (11 /
100) y 20% (20/100) en los aislados de linea de ordefie, respectivamente. La baja correlacion
entre los resultados fenotipicos y genotipicos ha sido discutido en la literatura, y entre las
posibles explicaciones surge la dificultad en reproducir las condiciones in vivo para la
produccion de biofilm, las cuales pueden influir en la expresion fenotipica de aislamientos
positivos, asi como la ausencia de ambos genes en otras cepas productoras de implicadas en la
produccién de biofilm, incluyendo la posibilidad de la regulacion por diversas vias
(SIMOJOKI et al. 2012). Un total de 36 cepas de S. aureus se tipificaron mediante la técnica
de PFGE. Los aislados de leche generaron 9 perfiles representativos, mientras que las cepas
de Staphylococcus spp. de la linea de ordefie generaron 3 perfiles. El andlisis de los perfiles
mostré una mayor distancia genética en las cepas de Staphylococcus spp. aisladas de leche
comparadas con las aisladas de la linea de ordefio. Estos resultados indican que la
investigacion constante de los patdgenos que circulan en el ambiente de la produccion lechera
en la region es esencial para el desarrollo de nuevas medidas de control de la mastitis bovina.

4 Conclusion
El control eficiente de la mastitis bovina solo puede lograrse con la asociacion entre la
adopcion de buenas préacticas de gestion y seguimiento de los agentes patdgenos que circulan

en el etomo de produccion.

Palabras claves: Mastitis. Estrategias de control. Resistencia a antimicrobianos. Virulencia.



Figura 1.
Figura 2.

Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

LISTA DE FIGURAS

Mapa de localiza¢do dos municipios do Estado do Rio de Janeiro.....
Armazenamento inadequado dos utensilios utilizados na linha de
(0] (0101 - USSP P ST PR PRPRPRTRIN
Animais presentes na linha de ordenha sujos de lama..............cccc......
Animais deitados sobre matéria Organica...........cccooeeevererenesennene,
Distribuicdo da prevaléncia de mastite clinica e subclinica................
Gréafico representando os percentuais das diferentes espécies de
StAPNYIOCOCCUS SPP.veverreiiriiriiniieiieieie ettt ere s

Eletroforese em gel de agarose dos Genes Staph.e DNAr de
StAPNYIOCOCCUS......cvveiicciiccte et

Gréafico representando os percentuais das diferentes espécies de
bastonetesGram NEQAtiVOS. .........ccuciveieiieseee e
Método de difusao em diSCO........ccceivreeieierieiese e
Gréafico dos percentuais de susceptibilidade dos Staphylococcus

Inducdo da resisténcia pela presenca do disco de imipenem pela
CZ0MNA D7 ——————————

Eletroforese em gel de agarose dos produtos do multiplex-PCR para
0s genes DNATr Staphy (756 pb) e mecA (513 pb)......ccccvveveiiciinennnns

Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR dos Genes
icaA (1315pb) e icaD (381pb) em Staphylococcus spp. isolados de
mastite bovinaem gel de agarosSe...........cccovvireiiiiinene s,

Dendrograma de similaridade dos isolados de Staphylococcus spp.
dalinhade ordenha..........ccoooiiiiiiii

Dendrograma de similaridade dos isolados de Staphylococcus
aureus oriundos de amostras de leite.........ccccevvereiieiie i ere e,

39

39

43
44

45

o1

53

54

57

59



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6

Tabela 7.
Tabela 8.

Tabela 9.

Tabela 10.

Tabela 11.

Tabela 12.
Tabela 13.

Tabela 14.
Tabela 15.

Tabela 16.

Tabela 17.

Tabela 18.

Tabela 19.

Tabela 20.

LISTA DE TABELAS

Zonas de inibicdo avaliadas pelo didametrodos antimicrobianos
ULTHZAOOS. ...t e

Zonas de inibicdo avaliadas pelo diametro dos antimicrobianos
011 1172 Lo [0S

Classificacdo da produgdo de “slime” pelo método da microplaca...

Iniciadores e ciclos empregados para amplificacdo dos genes de
identificacdo das espécies de Staphylococcus spp. coagulase-
POSTTIVOS. ...ttt bbb

Iniciadores e ciclos empregados para amplificacdo dos genes bla de
StAPNYIOCOCCUS SPP...vviveeirieiieeie et erie et

Iniciadores e ciclos empregados para amplificacdo dos genes de
viruléncia de StaphylOCOCCUS SPP.....cververieririinieieiesie e

Caracterizacdo geral das fazendas..........cccocevvreieenieeniesie e

Resultados do instrumento diagnéstico de cada propriedade
VLTS 7: Lo - VOSSP

Probabilidade de semelhanca de fatores de risco para Mastite
bovina entre as propriedades...........cccocvvererineninincee

Relacdo das propriedades, das cidades, nimeros de amostra com
seus respectivos sitios de coleta e nimero de vacas............cccceeuvenen.

Resultados das pesquisas de coliformes totais e fecais em amostras
de aguas das 8 propriedades estudadas...............cceveriererenieieiieineins

Distribuicdo dos isolados bacterianos por sitio de coleta...................

Percentuais de resisténcia encontrados para 0s antimicrobianos
testados em isolados de StaphylocoCcus SPP......c.covvevveveiieveeriecneene,

Distribuigéo dos antibiotipos predominantes...........ccoccevevererieenennens

Distribuicdo dos perfis de resisténcia dos bastonetes Gram
NEGALIVOS. ...ttt ettt bbbt

Distribuicdo dos perfis dos Staphylococcus spp. detectados nos
testes de resisténcia a 0Xaciling............cccevveveiciiiiecce e

Perfis fenogenotipicos relacionado a producdo de slime nos
StAPNYIOCOCCUS SPP..evvrriiiiiiriesiieiieie et
Distribuicdo da produgdo de slime em microplaca dos
StaPNYIOCOCCUS SPP..vvieriieiiieiiie ettt

Origens e grupamentos dos isolados de Staphylococcus spp. da
linha de ordenha pela técnica de PFGE............ccccoevieveiie e

Origens e grupamentos dos isolados de Staphylococcus aureus do
leite pela técnica de PFGE.........ccovvieieii i

Pags

21
22
23
25
25

25
27

30
35
36

37
38

45
48

50
52
55
56
58

61



Anexo 1.

Anexo 2.

Anexo 3.

Anexo 4.

Anexo 5.

Anexo 6.

Anexo 7.

Anexos.

LISTA DE ANEXOS

Instrumento diagndsticodos principais fatores de riscos
rinsecos para mastite DOVING...........cocoveiiiieiiiicce

Antibiotipos de resistencia aos antimicrobianos dos
Staphylococcus spp. isolados da linha de ordenha...................

Percentuais das espécies isoladas do leite de vacas com
mastite clinica e subcliniCa...........ccccvevvriviiieicicie e,

Padrdes eletroforético do DNA cromossémico de S.aureus do
leite clivado com Smal em gel de agarose 0,8% ap0s
eletroforese em campo PulSado..........ccoevverereninineniineeee,

Padroes eletroforético do DNA cromossémico de
Staphylococcus spp. da linha de ordenha clivado com Smal
em gel de agarose 0,8% apds eletroforese em campo pulsado.

Mini manual de bolso contendo orientagdes sobre praticas
adequadas de manejo de ordenha............ccccccevveveiieiie e,

Carta de aceite do artigo “Aspectos das condic¢des higiénico-
sanitarias em unidades leiteiras em municipios do Rio de
Janeiro e andlise dos agentes bacterianos envolvidos na
etiologia das mastites.” na Revista Brasileira de Medicina
VEteIINATIA.” ....oviiiiiiiiiii e

ALENCAR, T.A.; MENDONCA, E.C.L.; MARQUES,V.F.;
MELO, D.A.; ROJAS, A.C.M.; MOTTA, C.C.; SANTIAGO,
G.S.; DUBENCZUK, F.C.; TRIVISOL, P.; COELHO,
S.M.O.; SOUZA, M.M.S. Aspectos das condigdes higiénico-
sanitarias em unidades leiteiras em municipios do Rio de
Janeiro e andlise dos agentes bacterianos envolvidos na
etiologia das mastites. Revista Brasileira de Medicina
Veterinaria. [Aceito para publicagdo]........c.cceovvvervieiesiinnnns

Pags

87

88

89

89

90

91

95

96



LISTA DE ABREVIACOES

APGF = Agua Pepto-Glicofosfatada

ATCC = “American Type Culture Collection”

BHI = Infuso Cérebro Coracéo

Caldo VB = Caldo lactosado verde brilhante

CCS = Contagem de Células Somaticas

CIM = Concentracao Inibitoria Minima

CLSI= “Clinical and Laboratory Standards Institute”
CMT = “California Mastitis Test”

DNA = 4cido desoxirribonucleico
ECN=Estafilococos Coagulase Negativos

ECP= Estafilococos Coagulase Positivos

ELISA= “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”
EMB= Eosina Azul de Metileno

FDA= “Food and Drug Administration”

h = horas

H,O, = peroxido de hidrogénio

KOH = hidroxido de potassio

MH = “Miieller-Hinton”

MAPA=Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do governo brasileiro.

mL = mililitros

mm = milimetros

mM = milimolar

MVF= Agar Manitol Vermelho de Fenol

MRSA = “Methicillin resistant Staphylococcus aureus” - Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina

NaCl = cloreto de sodio

NCCLS: “National Committee for Clinical Laboratory Standards”

nm = nandémetro

NMP = Numero mais provavel

ORSA= Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina

pb = pares de base

PBP = “Penicillin Binding Protein” - Proteina Ligadora de Penicilina
pH = potencial hidrogenidnico

PCR = “Polymerase Chain Reaction” - reacdo em cadeia de polimerase
PFGE = Pulsed-Field Gel Electrophoresis

rpm = rotagdo por minuto

SCCmec = cassete cromossomico de mec estafilococico

S.aureus = Staphylococcus aureus

U = unidades
Ul= unidade internacional
V = volts

VP =“Voges Proskauer”
ug = micrograma

ML= microlitro

°C = graus Celsius



SUMARIO

1. INTRODUGAO . ...ttt ses e
2. REVISAO DE LITERATURA.......cooeieeteeeeeeeeeeere s
2.1. Panorama da Pecudria Leiteira nos Paises do Mercosul....................
2.2. O Complexo Agroindustrial da Pecuaria Leiteira no Estado do Rio
08 JANBITO.....oeieee et et
2.3. MaSLItE BOVING......ccuviiiiiiieiieiicceeeeee e
2.3.1 Principais agentes bacterianos envolvidos na mastite bovina.......
2.3.2 Importancia do monitoramento da resisténcia antimicrobiana em
anNiMais de ProdUGED. .......ccorviriiiiiiiieiee e

2.4 Higiene no Processo de Obtencdo do Leite, Boas Praticas de
Ordenha e suas Implicag¢Oes para Salde PUblica..........ccccoovvviviiviieiennn,
2.5 Técnicas de Tipagem Molecular como Ferramentas para o
Desenvolvimento de Medidas Preventivas em Propriedades Leiteiras.....
2.5.1 PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis).................c..o.o....

2.6 Instrucdo Normativa 62/2011..........ccccoveveiieiecie e

2.7 Importéancia dos Programas de Extensdo Voltados para Capacitagao
Educacional dos Ordenhadores.............ceveereieiinieieese e
3. METODOLOGIA. ...ttt
3.1, Area de EStUTO........coovecereeieeeseceeee et
3.2. Selegao das Propriedades ...........ccoeiererenineeieie e
3.3. Realizacdo do Instrumento DiagnOstiCo..........cccccvevvevieiieieecccienn,
3.4. SeleGao d0S ANIMAIS. ....c..oiiiiririiiieieiee e
3.5.Coleta das AmOstras de Leite........ccooevererieieiieieene s
3.5.1 Amostras da Linha de Ordenha..........c.ccoecveeeieiiinneere e
3.6. Analises BacteriolOgiCas.........ccecvevvevueiieiieie et
3.6.1. Isolamento primario e identificacdo presuntiva............c.cccceeveuenne..
3.6.2. StaphylOCOCCUS SPP...evveivieieiieitieie ettt
3.6.3. ENtErobaCtrias. ........cccviviiiieieieieie e
3.6.4. Analise microbioldgica da dgua...........ccccceevvveiieieiiciiee e,
3.7. Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana...........cccccceocvviveviviieinennn.
3.7.1. Preparo do iNOCUIO.........cccviiieciecc e
3.7.2. Difusao em diSCO SIMPIES........ccciuiiiiriiiiiieeeee e
3.7.3. Agar “screen” para pesquisa de Staphylococcus spp resistentes a
(0D o |11 USSR
3.7.4. Pesquisa de producéo de betalactamases em enterobactérias.........
3.8. Deteccdo Fenotipica de Slime em Staphylococcus spp. Isolados de
Amostras de Leite e da Linha de Ordenha...........cccoooeiiiiiiiiniieicne
3.9. Técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) para a
Amplificacdo dos Genes de Resisténcia e Viruléncia...........c.cccoevvvrvenenn.
3.9.1. Extracdo do DNA bacteriano.........cccccvevveienieiiere e
3.9.2 Amplificacdo dos genes através da técnica de PCR..........ccccccveeenee.
3.10. Eletroforese de Campo Pulsado (Pulsed-Field Gel
Electrophoresis — PFGE).......cccoiiiiiiiii e
3.11. ANAlISE ESLAtiSTICA.......eevveveeieieriesie s

o w

10

11
13

14
14

15
17
17
17
18
18
18
18
19
19
19
20
20
20
20
21

21
22

23
23
23
24

26
26



4.RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......coooeereieereeeesesere e

4.1. Caracterizagdo das Propriedades............cccoereeieienenenesencseeeee,
4.2. Resultados do Instrumento DiagnOStiCo..........cccccevvevieiiiesieeie e

4.3. ANAliSe EStatiStiCa........cvcvveieieierieie e
4.4, Origem das AMOSIIAS........ccvevueiieereeiiesieeseeree e se e s e e eesaesreaneens
4.5. Andlises BacteriolOgiCas.........courueriererereiisi e
4.5.1. Analise microbioldgica da dgua...........cccccvevvveieeieiieiiece e
4.5.2. ldentificagdo bacteriana a partir das amostras de leite e linha de
(0] (0 [T 0] - ST PP PRURPPRPTPRPION
4.5.3. Distribuicdo dos isolados bacterianos e a caracterizagdo da
MASEITE DOVING. ....iiiiiiiii e
4.5.4. Bastonetes Gram-negatiVosS..........ccovrerieieierieneniesie s
4.5.5. Caracterizacdo fenotipica de suscetibilidade dos Staphylococcus
spp isolados do leite e da linha de ordenha...........cccoccvevviiiiencceneee,
4.5.6. Caracterizacdo fenotipica de suscetibilidade dos bastonetes Gram
- negativos isolados do leite e da linha de ordenha...........ccccccoevvverirnnnnne.
4.5.7.Perfil feno-genotipico da resisténcia dos Staphylococcus spp. a
(0D o | 11 DO OSSR
4.6 ProduGao de SHME.........ccveiiiiieiiece e
4.7 Tipagem Molecular Através da Tecnica de Eletroforese em Campo
Pulsado em Staphylococcus spp. Provenientes da Linha de Ordenha e
Leite MaSHItICO.....veivreieeieice e
4.8 Percepcao das Acdes Extensionistas Realizadas............ccccovvvvervennnns

5. CONCLUSODES. ...ttt
6. CONSIDERACOES FINAIS .....ooieeeeeeeeeeeeeeeee e,
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ....cooiteeeeeeeeeeeeeeeeeens
8. ANEXOS. ..ottt ettt et ee et ettt et et ee e

27
27
28
34
35
36
36

37

41
42

44

49

52
55

56
62

63
64
65
87



1 INTRODUCAO

Dentre as diversas cadeias produtivas que representam a base de producdo do pais, a
cadeia produtiva do leite pode ser considerada uma das mais complexas e representativas do
agronegocio brasileiro (SANTINI et al., 2009). O sistema agroindustrial do leite tem grande
importancia social por se tratar de uma atividade praticada em todo o territorio nacional, em
mais de um milhdo de propriedades rurais que, somente na producdo primaria, gerou na
ultima década, acima de trés milhdes de empregos e agregou mais de seis bilhdes a
agropecuaria nacional (CARVALHO et al., 2009).

Dentre os alimentos de origem animal, o leite é considerado um dos alimentos mais
completos para o ser humano e representa uma importante fonte de proteina para todos os
grupos populacionais, independente da faixa etaria. (GERMANO, 2008). Sua composic¢do rica
em proteina, carboidratos, sais minerais e vitaminas, proporcionam nutrientes e protecao
imunolégica. No entanto, a mesma composi¢do que torna o leite um alimento rico e indicado
para a alimentacdo humana, também o faz um excelente meio para o desenvolvimento
demicrorganismos (ZAFALO et al.,2008). Uma das causas de prejuizos econdmicos para o
produtor € a inflamacdo da glandula mamaria, ou mastite, que pode ser causada por
diversospatdgenos. A mastite pode ser de origem ambiental ou contagiosa.

A mastite ambiental é associada aos agentes presentes no habitat normal dos animais,
em locais que apresentam esterco, urina, barro e camas organicas, com destaque para a
espécie Escherichia coli. Entre os agentes mais envolvidos na etiologia da mastite contagiosa,
destacam-se Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae. (BRITO & BRITO, 2002).
Estes patdgenos podem produzir fatores de viruléncia que facilitam a colonizagéo e a infec¢éao
da glandula mamaria, permitindo o escape das células de defesa do sistema imune
(CARNEIRO et al., 2009). De igual modo, os mecanismos de resisténcia desenvolvidos por
alguns destes patdgenos podem neutralizar a acdo de antibidticos, dificultando sua eliminacéo.

Dentre os fatores que contribuem para a disseminacdo desses agentes no rebanho, o
elemento humano € o mais importante. O homem alberga S. aureus em suas mucosas nasais e
faringeanas, nas maos e na pele, e pode transmitir estes agentes aos animais, utensilios e
equipamentos de ordenha.

A mais eficiente forma de controle da mastite é a adocdo de préaticas adequadas de
higiene, através de atividades simples incorporadas ao manejo rotineiro da fazenda leiteira
(SANTOS et al., 2003). A atuacdo do ordenhador é fundamental para a implementacdo de
praticas higiénico-sanitarias eficazes, na operacdo dos equipamentos da ordenha, latdes de
leite e tanques de resfriamento. A implantacdo de habitos adequados de higiene, direcionados
aos produtores de leite e, sobretudo, aos ordenhadores, ¢ um desafio constante, que implica
em mudancas na forma de manejo e confronta habitos culturais, sociais e econémicos. Um
dos aspectos negativos no controle da mastite € o uso indiscriminado de antibidticos nas
matrizes, aumentando a pressdo positiva de selecdo e favorecendo a dispersdo de genes
envolvidos nos mecanismos de resisténcia antimicrobiana.

O conhecimento epidemiolégico dos isolados bacterianos permite um melhor
monitoramento, pelo diagnostico dos pontos criticos de controle dentro do ambiente de
ordenha. Para tanto, é necessario conhecer a realidade das diferentes propriedades, identificar
a microbiota envolvida na etiologia dos quadros de mastite clinica e subclinica e estabelecer o
perfil de viruléncia e resisténcia dos patdgenos prevalentes.

O advento das técnicas moleculares tem permitido conhecer os perfis genéticos destes
agentes e cruzar tais informacdes para compreenséo da diversidade dos clones circulantes na



regido estudada, fator essencial para o desenvolvimento apropriado de programas de
prevencéo e de terapias bem sucedidas (GIANNEECHINI et al., 2002).

Neste contexto, o presente estudo visa tracar um quadro da realidade do sistema de
producdo em cada propriedade estudada, avaliando as condi¢des de ordenha e identificando
possiveis agentes bacterianos no leite e na sua cadeia produtiva, estudando seu perfil de
resisténcia e viruléncia e a relagdo clonal entre os isolados através da técnica de Pulsed
FieldGel Electrophoresis(PFGE). Estes dados possibilitardo o conhecimento dos perfis
genéticos dos agentes causadores da mastite, e viabilizardo a compreenséo da diversidade dos
clones circulantes na regido estudada, sendo preponderante para o desenvolvimento
apropriado de programas de prevencéo e de terapias bem sucedidas.

Do aspecto extensionista, este projeto visa a implantacao de Boas Praticas de Ordenha
para se obter incremento na produtividade leiteira, através do bem-estar, conforto e sanidade
animal. O manejo positivo resultara em beneficios produtivos, sem elevacdo dos custos,
podendo contribuir para o aumento da rentabilidade, melhoria do bem estar dos animais e das
pessoas envolvidas na atividade.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama da Pecuéaria Leiteira nos Paises do Mercosul

Dentre as diversas cadeias produtivas que representam a base de producdo do pais, a
cadeia produtiva do leite pode ser considerada uma das mais complexas e representativas do
agronegocio brasileiro. As estatisticas mundiais do setor demonstram que o Brasil detém
posicBes de destaque em todos o0s segmentos dessa cadeia produtiva (SANTINI et al., 2009).
A maior parte do comércio de lacteos no Mercosul acontece entre Brasil e Argentina. Para
ambos, esse mercado tem crescido em importancia nos Gltimos tempos. O Mercosul tem
impulsionado os produtores de leite brasileiros a adotar o uso de novas tecnologias, com 0
intuito de aumentar a produtividade e enfrentar 0 mercado competidor. A Argentina € um dos
principais paises do Mercosul como exportador de lacteos. Nos Ultimos anos, as exportacoes
para o Brasil representaram 70% do total exportado pela Argentina (GOMES, 2010). E
importante quantificar e qualificar os fatores que podem influenciar na cadeia produtiva do
leite, no Brasil e na Argentina, buscando o desenvolvimento de pesquisas bem sucedidas e a
contribuicdo com o fortalecimento da agropecuaria leiteira destes paises.

O Brasil ocupa o quarto lugar entre os maiores produtores de leite do mundo, com
30.715.500 toneladas de leite produzido (FAO,2012) e cresce a uma taxa anual de 4%,
superior aos paises que ocupam os primeiros lugares. Responde ainda a 66% do volume total
de leite produzido,entreos paises que compdem o Mercosul (EMBRAPA,2009). Segundo a
Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO, 2008), os precos
internacionais do leite dobraram e a demanda cresceu principalmente nos paises em
desenvolvimento. A FAO ainda considera que o consumo de leite e derivados se encontra em
fase de crescimento até 2050, sendo que nos Ultimos trés anos foram registrados aumentos de
3% ao ano no consumo.

2.2 O Complexo Agroindustrial da Pecuéria de Leite no Estado do Rio de Janeiro.

As duas maiores regides produtoras de leite do Estado do Rio de Janeiro sdo o Médio
Vale do Paraiba e o Noroeste Fluminense. De 2006 a 2010, a produgdo estadual de leite subiu de
420 milhdes para 570 milhdes de litros/ano. Em 2011, a producéo atingiu 600 milhdes de litros.
Com producdo anual de 166 milhdes de litros e cerca de 4.200 produtores, a Regido Sul-
Fluminense ocupa o primeiro lugar, respondendo por 34% da producédo estadual. O consumo
de leite anual, no Estado do Rio de Janeiro, é de 3,2 bilhdes de litros por ano, e a produgéo
anual na regido fluminense é de 610 milhdes de litros. Estdo situadas nesta regido, as maiores
beneficiadoras de leite do pais, como a Nestlé e LRB (Bom Gosto e Parmalat) e, atualmente, a
midia tem destacado a instalacdo de mais uma grande empresa de beneficiamento de leite, a
Brasil Foods, responsavel pelas marcas Batavo e Elegé na regido (DIARIO DO VALE, 2011).

Com a intencéo de aumentar o volume de producdo na regido, a Secretaria Estadual de
Agricultura (Seapec), tem desenvolvido programas voltados para os pequenos produtores,
como fertilizacdo in vitro, inseminacédo artificial de tempo fixo, com sémens de animais
geneticamente selecionados para a producdo leiteira (FAERJ/SEBRAE, 2010).

Este cenario destaca a importancia que este setor representa na economia da regido.
Considerando que 80% do leite mc¢produzido é oriundo de produgdo familiar, deve-se
identificar os principais pontos que afetam sua cadeia produtiva. Sousa e colaboradores
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(2011), em estudos que caracterizavam pequenas propriedades produtoras de leite no Estado
do Rio de Janeiro, identificaram grandes deficiéncias relacionadas a infra-estrutura,
informacdes técnicas, controle da sanidade dos animais, ordenha higiénica e capacitacao
técnica dos ordenhadores.

Uma das exigéncias feitas pelas industrias beneficiadoras do leite, para aquisicdo do
leite de seus cooperativados, é que o produto apresente uma contagem padrdo em placas
inferior a 6,0 X 10° UFC/mL, e contagem de células somaticas inferior a 6,0 X 10°, indicando
uma boa qualidade microbioldgica do produto (BRASIL, 2011). No entanto, para atingir este
resultado, é preciso identificar os pontos criticos de cada propriedade, a fim de implementar
medidas que visem garantir a qualidade do leite. Apesar disso, é perceptivel que a maioria dos
estabelecimentos rurais ainda precisa se ajustar aos parametros responsaveis de producéo,
visando amenizar os impactos nocivos ao ambiente, a populagdo e ao bem estar dos animais.
Dentre as doencas infecciosas que acometem os animais de producdo, que acarretam grandes
perdas econdmicas para a pecudria leiteira, afetando diretamente a economia e a qualidade
dos produtos lacteos, a mastite bovina ocupa lugar de destaque (OLIVEIRA, 2012).

2.3 Mastite Bovina

A mastite € o processo inflamatério da glandula mamaria em resposta a agentes
infecciosos, quimicos e traumaticos, desencadeando o aumento de proteinas plasmaticas e
células leucocitarias sanguineas, mobilizadas do sangue para o tecido mamario. O aumento
das células somaéticas no leite expressa os danos nos tecidos glandulares e a consequente
diminuicdo da secrecdo do leite (AIRES, 2010).

As mastites podem ser de origem ambiental ou contagiosa. A mastite contagiosa é
causada por patdgenos cujo habitat preferencial é o interior da glandula maméria e a
superficie da pele das tetas, caracterizando-se por baixa incidéncia de casos clinicos e alta
incidéncia de casos subclinicos, acompanhado de alta contagem de células sométicas (CCS).
Neste caso, o principal momento de transmissdo ocorre durante a ordenha dos animais. Ja a
ambiental, é associada a agentes que estdo presentes predominantemente no habitat normal
dos animais, em locais que apresentam esterco, urina, barro e camas organicas. Esse tipo de
mastite caracteriza-se pela alta incidéncia de casos clinicos, de curta duragdo, frequentemente
com a manifestacdo aguda e com maior ocorréncia nos momentos de pré e pos-parto. A porta
de entrada para a bactéria é o esfincter do teto, por isso a integridade desta estrutura € um dos
fatores importantes para evitar a contamina¢do (CARNEIRO, 2009). A contaminacdo do teto
pode ocorrer através das instalacfes, através das médos do ordenhador ou através das teteiras
da ordenhadeira mecénica entre outros.

A mastite pode se manifestar tanto de forma clinica quanto de forma subclinica. A
forma clinica é caracterizada pela presenca dos sinais evidentes de inflamacdo como edema,
rubor, aumento de temperatura, endurecimento, dor e pus, além de alteracdo das
caracteristicas do leite como a presenca de grumos (VIGUIER et al., 2009). A forma
subclinica, ao contrario, ndo apresenta alteracdes visiveis no aspecto do leite ou do Ubere
(ARAUJO et al., 2008), as alteragbes sdo percebidas na composicio do leite, tais como
aumento na contagem de células somaticas (CCS), dos teores de cloro e sodio, e dos teores de
proteinas séricas; além da diminuicdo nos teores de caseina, lactose, gordura e célcio do leite
(GIANOLA et al., 2004), fazendo com que haja menor rendimento na producdo de seus
derivados, além de diminuir o tempo de prateleira do produto (BRADLEY et al., 2002).

O CMT (California Mastitis Test) € um teste indireto que detecta acido desoxi-
ribonucleico (DNA) proveniente de células nucleadas no leite. E 0 método mais comum na
deteccdo de mastites subclinicas. O reagente do CMT é um detergente com indicador de pH
gue, quando misturado com o leite em partes iguais, dissolve as paredes celulares e nucleares
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dos leucdcitos presentes, libertando o material nuclear. O ADN livre forma uma massa
gelatinosa que aumenta de consisténcia proporcionalmente com o nimero de leucocitos
presentes no leite (MELLENBERGER, 2001). O grau de viscosidade formado entre o leite e 0
reagente pode ser lido de modo subjetivo.

Outro método ainda mais simples de diagndstico é o do uso da caneca de fundo preto,
que permite a observacao de anormalidades no leite. (CLEMENTS, 2003).

2.3.1 Principais agentes bacterianos envolvidos na mastite bovina

A literatura descreve cerca de 137 espécies de microrganismos pertencentes a mais de
35 géneros todos implicados em casos de mastite bovina, mas a predominancia dos processos
infecciosos da glandula maméria esta relacionada as bactérias. Dentre as principais espécies
bacterianas envolvidas na etiologia da mastite destacam-se osStaphylococcus aureus,
Staphylococcus coagulase negativo, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae,
Corynenebacterium bovis, E.coli, Klebsiella sp. e Enterobacter sp. (YAMAMURA et
al.,2008). A interacdo entre as bactérias, as vacas e 0 ambiente, somadas as praticas de manejo
aplicadas pelo homem criam condicdes favoraveis a contaminacdo da glandula mamaria
(PEIXOTO et al., 2010).

a) Staphylococcus spp.

Os Staphylococcus spp. foram descobertos em 1880 pelo escocés cirurgido Sir
Alexander Ogston e desde entdo vem sendo implicados em varios processos infecciosos de
humanos e animais (RAZA, 2013). Em 1887 Nocard isolou Staphylococcus spp. de mastite
em ovinos e em 1890 Guillebeau afirmou que este patdgeno era o principal responsavel pelos
processos infecciosos da glandula mamaria dos bovinos (JOSSON e WADSTORM, 1993)

De acordo com o List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature (2014),
existem 49 espécies descritas pertencentes a este género e 26 subespécies, habitando
diferentes ambientes e espécies animais. O género é subdividido em dois grandes grupos, com
base na producdo da enzima coagulase, cuja funcdo é formar coagulos de fibrina no tecido do
hospedeiro, dificultando seu reconhecimento e fagocitose por parte do sistema fagocitario
mononuclear.

De modo geral, oito espécies de estafilococos coagulase-positivos (ECP) tém sido
identificadas: Staphylococcus aureus, S. intermedius, S. delphini, S. pseudintermedius, S.
schleiferi subsp. coagulans, S. hyicus, S. lutrae, e S. agnetis (TAPONEN et al., 2012;
SASAKI et al., 2010; DEVRIESE et al., 2005; FRENEY et al., 1999;). As espécies de
estafilococos tendem a apresentar especificidade quanto ao hospedeiro. Por exemplo, as
espécies predominantes em ruminantes, suinos, cdes e pombos sdo S. aureus, S. hyicus, S.
pseudintermedius, e S. intermedius, respectivamente (SASAKI et al., 2010; FITZGERALD et
al., 2008; SASAKI et al., 2007).

As bactérias do género Staphylococcus spp. estdo entre as especies mais isoladas da
mastite bovina, o S.aureus € um patdgeno primario responsaveis por infecgdes clinicas e
subclinicas, apresentando altas taxas de contagem de células somaticas no leite. Os sitios de
localizacdo dos S.aureus sdo os quartos mamarios infectados, a pele do Ubere e dos tetos, 0s
bocais da ordenhadeira mecanica e as maos dos ordenadores, ressaltando a importancia do
manejo durante a ordenha na prevencdo da sua transmissdo (FERREIRA et al 2006). Os
S.aureus fixam-se nas células do epitélio da glandula mamaria e se internalizam, dificultando
assim a acdo das células fagocitarias e a acdo dos antimicrobianos. As glandulas infectadas
diminuem a producdo de leite por destruicdo permanente do parénquima celular,
desenvolvendo zonas de fibrose e abscessos na glandula maméaria (EUZEBY, 2007).Além de
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seus importantes fatores de viruléncia, esta espécie também apresenta diferentes mecanismos
de resisténcia que favorecem sua persisténcia na glandula mamaria.

Entre as cepas de S.aureus, aquelas que apresentam maior problema terapéutico séo as
cepas de S.aureus resistentes a meticilina (MRSA), pois apresentam resisténcia a uma
variedade de antimicrobianos (FARIA et al., 2005). Recentemente, MRSA tem sido
considerado um agente zoondtico. Segundo Stein (2009), cepas de MRSA de origem animal
foram isoladas de pessoas que ndo tiveram contato direto com animais. Isto reforca a
possibilidade de transmissdo direta de uma pessoa para outra apos a colonizagdo e/ou infec¢do
de uma delas a partir de animais.

A literatura descreve duas outras importantes espécies coagulase positivas causadores
da mastite bovina o S. hyicus e S.intermedius, porém isoladas com menos frequéncia nos
rebanhos leiteiros (LANGE et al 2011).

Os Staphylococcus coagulase negativos (SCN) sdo um grupo heterogéneo de
diferentes espécies que incluem S. simulans, S.chromogenes, S.xylosus e S.haemolyticus, entre
outros (THOBERGUER et al 2008). Sdo considerados patdgenos oportunistas, provocando
leves alteracdes tanto na glandula mamaria quanto no leite, mas podem causar grandes perdas
em situacdes de elevada prevaléncia (WILSON et al., 2007, THORBERG, 2008). Estes
microrganismos sdo tradicionalmente considerados patdgenos menos significativos, quando
comparados aos S.aureus, Streptococcus spp. e coliformes (TAPONEN & PYORALA, 2009).
A principal razdo para que isso ocorra esta associado ao fato da mastite causada por SCN ser
menos sintomatica e frequentemente permanecer na sua forma subclinica (TAPONEN et al.,
2006). No entanto, a significancia dos SCN deve ser considerada, pois sdo portadores de
fatores de viruléncia que conferem a eles grande potencial de patogenicidade (BANNERMAN
& PEACOCK, 2007;CHU et al., 2008; DAVIS et al., 2013; AHER, 2014) . Além de Poder
apresentar resisténcia a antibidticos e atuar na disseminacdo de genes de resisténcia
antimicrobiana no ambiente de producdo leiteira (TENHAGEN et al., 2006). Uma grande
variedade de espécies de SCN tem sido isolada de canais dos tetos, pele e outros sitios
extramamarios de vacas, mas as espécies de SCN mais reportadas aos casos de mastite sdo S.
chromogenes e S. simulans (TRINIDAD, NICKERSON & ALLEY, 1990; MATTHEWS,
HARMON & LANGLOIS, 1992). Entretanto, cepas de S. epidermidis também sédo isoladas
com frequéncia (THORBERG et al., 2006).

A natureza evolutiva dos Staphylococcus spp. contribuiu para o desenvolvimento de
diferentes mecanismos de viruléncia que sdo capazes de burlar e neutralizar o sistema imune
do hospedeiro (GARZONI et al 2009 ). Dentre estes fatores, a habilidade desenvolvida pelos
Staphylococcus spp. em aderir ao epitélio da glandula mamaria, é considerada como o
primeiro ponto critico na patogenia da mastite (ZAFALLON et al., 2008). Esta tem sido
associada a producéo de biofilme, que € um composto de multicamadas de células embebidas
em uma matriz de exopolissacarideos (SAUER et al., 2002, FLEMMING&WINGENDER,
2010). O slime é o principal componente do biofilme que auxilia na aderéncia e na
colonizagdo dos microrganismos no epitélio da glandula maméria e em superficies
(BASELGA et al., 1993; AGUILAR et al.,, 2001; SOUZA et al., 2012). Dhanawade e
colaboradores (2010), relatam que a adesdo microbiana ocorre devido a deposi¢do de
microrganismos em uma superficie de contato onde se fixam e iniciam 0 seu
desenvolvimento. Essa multiplicacdo celular da origem a coldnias e, quando a massa celular é
suficiente para agregar nutrientes, residuos e outros microrganismos, estabelece-se o biofilme.

Um biofilme pode ser monoespécie quando sua formacdo diz respeito a apenas um
tipo de microrganismo, ou multiespécie, quando € encontrada mais que uma espécie na
comunidade. Os biofilmes monoespécies ocorrem mais em tecidos organicos, como valvulas
cardiacas, como consequéncia de processos infectivos. Em se tratando de outras superficies,



como aquelas empregadas em organizacdes do ramo alimenticio, destacada atencéo deve ser
dada a biofilmes multiespécie (BOARI, 2008).

Este tipo de organizacdo € extremamente vantajosa a todas as espécies de
microrganismos, por fornecer protecdo contra adversidades como desidratacdo, colonizacéo
por bacteriofagos e favorecer resisténcia a antimicrobianos e aos desinfetantes utilizados por
indUstrias processadoras de alimentos (HALL-STOODLEY & STOODLEY, 2009). Os
biofilmes microbianos ocorrem naturalmente nos mais variados tipos de ambientes, sejam eles
bidticos como tecidos animais, ou abidticos, como rochas, metais e polimeros diversos
(BOARI, 2008).

Existem varias teorias propostas para formacdo de biofilmes. A primeira teoria foi
descrita por Marshall, et al. (1971) ressalta que a adesdo € um processo que ocorre em duas
fases, na primeira fase, o processo é ainda reversivel, em funcdo do processo de adesdo do
microrganismo na superficie ocorrer por forcas de Van der Walls e atracdo eletrostatica. Na
segunda etapa, ocorre a interacdo fisica da célula com a superficie por meio de material
extracelular de natureza polissacaridea ou proteica, produzida pela bactéria, que é denominada
matriz de glicocélix, que suporta a formacdo de biofilmes (MELO, 2008). O glicocalix é
produzido ap6s o processo de adesdo superficial, e vai fornecer condi¢cdes de adesdo do
peptideoglicano das bactérias Gram positivas e a parte externa da membrana externa das
Gram negativas (PARIZZI, 1998). Outra teoria sugere a formacdo de biofilmes em cinco
etapas (APARNA & YADAYV, 2008), que podem ser colocadas na seguinte ordem: 1) adeséo
das células bacterianas a uma superficie através de componentes especificos presentes na
célula, que podem ser induzidos por fatores ambientais. Neste estadgio as células exibem
crescimento caracteristico da fase logaritmica e pode haver o desprendimento de algumas
celulas. 11) ocorre a ligacdo irreversivel e, é iniciado minutos ap6s o estagio | (COSTERTON,
STEWART & GREENBERG, 1999). Em seguida, ocorre a proliferacdo de microcol6nias e
intercomunicacdo entre as células bacterianas através de sinais quimicos liberados pelo
mecanismo de qudérum sensing (JACQUES, ARGON &TREMBLAY, 2010). Ill) os
agregados celulares se dispdem em camadas com uma espessura maior 10 um. Inicia-se o
processo maturacdo e a producdo da matriz polimérica extracelular que envolve e liga as
células (JACQUES, ARGON & TREMBLAY, 2010). IV os biofilmes atingem sua estrutura
tridimensional, essa estrutura tridimensional pode ser plana ou em forma de cogumelo. A
forma € influencida pelas fontes de nutrientes e presenca e/ou auséncia de forcas de
cisilhamento que agem tangencialmente a superficie podendo culminar no desprendimento da
estrutura (JOHN & DONALE, 2007).

O estagio V corresponde ao desprendimento e a dispersdo das células que ao serem
liberadas podem colonizar novas superficies (JACQUES, ARGON & TREMBLAY, 2010).

O desprendimento de células bacterianas do biofilme é de fundamental importancia.
Biofilmes microbianos formados em equipamentos e instalacBes de inddstrias alimenticias
podem desprender-se e contaminar o alimento presente na superficie ou, entdo, colonizar e
iniciar um novo biofilme em uma nova superficie, proporcionando uma nova fonte de
contaminacdo (JAYARAMAN & WOOD, 2008; COSTERTON, 1999). A proliferacdo das
células para aderir e formar biofilme é mediada pela producdo do polissacarideo intercelular
adesina (PS/A), um antigeno capsular que faz com que a bactéria tenha aderéncia na
superficie. De acordo com Ziebuhr et al. (1997) e Heilmann& Ciftci et al. (2009), apos a
aderéncia inicial a uma superficie, a bactéria prolifera e acumula-se agrupada em
multicamadas.

A formacao de multicamadas de células no biofilme esta associada com a producéo do
outro polissacarideo intercelular adesina (PIA). Tanto PIA e PS/A sdo estruturas similares
com um carbono comum de -1-6 poliglicosamina, mas diferem em substituicdo primaria no
grupamento amina (VASUDEVAN et al., 2003). A sintese do polissacarideo capsular-PS/A é
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mediada por um operon ica que uma vez ativado, um polissacarideo de adesdo intercelular-
PIA € sintetizado (ARCIOLA et al., 2001; BERNARDI, 2005; GERKE et al., 1998; Mc
KENNEY et al., 1998). O locus icaconsiste nos genes icaADB e C que codificam proteinas
mediante a sintese de PIA e PS/A em espécies de estafilococos. (Mc KENNEY et al., 1998;
CRAMTON et al., 1999). Por meio dos genes icaA e icaD tem sido relatado um significante
papel na formacdo de biofilmes em S. aureus e S.epidermidis (ARCIOLA et al., 2001). O
gene icaD tem sido apontado como fundamental na maxima expressao do N-acetilglicosamina
transferase, conduzindo a expressdo fenotipica do polissacarideo capsular (DEGO et al., 2002;
BERNARDI, et al., 2007). ARCIOLA et al. (2002) mostraram que técnicas moleculares para
identificacdo dos genes ica, que codificam a sintese do slime, representam uma ferramenta
muito importante para uma identificacdo acurada de estirpes virulentas formadoras de slime.
Segundo SALUSTIANO, (2007), o procedimento de limpeza eficaz contra células em
biofilmes deve ser capaz de interromper ou dissolver a matriz de substancias poliméricas
extracelulares, permitindo que os agentes desinfetantes possam ter acesso a células viaveis
(JAYARAMAN & WOOD, 2008; SILVA et al., 2007)

Assim sendo, 0 mais vantajoso é a prevencao da adesdo bacteriana em superficies da
sala de ordenha, equipamentos e utensilios. Deve ser conferida aten¢do maior as bactérias que
se fixam na superficie dos equipamentos e resistem ao fluxo do alimento, pois sdo elas que
irdo apresentar maior resisténcia a remocdo durante a higienizacdo do equipamento
(FIGUEIREDO, 2008). Um procedimento efetivo de higienizagdo, em casos de biofilmes
precisa solubilizar ou dissolver a matriz de exopolissacarideo do biofilme, para que o agente
sanitizante possa ter acesso as células viaveis (CHMIELEWSKI & FRANK, 2003).

Em relacdo ao leite e seus derivados, SILVA (2006) enfatiza a dificuldade remocéo
dos residuos destes produtos, pois sdo residuos bastante complexos, compostos de substancias
organicas (gorduras, proteinas e aclcares) e minerais e que aderem as superficies dos
equipamentos e utensilios de forma bastante resistente. A remocdo desses residuos deve ser
realizada imediatamente ap6s o término do uso de equipamentos e realizacdo de operagdes,
para evitar a formacdo de depositos persistentes e de dificil remocdo. A limpeza e
higienizacédo ineficientes das superficies tém como consequéncia a precipitacdo dos residuos
minerais que formam incrustacdes (formacdo de pedras do leite). Os residuos organicos
resultantes da higienizacdo inadequada, além de fornecerem nutrientes para o crescimento das
bactérias, impedem a acdo dos sanitizantes. Os residuos também favorecem a formacéo de
biofilme, que diminuem a eficiéncia dos equipamentos, além de serem uma grande fonte de
contaminagdo microbioldgica.

b) Enterobactérias

Dentre as bactérias ambientais mais comuns causadoras da mastite bovina de origem
ambiental estéo as enterobactérias e muitos fatores estdo associados a sua ocorréncia, como a
estacdo do ano, limpeza do ambiente, nutri¢do, estado imunoldgico, raca, idade e periodo de
lactacdo da vaca. Além disso, dois fatores de viruléncia auxiliam a multiplicacdo das
enterobactérias na glandula mamaéria: a capacidade de sobreviver em condi¢des de baixa
tenséo de oxigénio e sua habilidade de utilizar a lactose como fonte energética (KAIPAINEN
et al., 2002; HOGAN & SMITH, 2003; RIBEIRO et al., 2006). As enterobactérias causam
uma mastite que tende a se apresentar na forma clinica aguda e, algumas vezes na forma
hiperaguda, em que se observa febre, perda de apetite, desidratacdo e, ocasionalmente, morte
do animal (BRITO et al., 2009).

Segundo Miguel (2010), a carga microbiana inicial do leite esta diretamente associada
a qualidade da agua utilizada para limpeza das teteiras mecénicas. Muitas propriedades nédo
usam agua tratada e historicamente, a incidéncia de contaminacdo das aguas subterréneas,
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principalmente de pocos profundos, tem sido considerada baixa. No entanto, nos altimos
anos, as atividades agricolas, com grandes operacdes de criacdo intensiva, tém criado
condi¢cdes ambientais que possibilitam a contaminagé@o biologica das aguas subterraneas, em
especial por coliformes (Centro de Vigilancia Epidemiolégica/CVE/SES-SP).

O esforgo para resolver problemas associados a qualidade da agua deve levar em conta
0s pontos de adequacdo e controle como as fontes de abastecimento, a realizacdo de um
levantamento das fontes e vulnerabilidade dos aquiferos, o conhecimento detalhado do
sistema de captacdo, reserva e distribuicdo de agua da propriedade bem como aplicacéo e
mensuracdo correta de tratamento da agua disponivel na propriedade. Independente da
avaliacdo que se faca dos sistemas de abastecimento, o processo de desinfeccdo nunca deve
ser uma opcdo e sim uma obrigacdo que ja € regulamentada pela Anvisa/MS Portaria 518
(Ministério da Saude, 2005). Portanto, melhorar a qualidade fisica e microbiolégica da agua
deve ser uma obrigacdo de todos os profissionais da pecuaria envolvidos na producao
(SANTOS, 2008).

As enterobactérias constituem o maior e mais heterogéneo grupo de microrganismos,
sdo ubiquos e constituintes da microbiota intestinal normal da maioria dos animais (SANTOS,
2006). Os membros dessa familia podem colonizar pessoas e animais, sendo 0s
imunocomprometidos ou debilitados altamente suscetiveis as infeccdes. Os procedimentos
invasivos e as mucosas traumatizadas e/ou cortadas sdo portas de entrada ao microrganismo
(KONEMAN et al., 2008).

Essas bactérias pertencem a familia Enterobacteriaceae, apresentam-se sob a forma de
bacilos e sdo Gram-negativos, medindo em média 1 a 5 um de comprimento. Esses
microrganismos sdo maveis, dotados de flagelos peritriquios, ou iméveis, ndo formadores de
esporos. As enterobactérias fermentam acucares originando uma variedade de produtos finais,
reduzem o nitrato, sdo catalase-positivas. Devido a auséncia da atividade de citocromo-
oxidase, as enterobactérias sdo oxidase-negativas, podendo diferencid-las outros bacilos
Gram-negativos fermentadores ou ndo fermentadores. As col6nias dessa familia apresentam
caracteristicas diferencias em meio dgar EMB (Eosina Azul de Metileno) e agar MacConkey
(O'HARA, 2005; MADIGAN et al., 2010).

Os membros do género Escherichia habitam o intestino de animais de sangue quente,
incluindo humanos, embora ndo sejam os organismos dominantes nesse habitat. Algumas
linhagens sdo de grande importancia para seus hospedeiros enquanto outras sdo patogénicas
podendo causar doencas graves. Escherichia coli, um agente oportunista, € a espécie mais
isolada em casos de mastite ambiental (SANTOS, 2006; MADIGAN et al., 2010).

Outro agente de importancia nas mastites bovina € do género Klebsiella, em especial a
espécie Klebsiella pneumoniae. Essa bactéria esta presente no ambiente e também na pele do
teto podendo colonizar o tecido causando infec¢do no teto (ZADOKS et al., 2011). O género
Proteus caracteriza-se pela rapida motilidade e pela producdo da enzima urease e, as espécies
de Serratia e Enterobacter podem ser isoladas de agua, esgoto, intestino de animais e
humanos. Esses agentes também podem causar mastite em bovinos pela sua disseminag¢do no
ambiente (MADIGAN et al., 2010; ZADOKS et al., 2011). O grande nimero de espécies
dentro da familia das enterobactérias acarreta uma elevada variedade de padrdes de
sensibilidade natural (RISUENO et al., 2002; YOUSAF, 2009). O conhecimento da resisténcia
intrinseca das diferentes espécies auxilia na escolha das estratégias de tratamento empirico
(RIVERON et al., 2003; RICE & BONOMO, 2005;PELLEGRINO et al.,2010).



2.3.2 Importancia do monitoramento da resisténcia antimicrobiana em ambientes de
producéo animal

O isolamento e identificacdo laboratorial e a andlise in vitro da sensibilidade
antimicrobiana sdo requisitos para melhor controle sanitario e adocdo de terapéutica
adequada. Entretanto, varios fatores impedem ou dificultam a implementacdo de uma rotina
diagnostica nas propriedades leiteiras, entre eles, distancia dos centros de diagndstico, custo
dos exames laboratoriais, dificuldade na compreensdo da importancia deste monitoramento
por parte do pessoal envolvido no processo de producdo (PEREIRA etal., 2010; FREITAS
etal., 2005). Assim, rotineiramente, a escolha do medicamento anti-mastitico tem sido feita de
forma empirica, baseada apenas no quadro clinico da enfermidade, ou ainda na chamada
terapia profilatica.

O uso profilatico de antimicrobianos por via intramamaria no final do periodo de
lactacdo é considerado um componente importante dos programas de controle de mastite. A
aplicacdo ocorre, geralmente, dois meses antes do parto, quando se interrompe o0 processo de
ordenha e se inicia a involugdo do Ubere. Apesar do amplo uso da antibioticoterapia na
secagem de vaca leiteira, ndo ha evidéncias de resisténcia associada ao tratamento (ERSKINE
et al., 2008).

Além da utilizacdo terapéutica ou profilatica, a utilizacdo de antibidticos como
aditivos alimentares na producdo animal, com liberagdo de residuos nos produtos derivados, é
considerada um risco crescente para a salde humana, devido a uma possivel contribuicdo na
geracdo de cepas resistentes de microrganismos que podem ser transmitidas ao ser humano
pela ingestdo de produtos de origem animal. Estudos vem sendo conduzidos pela Organizagéao
Mundial de Saude, pela Comunidade Europeia e pelos Ministérios da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento e da Saude no Brasil, no intuito de regulamentar a utilizacdo dos
antimicrobianos na producdo animal. Esta é uma questdo bastante controversa, uma vez que
existem os defensores de que a restricdo do uso de antimicrobianos pode resultar em um
aumento do aparecimento de doencas infecciosas nos rebanhos, e como consequéncia,
produtos de qualidade sanitaria inferior. Por outro lado, a opinido do mercado europeu que
tem gerado importantes embargos a produtos com residuos de antimicrobianos é de que
diversos fatores influenciam o aparecimento das doencas e seu impacto sobre a producéo, e
gue em situacdo de manejo eficiente, a probabilidade de sucesso no tratamento das doencas
pode ser aumentada (OIE/FAO, 2013; EUROPEAN COMMISSION, 1998). A presenca de
residuos de antibi6ticos no leite, além da questdo econdmica, também implica em risco a
salde publica por poder ocasionar ao consumidor, problemas como a ocorréncia de reacfes de
hipersensibilidade e possivel choque anafilatico em individuos mais sensiveis, (MARQUES
&NETO, 2006; NUNES &D’ ANGELINO, 2007).

A resisténcia bacteriana pode ser transferida por diversos mecanismos, podendo
estabelecer-se de modo intra e interespecifico, entre microrganismos saprofitas e patogénicos,
como também da microbiota animal para humana e vice-versa (HARDY al., 2002;
AARESTRUP et al., 2001).

Diversos estudos que abordaram a suscetibilidade a antimicrobianos de patdégenos da
mastite bovina no Brasil apontam para um aumento crescente no padrdo de resisténcia
(BRITO et al., 2001; COELHO et al., 2009, SOUZA et al., 2011). Logo, o conhecimento de
padrdes de resisténcia aos antimicrobianos é fundamental para o desenvolvimento de métodos
preventivos efetivos para o controle da doenca e para a elaboracdo de estratégias de
tratamento quando necessario (SABOUR et al., 2004).
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2.4 Higiene no Processo de Obtencdo do Leite, Boas Praticas de Ordenha e suas
Implicagdes para Saude Publica.

O aumento da producdo de alimentos devido a crescente expansdo demogréfica tem
sido acompanhado pelo desenvolvimento de varias medidas que visam garantir condicdes
higiénico sanitérias satisfatorias e a conservacdo dos constituintes nutricionais dos mesmos
(AIRES.,2010).

Em relacdo a pecuéria leiteira no Brasil existem aproximadamente 5,2 milhdes de
estabelecimentos rurais e em 25% deles ocorre a producédo de leite. O maior percentual de
propriedades produtoras de leite em relacdo ao numero total de estabelecimentos rurais ocorre
nas Regides Sul (41%), Centro-Oeste (39%) e Sudeste (33%). Nas regides Norte (18%) e
Nordeste (16%), esta correlacdo é bastante inferior. Devido a significativa producdo do
Estado de Minas Gerais, maior produtor do pais, a regido Sudeste destaca-se como a maior
produtora, com 10,9 bilhdes de litros em 2011 (EMBRAPA-Gado de Leite 2012).

O processo da ordenha é considerado a etapa mais critica de todasas etapas que
compdem a cadeia produtiva do leite. Isto se deve a presenca de inimeros fatores presentes na
linha de ordenha que representam riscos de contaminacdo aos tetos dos animais podendo levar
a infeccdo da glandula maméria acarretando perda da qualidade da matéria prima.

A contaminacdo do leite pode se iniciar na fazenda, durante e/ou ap6s a ordenha.
Diversos fatores sdo responsaveis pela perda da qualidade microbioldgica. Nesta etapa,
destaca-se a ineficiéncia da higienizacdo de utensilios e equipamentos, como equipamentos de
ordenha mecénica, latbes e tanques de expansdo. Segundo Oliver e colaboradores (2005),
microrganismos podem se aderir aos equipamentos de processamento de leite que entram em
contato direto com contaminantes do ambiente de propriedades leiteiras, como matéria fecal
ou Ubere de animais infectados além da &gua utilizada nas ordenhadeiras mecanicas.
Diferentes autores mencionam que estes microrganismos podem formar biofilmes, dificeis de
erradicar e que podem agir como abrigo e/ou substrato para microrganismos menos propensos
a formacdo, aumentando a probabilidade de sobrevivéncia dos mesmos e a posterior
disseminacéo durante o processamento de alimentos (LOMANDER et al., 2004; M@RETRJ
&LANGSRUD, 2004; LEHNER et al., 2005 &LAPIDOT et al., 2006).

A qualidade da 4gua também é outro fator preponderante para a higiene das operagdes de
ordenha. A agua de uso para a lavagem dos materiais e das ordenhadeiras devem ser cloradas
e para lavagem do ambiente deve ser hiperclorada. Concentracdo de 3 a 15 ppm por litro de
cloro residual e de agua sdo as concentracBes que promovem a atividade bactericida do ion
cloro (CERQUEIRA et al., 2006). A qualidade da dgua dos bebedouros dos animais também
deve apresentar boa qualidade microbiol6gica, uma vez que pode ser veiculo para transmissdo
de doencas no rebanho (LACERDA et al., 2009).

Além disso, o fato dos individuos que atuam na linha de ordenha estarem com as méaos
constantemente em contato com o ambiente ao redor onde a populacdo bacteriana presente na
pele das maos pode ser transferida de uma superficie para outra ou das maos para os tetos —
também influencia na transmissdo desses microrganismos (SANTOS.,2009). A presenca de
Staphylococcus aureus em alimentos € um indicativo de contaminacgdo a partir da pele, da
boca e das cavidades nasais dos manipuladores dos alimentos.Quando em grande quantidade
apontam para a ineficiéncia dos processos de limpeza e desinfec¢do e da inadequacdo no
controle de temperatura (ICMSF, 1996).

De acordo com Tirado& Schimidt (2001) em se tratando do cenario epidemioldgico
mundial, S.aureus séo a terceira mais relevante causa de doencas transmitidas por alimentos
(DTAs). A sua principal fonte de entrada na cadeia de leite € por meio da matéria-prima
contaminada, visto que microrganismos desta espécie estdo entre os agentes etiolégicos mais
isolados da mastite bovina (CREMONESI et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007).
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A higienizacdo do ambiente, dos equipamentose do manejo de ordenha (higienizacao
adequada das maos, dos tetos, dos equipamentos e utensilios utilizados na ordenha) séo
atividades desempenhadas pelos ordenhadores. No entanto, de modo geral, 0s mesmos
apresentam grandes dificuldades na realizacdo e manutencdo destas atividades. Alguns
autores atribuem estas dificuldades ao fato de muitos desses trabalhadores néo terem acesso a
informacao, influéncia de crencas e a dificuldade de receberem capacitacdo adequada para sua
fungéo (TEDESCO, 2008).

A primeira evidencia cientifica de que a higienizacdo das mados é uma acdo
fundamental na prevencao da transmissao de microrganismos é de Semmelweis no século
XIX(SENNA, 2010). Atualmente, as medidas de controle de infecgOes hospitalares sé&o
fundamentadas na préatica de higienizacdo das maos, que apesar de amplamente difundida
entre os profissionais de salde, ainda é negligenciada na pratica (SENNA, 2010).Ao
compararmos o nivel de educacdo formal e capacidade de analise critica do conhecimento
entre os profissionais de salde e os atuantes na linha de ordenha, podemos compreender a
dificuldade de se implementar as préaticas de higiene adequadas.

A compreensdo da importancia da ado¢do de praticas adequadas de higiene deve vir
do responsavel pela assisténcia técnica, passando pelo proprietario, até chegar ao ordenhador,
como responsabilidade de todos os envolvidos no processo. Segundo Senna (2010), para que
as praticas adequadas de higiene sejam inculcadas nos habitos diarios dos individuos, sdo
necessarios 0 monitoramento e o constante incentivo para o desempenho destas agdes.

As boas praticas de ordenha consistem em conjunto de medidas voltados para o
manejo dos animais, para prevenir a introducdo de agentes causadores de mastite ou para
reduzir a disseminacdo dos mesmos. Antes de implementar o programa de boas praticas de
ordenha, deve-se considerar 0s recursos que cada propriedade dispde, em especial, a
capacitacdo da méo-de-obra para implantar um plano de controle sem falhas (FONSECA &
SANTOS, 2000).

Um dos cuidados que contribui para a reducdo dos riscos de contaminagdo dentro do
rebanho esta relacionado a manutencdo e limpeza do ambiente em que as vacas ficam alojadas
(VEIGA et al., 1993; HACHEM, 2005).

A conducdo dos animais para linha de ordenha é outro cuidado importante que resulta
no bom funcionamento desse processo. Essa conducdo deve ocorrer de forma calma e
ordenada, buscando evitar o estresse dos animais, inibindo o aumento do peristaltismo e a
defecacdo na linha de ordenha. O estresse pode também resultar na retencdo do leite,
favorecendo a multiplicagdo de microrganismos no interior da glandula mamaria (FONSECA
& SANTOS, 2000; HACHEM, 2005).

A identificacdo dos animais com mastite clinica e subclinica permite a separacdo
destes, evitando a disseminacdo dos patdgenos circulantes. Para tanto, recomenda-se a
realizacdo do teste da caneca de fundo preto antes de cada ordenha e a realizacdo do CMT a
cada 15 dias (WATTIAUX, 2000; VAZ et al., 2001; HACHEM, 2005).

O preparo do Ubere para ordenha consiste na limpeza dos tetos e desinfecgdo através
do pré-dipping. Além destes procedimentos, na ordenha mecanica deve-se assegurar a
higienizacdo das teteiras, e na ordenha manual, a higienizacdo adequada das maos. A
calibracdo dos equipamentos e o tempo de ordenha também devem ser monitorados.

Apo0s a ordenha, a realizagdo do pds-dipping evita a disseminacdo de microrganismos
no rebanho e previne a mastite subclinica. O desinfetante deve ser aplicado imediatamente
apos a ordenha em todas as tetas do animal. O desinfetante é usado para remover o0s residuos
de leite deixados nas extremidades das tetas e inativar as bactérias. Para evitar a mastite
ambiental, adiciona-se glicerina ao desinfetante de modo a selar o esfincter do teto e permitir
que o desinfetante permaneca sobre a pele da teta até a proxima ordenha. Cuidados especiais
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devem ser tomados com relacdo a limpeza do recipiente e ao descarte diario das sobras de
desinfetante (WATTIAUX, 2000; HACHEM, 2005).

E importante ainda que os animais permanecam de pé apds a ordenha para evitar a
penetracdo de bactérias pelo canal do teto, que permanece aberto por um periodo variavel
entre 30 e 120 minutos. O fornecimento de racdo no cocho na saida do local de ordenha
também auxilia a que estes permanegcam em estagdo, por outro lado, deve-se evitar alimentar
0s animais durante a ordenha (FONSECA &SANTOS, 2000; HACHEM, 2005).

2.5 Técnicas de Tipagem Molecular como Ferramentas para o Desenvolvimento de
Medidas Preventivas em Propriedades Leiteiras

O advento das técnicas moleculares tem permitido conhecer os perfis genéticos destes
agentes e cruzar tais informacdes para compreensdo da diversidade dos clones circulantes na
regido estudada, fator essencial para o desenvolvimento apropriado de programas de
prevencdo e de terapias bem sucedidas (GIANNEECHINI et al., 2002).

A investigacdo epidemioldgica da origem das principais bactérias envolvidas na
etiologia da mastite bovina é imprescindivel, para a deteccdo das vias de transmissdo e fontes
de infeccéo, pois permitem o monitoramento da disseminacgdo de estirpes bacterianas entre
populacdes animais (LANGE et al.,1999). A tipagem de microrganismos é importante para
estudos epidemiolégicos, na determinacdo de fontes de infeccdo, vias de transmissao de surtos
das doencas e a presenca de estirpes de diferentes fatores de viruléncia. Especificamente no
caso de S. aureus, a sua considerdvel heterogeneidade genética, em populacdes naturais,
permite uma apurada investigacdo da disseminacdo de estirpes de origens humana e animal
(TENOVER et al., 1994; KAPUR et al., 1995; STRUELEN et al ,2009). Em relacéo a mastite
bovina a caracterizacdo da diversidade genética destes patogenos é fundamental para
compreensdo do padrdo de dispersdo no ambiente de producéo leiteira. Diferentes métodos
de tipagem sdo desenvolvidos para estudos epidemiolégicos ou para a andlise de
caracteristicas e relacdes genéticas e cada um possui vantagens e desvantagens. Portanto, é
muito importante que a selecdo de um método de tipagem seja ideal e sensivel para cada
finalidade (HATA et al., 2010). Os métodos de tipagem molecular devem cumprir todos os
critérios exigidos para ser considerados 6timos, incluindo desempenho (reprodutibilidade,
capacidade de tipificacdo, estabilidade e poder discriminatério) e conveniéncia (rapidez, facil
acessibilidade e facilidade de interpretagdo) (OLIVE & BEAN 1999).

A técnica de Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE) demonstra um elevado poder
discriminatorio e é considerada "padrdo ouro™ para a tipificacdo de isolados de S. aureus
(BANNERMAN et al., 1995). Esta técnica € laboriosa e demorada, porém a reprodutibilidade
dos protocolos entre laboratérios foi alcangada, o que permitiu o desenvolvimento de estudos
multicéntricos de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) gerando redes de vigilancia (VAN
BELKUM et al., 1998; MCDOUGAL et al.,2003; MURCHAN et al., 2003). Técnicas
tradicionais baseadas em PCR, em comparacdo com PFGE, sdo mais faceis e mais rapidas, e
cada vez menos caras de realizar-se. Porém também apresentam algumas limitagdes. Nos
casos das técnicas de amplificacdo randémica de DNA polimorfico (RAPD) e da técnica de
amplificacdo de sequéncias de elementos repetitivos (REP-PCR), a principal desvantagem € a
padronizacdo e a pouca reprodutibilidade entre laboratérios (DEPLANO et al., 2000; VAN
BELKUM et al., 1998). O PCR baseado na anélise do polimorfismo do tamanho de fragmento
de restricdo, previamente amplificados por PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), possui poder discriminatério limitado como demonstrado através da analise
do gene da coagulase (CHIOU, et al., 2000). Para superar essa desvantagem, métodos mais
reprodutiveis nos quais se realiza o sequenciamento dos fragmentos dos genes amplificados,
tais como, a técnica de Multilocus Sequence Typing(MLST) que caracteriza isolados
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bacterianos com base no polimorfismo de sequéncia dentro dos fragmentos internos de sete
genes constitutivos de Staphylococcus spp. (ENRIGHT & SPRATT, 1999) e a técnica de
amplificacdo e sequenciamento da regido X da proteina A (gene spa A), que tornou-se um dos
métodos principais para tipagem regional e programas nacionais de vigilancia de MRSA
(AIRES-DE-SOUSA, 2006; KOREEN et al., 2004).

2.5.1 PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis)

A técnica de Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE), conhecida como Eletroforese
de Campo Pulsado ou, também, de Campo Pulsatil, foi desenvolvida em 1984 por Scharwartz
& Cantor. Esta técnica é uma variacdo da eletroforese no gel de agarose, mas que apresenta
alto poder de tipagem para inimeros microrganismos, pois a alternancia entre os sentidos do
campo elétrico, ou pulsos, permite separar fragmentos que, convencionalmente, ndo seriam
diferenciados em gel de agarose convencional que utilizam corrente elétrica constante
(MASLOW & MULLIGAN, 1996).

A técnica de possui alta reprodutibilidade e é recomendada como método altamente
discriminatorio por detectar variacbes genéticas menores entre estirpes epidémicas, também
conhecidas como pulsotipos. No entanto, € um método laborioso e de alto custo devido,
principalmente, a dificuldade de interpretacdo e ao preco do aparelho, pois necessita de
programas especializados para analisar os resultados.

A técnica de PFGE tornou-se uma das técnicas mais utilizadas para analise
epidemiolégica da maioria das bactérias patogénicas (AARESTRUPET, 2006;
RODRIGUEZ-LAZARO, 2007). Esta técnica possui alto poder discriminatorio, sendo
considerada como "padrdo ouro" para a caracterizacdo de isolados de S. aureus
(BANNERMAN et al., 1995).

O PFGE é o0 método de escolha para a comparacdo dos isolados epidemiologicamente
relacionadas. Por sua robustez tem sido usada em inquéritos microepidemioldgicos (local ou
de curto prazo) e para macroepidemiol6gicos (nacional, continental, ou de longo prazo)
(HALLIN et al., 2007; MONTESINOS et al., 2002). O método tem sido aplicado
especificamente para estudar o comportamento do S. aureus na mastite (ZADOKS et al, 2000;
MIDDLETON et al, 2002), para determinadas estirpes que dao origem a mastite (ZADOKS et
al, 2002), para avaliar o efeito a longo prazo da persisténcia de S. aureus em rebanhos
leiteiros (ANDERSON & LYMAN, 2006), e para estudar o relacionamento genético das
cepas de fatores de viruléncia aumentada (JOARGENSEN et al., 2005).

2.6 Instrucdo Normativa 62/2011

Do ponto de vista tecnoldgico, a qualidade da matéria prima ¢ um dos maiores
entraves ao desenvolvimento e consolidagdo da industria de laticinios no Brasil (SILVA et al.,
2013). Com o objetivo de garantir a evolugdo na qualidade do leite produzido, o Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), por intermédio do Departamento de
Inspecdo de Produtos de origem Animal (DIPOA), publicou a Instrucdo Normativa N°51 (IN
51) no Diario Oficial da Unido, em 18 de setembro de 2002 (BRASIL, 2002). Posteriormente,
a IN 51 foi alterada e passou a vigorar a Instrucdo normativa N°62/2011 (IN 62) para a
qualidade do leite cru produzido, com os novos limites para contagem bacteriana total (CBT)
e CCS (BRASIL, 2011).

As mudancas alteram os prazos e limites da CBT e da CCS, as quais passaram a ter
como limite maximo 600 mil/ml, ao invés de 750 mil/ml, para os produtores das regides Sul,
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Sudeste e Centro-Oeste a partir de 1 de janeiro de 2012, e para 0os do Norte e Nordeste em
janeiro de 2013. Ha um escalonamento de prazos e limites para a redugdo de CBT e CCS até
2016, para que se chegue a 100 mil/ml (CBT) e 400 mil/ml (CCS). Tais metas foram
propostas pela IN 51 para 2011, e se mostraram invidveis na préatica devido a discrepancia da
realidade dos produtores brasileiros de leite.

O MAPA suprimiu também os Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade dos
leites tipos B e C. A IN 62 instituiu uma Comissdo Técnica Consultiva pelo MAPA, que tera
0 papel de avaliar as agdes voltadas para a melhoria da qualidade do leite no Brasil. A
expectativa € que esta comissao seja capaz de discutir com as organizacdes do setor e com 0s
outros orgaos responsaveis do governo federal, o desenvolvimento de politicas publicas que
viabilize a realizacdo desta lei. Estes pontos fundamentais que auxiliardo a implantagédo
definitiva da Instrugdo Normativa: assisténcia técnica, extensdo rural, crédito e melhoria de
infraestrutura. No entanto, as acfes desta comissdo ainda nao foram definidas. (SILVA,
2013).

2.7 Importancia dos Programas de Extensdo Voltados para Capacitacdo Educacional
dos Ordenhadores

Ao considerar todas as interfaces implicadas na cadeia produtiva do leite, como as
questBes higiénicas, politicas e econdmicas, deve-se compreender que a adogdo de estratégias
interdisciplinarestorna-se essencial. A discussdo de questdes referentes a higiene e
consequente disseminagdo de microrganismos deletérios para a sanidade animal e humana
deve ser precedida da percepcdo do contexto em que o produtor esta inserido para garantir a
eficacia das agdes propostas. De acordo com o inciso Il artigo 4° da lei de terras estabelecida
pela lei n° 4504 de 30 de novembro ano 2004, uma propriedade que apresenta a producao de
cunho familiar consiste no trabalho desenvolvido pelo agricultor e sua familia
proporcionando-lhes subsisténcia social e econdmica. Entre os agricultores familiares a
pecudria de leite é uma das principais atividades desenvolvidas estando presentes em 36% dos
estabelecimentos classificados como de producédo familiar, além de responderem por 52% do
valor bruto da producdo total, oriundo do leite. Na regido sudeste aproximadamente 44% das
propriedades desenvolvem a atividade da pecuéria leiteira (ZOCCA et al., 2009), sendo assim
cadeia produtiva do leite uma das mais importantes para agricultura familiar, em detrimento
do numero de familias envolvidas, e de sua capacidade de geracdo de renda. Os trabalhos de
extensdo ao produtor familiar sdo de suma importancia no suporte ao produtor que ndo detém
recursos financeiros para implementacdo de tecnologias em sua propriedade, tendo
dificuldades em sobreviver desta atividade econémica. Ao estabelecer seus critérios, a
legislacdo em vigor, concernente as praticas adequadas de higiene e infraestrutura para
propriedades produtoras de leite, ndo considerou a realidade da producdo familiar que
dependem economicamente desta atividade, muitas vezes passada de geracdo a geracdo. No
entanto, além das questdes relacionadas a qualidade e higiene da producéo leiteira, ha também
questdes econdmicas, sociais e culturais que devem ser consideradas (BASSO et al., 2005)

A criacdo de politicas publicas pautadas nas caracteristicas das propriedades rurais séo
ndo s6 uma necessidade, como também um compromisso social que se deve ter com o
produtor familiar. De acordo com Gomes (2009), o treinamento e a capacitacdo tecnoldgica
dos produtores, cooperativas e laticinios, objetivando a sustentabilidade social, ambiental e
econdmica da bovinocultura leiteira € fundamental para que os produtores possam se manter
no mercado competidor globalizado. O Brasil possui boas oportunidades de se tornar um
grande exportador de lacteos, devido a sua propria competitividade (CLAUCK, 2009). Existe
um grande mercado a ser conquistado, como a Asia e Africa. No cenario mundial de
integracOes, e especialmente na integragdo com o Mercosul, a unidade produtiva brasileira,
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por sua caracteristica predominantemente familiar e de subsisténcia, foi o elo mais atingido e,
consequentemente, incapacitado de reagir as exigéncias do mercado. Embora muitos
produtores de leite estejam acompanhando estas modificacdes, pode-se perceber que houve a
exclusdo de um grande contingente deles, incapacitados de atender as exigéncias de um setor
que entrou na era da competitividade e numa economia (ZOCCAL,2009).Segundo dados do
IBGE, 64,4% dos produtores do Brasil vendem menos de 50 litros de leite por dia, 0o que
corresponde a cerca de 800 mil pequenos produtores familiares, de um total de 1,3 milh&o que
vendem leite.

Assim, verifica-se que no processo de trabalho do produtor familiar ocorre a
subordinagdo formal do trabalho ao capital & medida que o produtor, sendo proprietario dos
meios de producdo, tais como terra, animais e equipamentos, tem seu produto subjugado no
momento de sua transformacao em mercadoria.

Desta forma, para superaressas limitacdes € fundamental que a execucdo dos
programas de extensdo, conheca mais a fundo o publico-alvo a quem os programas sdo
dirigidos.

Os individuos que atuam na linha de ordenha devem ser continuamente capacitados, e
para que sejam implementadas as necessarias modificac@es, suas crencas e habitos de higiene
devem ser estudados (COSTA et al., 2002).

Conforme assinalado por Da Ros (2012), o principal desafio das acfes de extensao
propostas no presente estudo é discutir alternativas capazes de promover mudangas nos
processos sécio-produtivos no ambito desta atividade e ndo somente analisar e problematizar
a realidade da producéo leiteira. Outro desafio € o de atender ao caréter interdisciplinar para
poder atuar de modo coerente nos processos de mediacdo e intervengdo, promovendo o
acompanhamento constante da dindmica dos processos, o conhecimento desta realidade social
e a aproximacdo do nosso Grupo de Pesquisa a pratica social dos produtores e suas
comunidades. Visando, assim, contribuir para a formacao de profissionais academicamente
competentes, porém mais sensiveis aos problemas e demandas da sociedade, ndo analisando-a
de modo distante, apenas como objeto de estudo.
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3 METODOLOGIA

3.1 Area de Estudo

O Vale do Paraiba do Sul localiza-se na regido Sudeste brasileira, abrangendo dois
Estados da Federacdo — Sao Paulo e Rio de Janeiro. O nome da regido faz referéncia ao fato
de a mesma ser a parte inicial da Bacia Hidrografica do rio Paraiba do Sul, que nasce na Serra
da Bocaina, em Sdo Paulo, e tem sua foz em Atafona, no Rio de Janeiro. Ocupando area de
cerca de 57.000 km?, a bacia de drenagem representa 6% do territorio da regido Sudeste
(Figura 1).

A porcdo fluminense do Vale do Paraiba abrange os municipios de Barra do Pirai, Rio
das Flores, Valenca, Barra Mansa, Itatiaia, Pinheiral, Pirai, Porto Real, Quatis, Resende, Rio
Claro e Volta Redonda, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica (IBGE, 2004).
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Figura 1.Mapa de localizacdo dos municipios do Estado do Rio de Janeiro. Em destaque
municipiosestudados. Adaptado de: http://www.mapasparacolorir.com.br/
mapa/estado/rj/ estado-rio-de-janeiro-municipios-nomes.png e Googler earth. Acesso
em: 02/02/2014.

3.2 Selecéo das Propriedades

Foram selecionadas oito propriedades rurais produtoras de leite bovino, sendo quatro
no municipio de Rio Claro-RJ, uma em Pirai— RJ, duas no municipio de Paracambi e uma no
municipio de Seropédica, sendo estas propriedades assistidas por veterinarios que mantém
cooperagdo com o grupo de pesquisa. Os critérios adotados para caracterizacdo das
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propriedades foram: a producdo em larga ou pequena escala, o tipo de ordenha, o nimero de
animais e o percentual de animais mastisticos.

3.3 Realizagéo do Instrumento Diagnostico

Durante as visitas as propriedades leiteiras foi aplicado um instrumento diagndstico
com o objetivo de identificar os principais fatores de riscos para mastite bovina. Foram
observadas variaveis relacionadas as condigdes de limpeza e higiene do curral de espera dos
animais e sala de ordenha. Aos ambientes foram atribuidos os graus 0, 1 e 2 quanto ao
enquadramento nos aspectos de limpeza e higiene da seguinte forma: em conformidade com
0s parametros adequados (2), em conformidade parcial quando apenas parte dos parametros
relacionados a higiene e limpeza foiobservada (1) em ndo conformidade quando nenhum dos
parametros foi observado (0) e quando ndo era possivel realizar a avaliacdo de algum quesito,
este era classificado como ndo aplicavel (NA). Observou-se também o manejo dos animais na
sala de ordenha, a rotina na preparacdo dos animais para ordenha e 0s principais parametros
relacionados as préticas de higiene dos ordenhadores, como realizacdo de lavagem e
higienizacdo das maos, utilizacdo de indumentarias adequada entre outros aspectos. Também
foi averiguado se as propriedades realizavam a terapia da vaca seca, se realizavam
antibioticoterapia para o tratamento da mastite mediante o laudo do antibiograma e se 0s
animais mastisticos eram identificados e segregados em diferentes lotes na linha de ordenha.

3.4 Selecédo dos animais

Imediatamente antes da ordenha, foi realizado o California Mastitis Test(CMT) de
todos os animais em lactacdo e 20% destes considerados positivos foram segregados para a
coleta do leite. O CMT é usado mundialmente para o diagnostico da mastite subclinica, tendo
a vantagem de poder ser empregado no préprio rebanho, no momento em que 0s animais sao
ordenhados além de ser um método de facil aplicacdo e baixo custo (BRITO et al., 2002).

Consiste na coleta de leite dos quartos mamarios, individualmente, em uma bandeja
apropriada, adicionando-se um detergente aniénico neutro, o qual atua rompendo a membrana
dos leucdcitos e liberando o material nucléico (DNA), que apresenta alta viscosidade. De
acordo com a intensidade da reacdo classifica-se em: negativa (0), reacdo leve (+), moderada
(++) e intensa (+++) (FONSECA; SANTOS, 2000; BRITO et al., 2002).

3.5 Coleta das Amostras de Leite

A coleta do leite foi realizada por meio de ordenha manual e individual, antecedida
por lavagem das médos e do teto do animal com agua e sabdo e alcool a 70%, com secagem
dos mesmos com papel toalha. Os trés primeiros jatos de leite foram despresados e em
seguida os demais jatos foram colhidos diretamente em frascos estéreis, colocados em caixas
isotérmicas refrigeradas e encaminhadas imediatamente ao Laboratorio de Bacteriologia
Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

3.5.1 Amostras da linha de ordenha

Foram coletadas amostras das mé&os, da cavidadenasal dos ordenhadores, da
ordenhadeira mecanica, latbes de leite e da agua utilizada nos procedimentos de limpeza da
sala de ordenha e dos animais.

As coletas das amostras das méos dos ordenhadores foram realizadas apos a lavagem
gue antecede os procedimentos da ordenha. Foi utilizado um swab estéril para as duas méaos
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de cada ordenhador, os swab foram passados nos espacos interdigitais, nos espacos
subugueais e sobre as palmas das médos dos ordenadores. A coleta das amostras da cavidade
nasal dos ordenhadores foi realizada atraves da introducdo de swab estéreis individuais em
movimentos circulares.

As amostras da ordenhadeira mecénica foram coletadas imediatamente apds a
higienizacdo das mesmas, os swab estéreis foram friccionados na superficie interna das
teteiras em 20 movimentos circulares para cima, a partir da borda da borracha insufladora e
20 movimentos circulares para baixo, em uma altura de 15 cm (OLIVEIRA; BRUGNERA,
PICOLLI, 2007). As amostras dos latbes de leite foram coletadas antes dos mesmos serem
higienizados (contendo residuos de leite). Os swab estéreis foram friccionados em 20
movimentos circulares em toda superficie da borda do latdo até a parte interna. Apos a coleta
os swab foram acondicionados em tubos de ensaio contendo agar transporte, identificados e
colocados em refrigeracao.

Foram coletadas ainda amostras de &gua das oito propriedades visitadas, para obtencao
das amostras foi retirado 1000mL de agua de torneiras e mangueiras da sala de ordenha em
recipientes estereis. As amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas refrigeradas até
o laboratdrio de Bacteriologia Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
para a realizacdo dos testes de identificagdo bacterioldgica. O inicio do processamento das
amostras foi realizado em tempo inferior a 2 horas apés a coleta das amostras.

3.6 AnaliseBacterioldgica
3.6.1. Isolamento primario e identificacdo presuntiva

As amostras do leite e os swab foram submetidos a rotina de identificacdo que
consistiu no isolamento em agar Mueller Hinton (MH) contendo 5% sangue desfibrinado de
carneiro (AS). As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, em aero e anaerobiose, ap6s a
analise das caracteristicas morfoldgicas das coldnias, foi realizada a coloracdo de Gram para
avaliacdo das caracteristicas morfotintoriais e teste do KOH (3%) para confirmacdo das
mesmas. De acordo com as caracteristicas encontradas os isolados foram processados para
melhor identificacdo segundo protocolos estabelecidos na literatura (KONEMAN et al, 2008).

3.6.2 Staphylococcus spp.

O isolamento primario foi feito em agar sangue (AS) e depois as amostras foram
repicadas em agar seletivo manitol vermelho de fenol (MVF). Apds a identificagdo presuntiva
das col6nias, elas foram submetidas ao método de Gram, para confirmar suas caracteristicas
morfotintoriais, a prova da catalase e ao teste do KOH a 3%, onde a ndo formacédo de gel
viscoso indicou resultado negativo (KONEMAN et al., 2008). A prova da coagulase em tubo
foi aplicada para diferenciar entre as espécies de Staphylococcus. Uma aliquota de 0,1 ml de
cada amostra cultivada em caldo BHI (Infuso de Cérebro e Coracdo) foi adicionada a 0,5 ml
de sangue total de carneiro, acrescido de etileno-diamina-tetra-acetato (EDTA-1%) e
incubadas a 37°C por 6 horas para obter a visualizagdo do codgulo. As amostras coagulase-
positivas tiveram sua identificagdo comprovada atraves das provas de Voges-Proskauer (VP),
fermentacdo da maltose e reducdo do nitrato (KONEMAN et al., 2008). As amostras
coagulase-negativas foram submetidas a prova da resisténcia a bacitracina para diferenciacdo
entre Micrococcus spp., sensiveis, e Staphylococcus spp. (KONEMAN et al., 2008).
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3.6.3 Enterobactérias

Além do isolamento priméario em A.S, as amostras também foramrepicadas em meios
seletivos como agar Mac Conkey (MC) e Eosina Azul de Metileno (EMB). Apds a
identificacdo presuntiva das col6nias, estas foram submetidas a0 método de Gram, teste da
catalase e prova do KOH a 3%, onde a formacdo de gel viscoso indicou resultado positivo. As
seguintes provas de identificacdo foram realizadas: comportamento em agar triplice acucar-
ferro (TSI), motilidade em tubo, producdo do indol, producdo de &cidos a partir da glicose,
fermentacdo de acUcares, reducdo do nitrato, producdo de gelatinase, producdo de urease,
degradacédo do citrato e do malonato, e outros diferenciais de acordo com o microorganismo
envolvido (KONEMAN et al., 2012).

3.6.4 Anédlise microbioldgica da agua.

Para a determinacdo da presenca de coliformes totais e termotolerantes em 1000 mL de
agua, foi usada a técnica de auséncia em 100mL de agua, considerando os padrbes
microbioldgicos de potabilidade de 4gua de consumo humano da portaria n°® 518 de 25 de Marco
de 2004 do Ministério da Saude (Brasil,2004). Foram preparados 10 tubos de ensaio contendo
tubos de Durhan invertidos, em Caldo Lauril Triptose Soja (TSA - Britania), em concentragdo
dupla, a estes foi inoculado um volume de 10mL diretamente da amostra, também foram
inoculados volumes de 1mL e 0,1 da amostra em 2 séries de cinco tubos contendo o mesmo
caldo em concentracfes simples. Em seguida os tubos foram incubados em estufa a 35°C por 24
horas.

Foram consideradas positivas para prova presuntiva de presenca coliformes, as amostras
que apresentaram formacao de gas no interior dos tubos de Durhan.

Cada tubo considerado positivo na etapa anterior foi repicado para tubos contendo verde
brilhante bile 2% lactose (caldo VB) e caldo Escherichia coli (caldo EC), os quais foram
incubados por até 48 horas a 36 C° e 45 C° respectivamente. Os tubos com formacédo de gas em
caldo VB confirmaram a presenca de coliformes totais, e 0s tubos positivos contendo caldo EC
confirmaram a presenca de coliformes fecais.

De posse dos resultados quanto ao nimero de tubos positivos para coliformes totais e
fecais em cada série de cinco tubos de NMP foi calculado utilizando-se a planilha dosoftware
Excel disponibilizada pelo FDA (BLODGETT, 2001). A técnica do NMP gera o valor zero
guando todos os 5 tubos apresentam resultados negativos, mas para o referente software utilizado
foi considerado os valores de < 1,8. Para fins de analise estatistica e calculo de médias, o valor <
1,8 foi considerado 1,8, tendo em vista que para realizacdo de médias geometricas ndo pode ser
utilizado o valor zero.

3.7 Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana
3.7.1 Preparo do inéculo

Os isolados foram suspensos em Caldo Cérebro coragcdo (BHI), incubados durante 24
horas a uma temperatura de 37°C e diluidos na concentracdo do tubo 0,5 da escala de Mc
Farland, equivalente a 1,5 x 10° células/mL. Tal concentracdo foi ajustada através do
espectrofotdbmetro de absorbancia onde a densidade correta de turbidez variou de 0,08 a 0,1
utilizando comprimento de onda de 625nm.

Para comparacéo e controle dos testes foram utilizadas cepas padrdo ATCC 43300 S.
aureus e ATCC 25922 E.coliobtidas junto ao Instituto Nacional de Controle de
Qualidade/INCQS/FIOCRUZ.
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3.7.2 Difuséo em disco simples

A suspensdo bacteriana (0,1ml) foi distribuida por toda a superficie das placas
contendoAgar Miieller Hinton (AMH) (Merck®) com o auxilio da alca de Drigalski. Os
discos foram depositados sobre a superficie do meio de cultura, ja contendo o indculo. Apos
incubacdo por 24 horas a 35°C, os didmetros formados na zona de inibicdo ao redor do
depdsito dos farmacos, foram observados e medidos, em milimetros (CLSI, 2012).

Na tabela 1 estdo listados os antibioticos testados nesse estudo e suas respectivas
zonas de inibi¢do de acordo com o CLSI, 2012. A escolha dos antibioticos foi feita a partir de
informacdes dos farmacos mais utilizados nas propriedades para o tratamento da mastite.

Tabela 1. Zonas de inibicdo avaliadas pelo diametro dos antimicrobianos utilizados.

Antimicrobianos Zonas de inibicdo (mm)
Resistente  Intermediario  Sensivel

Tetraciclina (30ug) <14 15-16 >19
Gentamicina (10ug) <12 13-14 >15
Enrofloxacina (10ug) <14 15-17 >18
Cefalotina (30u.0) <14 15-17 >18
Ampicilina (10ug) <28 - >29
Penicilina (10UI) <28 - >29
Sulfametoxazol-trimetropim (25ug) <10 11-15 >16
Ciprofloxacina (5ug) <15 16-20 >21
Neomicina (30ug) <12 13-16 >17
Azitromicina (15ug) <13 14-17 >18
Doxiciclina (30ug) <10 11-13 >14
Norfloxacina (15ug) <12 13-16 >17
Oxacilina (1pg) <10 11-12 >13
Cefoxitina (30ug) <24 - >25

3.7.3 Agar “screen” para pesquisa de Staphylococcus spp resistentes & oxacilina

Em adicdo a difusdo em disco simples com discos de oxacilina e cefoxitina, também foi
realizada a técnica de &gar screenatravés da diluicdo da oxacilina (1,0mg/ml) a uma
concentragdo final de 6ug de antibiotico por mililitro de meio de cultura AMH, suplementado
com 4% de NaCl. As placas de Petri foram divididas em oito partes iguais e sobre cada linha
foi possivel a inoculacdo de uma suspenséo, ou seja, para cada placa foi possivel a inoculagao
de 8 suspensdes bacterianas distintas, semeadas com o auxilio da al¢a de platina. Apds 24
horas de incubacdo a 35°C a resisténcia das cepas bacterianas ao antibiotico foi avaliada, onde
qualquer coldnia crescida na superficie do meio de cultura foi considerada resistente
(KOHNER et al., 1999).
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3.7.4 Pesquisa de producéo de betalactamases em enterobactérias
a) Difusé@o em disco

Esta técnica foi realizada seguindo a mesma metodologia descrita anteriormente,
segundo normas do CLSI (2008), porém com discos especificos de penicilinas,
cefalosporinas, monobactadmicos e associagdo com inibidores (acido clavulanico) - (Sensidisc
DME®) descritos na tabela abaixo (tabela 2).

Tabela 2. Zonas de inibicao avaliadas pelo didmetro dos antimicrobianos utilizados, segundo
0 CLSI (2012).

Antimicrobianos Zonas de inibi¢ao (mm)
Nome Classificacéo Mg Resistente Intermediario Sensivel
Amox+AC  Aminopenicilina+AC* 30 <13 14-17 >18
Amoxicilina Aminopenicilina 10 <13 14-16 >17
Ampicilina Aminopenicilina 20 <13 14-16 >17
Aztreonam** Oxyimino- 30 <17 18-20 >21
monobactamico
Cefalotina**  Oxyimino-cefalosporina 30 <14 15-17 >18
Cefepime  Oxyimino-cefalosporina 30 <20 21-23 >24
Cefoxitina Cefamicina 30 <14 15-17 >18
Ceftazidima Oxyimino-cefalosporina 30 <17 18-20 >21
Ceftriaxona  Oxyimino-cefalosporina 30 <13 14-20 >21
Imipenem Carbapenema 10 <13 14-15 >16
Oxacilina** Penicilina 1 <17 - >18
Penicilina Benzilpenicilina 10Ul <28 - >29

*AC — acido clavulanico **Foi utilizado para a realizacdo de testes complementares em alguns
isolados. A avaliagdo da suscetibilidade & oxacilina para os suspeitos de pertencerem ao grupo 2d ou
2br, aztreonam para 0s suspeitos do grupo 2ber e cefalotina para separacéo dos grupos 2b e 2e.

b) Confirmacéo dos principais grupos de betalactamases

A producdo de ESBL, AmpC e Carbapenemases foi avaliada em todas as
enterobactérias, em trabalho paralelo no LABAC-VET por Santiago (2013), durante seu
trabalho de dissertacdo através dos testes de avaliacdo da concentragdo inibitoria minima
(SOUZA Jr et al., 2004), aproximacdo em disco (SOUZA Jr et al ., 2004., MARTINEZ-
ROJAS 2009) e Teste de Hodge modificado (CLSI, 2012), respectivamente.
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3.8 Deteccdo Fenotipica da Producdo de Slime em Microplaca em Staphylococcus spp.
Isolados de Amostras de Leite e da Linha de Ordenha.

A producdo de slime em microplaca foi avaliada qualitativamente atraves do metodo
proposto por Cucarella et al., 2001, com modifica¢bes padronizadas em nosso laboratorio.

Os isolados foram repicados em AS por 24hs a 37°C e as colbnias crescidas foram
inoculadas em caldo tripticase soja (TSA - Britania) contendo 0,24% de glicose para
estimular a producéo do slime, e também incubada a 37°C por 24hs. A seguir, aliquotas de 0,2
mL desta suspensdo foram inoculadas em microplacas de poliestireno estéreis com 96 pocos
contendo 0 mesmo caldo e incubadas por 24 horas a 37°C sem agitacdo. Apds incubacéo, este
material foi desprezado e os pogos foram lavados 2 vezes com 200uL de solugdo salina
estéril, secos em estufa a 65°C por 1h e corado com 200uL de safranina 1% por 15 min. Os
pocos foram lavados trés vezes com &gua destilada e secos a temperatura ambiente. A
absorbancia foi determinada a 490nm em leitor de ELISA (BIO RAD MODEL 680). Pogos
n&o inoculados contendo caldo TSA com 0,24% de glicose serviram como branco. Os testes
foram realizados em triplicata, a leitura avaliada em momentos diferentes (no dia em que foi
realizada a coloragdo: ODPC, um dia ap0s a coloracdo: 1DPC e sete dias ap6s a coloragéo:
7DPC) e uma média foi retirada dos valores obtidos em cada dia de leitura. As cepas com
absorbancia maior que 0,1 foram consideradas produtoras de biofilmes (MACK et al, 2000;
VASUDEVAN et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2006). A producéo de slime foi considerada
forte, moderada ou fraca, conforme demonstrado na tabela 3.

Tabela3. Classificagdo da produgao de “slime” pelo método da microplaca

Producao de Slime Absorbancia
Fraca 0,1>0,2
Moderada 0,2>0,3
Forte >0,3

3.9 Técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) para a Amplificacdo dos Genes
de Resisténcia e Viruléncia.

Todo o experimento de extracdo do DNA e amplificacdo dos genes de resisténcia e
viruléncia foi realizado no Laboratério de Genética de Microrganismos situado no Instituto de
Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

3.9.1 Extracgéo do DNA bacteriano

A extracdo do DNA bacteriano foi realizado segundo protocolo otimizado pelo
Laboratorio de Bacteriologia Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
onde cada coldnia crescida em agar manitol vermelho de fenol foi repicada em 5 mL de caldo
BHI (MERK®). Apds 18hs a 37°C, uma aliquota de 1,5 mL do caldo contendo o indculo foi
transferida para microtubos que foram centrifugados a 14.000 rpm por 1 min, tal processo foi
repetido trés vezes, afim de se obter um pellet maior. Apos duas lavagens com 500ul de
tampé&o TE a 14.000 rpm por 1 min, ressuspendeu-se o pellet em 250ul de tampé&o de extragéo
(NaCl 150mM; Tris-HCI 100mM e EDTA 20mM) e foi adicionada lisostafina (SIGMA®)
para concentracdo final de 20ug/ml (5ul de lisostafina — 1mg/ml). Ap6s incubacéo a 37°C por
30 minutos, foi adicionado SDS 1% aos microtubos para concentragéo final de 3mg/ml, os
quais foram levados ao banho-maria a 50°C por 1 hora e posteriormente incubados a -20°C
por 10 min. Apds a centrifugacdo a 14.000 rpm por 10 min, o sobrenadante foi transferido
para um novo microtubo, adicionado a este 0 mesmo volume de cloroférmio:alcool isoamilico
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(24:1) e misturado por inversao por 5 min. Logo apoés a centrifugacdo a 14.000 rpm por 1 min,
0 sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, adicionado NaCl para concentragédo
final de 0,3M e misturado por inversdo, acrescentado 2 volumes de etanol 100% e também
misturado por inversdo, seguido de incubacdo a -20°C por 2 horas ou overnight. Apdés isto,
procedeu-se a centrifugacao a 14.000 rpm por 30min e descarte do sobrenadante, o pellet foi
lavado com 500ul de etanol 70% e colocado para secar a temperatura ambiente. O pellet foi
ressuspendido em 30 ul de agua mili-Q.

3.9.2 Amplificagdo dos genes atraves da técnica de PCR

As concentracOes utilizadas em todas as reacdes de PCR foram Tampédo 1X (10
mMTris-HCI; 50 mMKCI, e 0,1% Triton X-100, 2,0 mM de MgCl,; pH 9,0), 0,5 mMde cada
iniciador (BIONEER®), 0,2 mM de dNTP (FERMENTAS®), 2 U de Dream Taq"" Green
DNAPolimerase (FERMENTAS®) e 4gua mili-Q para completar um volume total de reagdo
de 20pl, contendo 2ul do DNA extraido (SAMBROOK et al., 2002).

Os amplicons foram avaliados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, contendo
corante SYBR Green (INVITROGEN®) diluido. A diluigéo foi feita na proporgdo de 1ul de
solucdo estoque concentrada 10000X do corante para cada 10ml de gel de agarose,
possibilitando a visualizagdo dos amplicons no transiluminador ultra-violeta e documentacéo
pela camera fotografica (SONY — Modelo DSC-HX1®), utilizando marcador de peso
molecular de 100 pb (FERMENTAS®).

a) Caracterizacao genotipica das espécies de Staphylococcus spp.

Todos os isolados foram caracterizados genotipicamente. Inicialmente foi realizada
uma PCR multiplex para os genes caracteristicos de Staph (Staphylococcus spp.) (ZHANG et
al., 2004) e S. aureus (DNAr) (STRAUB et al., 1999), e adicionalmente foi realizada a
deteccdo do gene coa (KARAHAN & CETINKAYA, 2006). Apds essa etapa, foram
realizadas amplificacdes dos genes espécie-especificos, S. intermedius (nuc 3 e 4) (SILVA et
al., 2003) e SIG (pta), foi submetido a enzima de restricdo Mbol(BANNOEHR et al., 2007)
para outras espécies de estafilococos coagulase positivos (ECP) (Tabela4).

Tabela4. Iniciadores e ciclos empregados para amplificacdo dos genes de identificacdo das
espécies de Staphylococcus spp. coagulase-positivos.

Gene Espécie Primer (5- 3) Ciclo*
Staph Staphylococcus spp. AAC TCT GTT ATT AGG GAA GAA 1
(756 pb) CA
CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC
DNAr S. aureus ACG GAG TTA CAA AGG ACG AC
(930 pb) AGC TCA GCC TTA ACG AGT AC 1
Coa Staphylococcus ATA GAG ATGCTG GTACAGG 2
(V)** coagulase-positivos GCT TCC GAT TGT TCG ATG C
nuc3e4 S. intermedius GCC CCT GCA ATG AGA GG 3
(431 pb) CGG ACCACTTTCCGTC
Pta Grupo SIG AAA GAC AAA CTT TCA GGT AA 4
(320pb) GCA TAA ACA AGC ATT GTA CCG

*1. 94°C 5min. (94°C 1min, 55°C 1 min., 72°C 1 min) x 30 e 72°C 10min; 2. 94°C 4min. (94°C 1min,
60°C 1 min., 72°C 1 min) x 30 e 72°C 5min; 3. (95°C 50s., 42°C 2 min., 72°C 4 min) x 40 e 72°C 1
min; 4. 95°C 2min. (95°C 1min, 53°C 1 min., 72°C 1 min) x 30 e 72°C 7min.**v: fragmento variavel
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b) Genes de relacionados a resisténcia aos Betalactamicos em Staphylococcus spp.

Foi realizada a técnica de PCR para amplificacdo dos genes blaZz (ROSATO et al.,
2003) e mecA (COELHO et al., 2007), como mostra a tabela 5.

Tabela 5.Iniciadores e ciclos empregados para amplificacdo do genemecAde Staphylococcus

spp.
Gene Primers Ciclos *
mecA AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGGC 1
(513 pb) AGT TCT GCAGTACCGGATTTGC

*1. (94°C 30s, 55°C 30s, 72°C 1 min) x 40 e 72°C 5min

c¢) Genes relacionados a producéo de Slimeem Staphylococcus spp.

Foi realizada a técnica de PCR simples para a amplificacdo dos genes envolvidos na
producdo de slime, icaAe icaD(VASUDEVAN et al., 2003) em todos os Staphylococcus spp.
Os iniciadores e ciclos utilizado estdo expostos na tabela6.

Tabela 6. Iniciadores e ciclos empregados para amplificacdo dos genes de viruléncia de

Staphylococcus spp.
Gene (fragmento) Iniciadores (5" -3 ") Ciclos*
icaA(1315pb) CCT AAC TAACGA AAG GTAG 1
AAG ATATAG CGATAAGTGC
icaD (381pb) AAA CGT AAG AGA GGT GG 1

GGC AAT ATG ATC AAG ATAC
*1 (92°C 45s, 49°C 45s., 72°C 1 min) x 30 e 72°C 7min

3.10 Eletroforese em Campo Pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis — PFGE):

O PFGE foi realizado segundo o protocolo descrito por Saulnier e
colaboradores(1993), com algumas modificacGes realizadas por Reinoso (2004). Os isolados
de Staphylococcus spp. foram inoculados em caldo cérebro coragdo (BHI) e incubados por
16-18 horas a 37°C. Uma diluicdo de 1/50 foi realizada e esta foi incubada a 37°C até atingir
ODggo= 0,7 — 0,8. Em seguida 1,5 mL da cultura foi centrifugado a 5510 xg por 10 min e 0
sobrenadante foi descartado. As células foram ressuspendidas em 300 pL de tampdo TEN
(100 mM EDTA, 0,15 M NaCl, 100 mM Tris pH 7,5) e centrifugadas por 5 min a 5510 g. Em
seguida o sobrenadante foi descartado e os sedimentos foram ressuspendidos em 150 pL de
tampéo EC (100 mM EDTA, 1 M NaCl, 6 mM Tris-HCI pH 7,6, 0,2 % de deoxicolato, 0,5%
de n-lauroilsarcosinato de sédio e 0,5% de Brij 58). Uma aliquota de 150 pL de agarose de
baixo ponto de fusdo a 2% fundida foi adicionada, homogeneizada e as amostras foram
transferidas para os moldes, que foram incubados a 4°C por 5 min. Os blocos foram
transferidos para tubos contendo 5 mL de tampéo EC e lisozima (na concentracéo final de 0,5
mg/mL) e incubados em banho maria a 36°C por 16-18 h. Os blocos foram transferidos para 5
mL de tampéo de lise (0,5 mM de EDTA, 1 % de n-lauroilsarcosinato de sodio), acrescido de
proteinase K na concentracao final de 0,2 mg/mL e incubados em banho maria a 50 °C por 4h
sob agitacdo suave. Apos a remocao do tampao de lise foram adicionados 10 mL de tampao
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TE e os tubos foram colocados em banho maria a 37°C por 30 min. Este procedimento foi
repetidos trés vezes. Ao término das trés lavagens, foram acrescentados aos blocos 60 U de
enzima de restricdo Smal, 2 uL de BSA 10 mg/mL, 20 pL de tampédo J e 73 pL de agua.
Estes foram incubados por 4 h a 25°C.

Os blocos foram transferidos para pocgos do gel de agarose 1% (Bio-Rad), preparado
com 0,5 x de TBE e separados por eletroforese em um equipamento CHEF-DR I11 system
(Bio-Rad). As condicbes de corrida foram realizadas segundo critérios estabelecidos por
Tenover e colaboradores (1994): tempo pulso inicial: 5 min, tempo pulso final: 25 seg., tempo
de corrida: 24 h., angulo do campo elétrico: 120°, voltagem: 6 V/cm. Concatameros do fago
lambda foram utilizados como marcador de peso molecular.

A observacdo visual do padrdo de bandas no gel foi utilizada para construcdo de uma
matriz binaria (1 = presenca de banda; 0 = auséncia de banda). A partir dessa matriz, foi
calculada a similaridade entre as cepas e o dendrograma foi construido utililzando o software
NT-SYS versdo 3.0 segundo o coeficiente de Dice (Sp) e os coeficientes de correlagdo de
grupamento foram calculados segundo a média aritmética no ponderada (UPGMA) com
ligamento completo (SNEATH & SOKAL, 1973). A determinacdo das possiveis associagdes
foi realizada pelo software estatistico SSPS.

3.11 Andlise Estatistica

Os perfis de suscetibilidade aos farmacos testados foram expressos em porcentagens
que foram analisadas de forma descritiva. O programa Excel (Microsoft®) foi utilizado para
confeccdo dos graficos com os percentuais dos isolados identificados e para a construcdodos
graficos com percentuais de suscetibilidade antimicrobiana.

Os resultados obtidos a partir do instrumento diagnéstico, foram submetidos ao teste
estatistico para avaliar a significancia de animais com mastite clinica e subclinica e os fatores
de risco extrinsecos (deficiéncia na limpeza e higiene do ambiente de ordenha e inadequacdes
das préticas de higiene do ordenhador), determinantes para a prevaléncia da mastite entre as
oito propriedades estudadas, foi utilizado o software Bioestati 5.1 (2011).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao das Propriedades

Foram visitadas oito propriedades, sendo quatro localizadas no municipio de Rio
Claro, uma em Pirai, duas em Paracambi e uma em Seropédica. No total, 407 animais foram
submetidos ao teste do CMT. As caracteristicas de cada propriedade estdo na tabela 7.

Tabela 7. Caracterizacdo geral das fazendas

Caracteristicas gerais das propriedades

o) 0,
Total Vacas Tipo de V. de Tipo de % CMT % 00

Fazenda Localizagdo de em rebanho leite ordenha ositivo Mastite Mastite
vacas _lactacgo diario P subclinica  clinica
0, 0, 0,
A Seropédica 45 26 Mestico 300 Mecénica (1675;2/%) (fﬁ?/l/;) (16/1/07)
. . Al 68% 97% 3%
B Rio Claro 200 127 Girolando 2000  Mecanica (87/127) (84/87) (3/87)
L . Als 80% 92% 8%
C Pirai 200 115 Holandés 1700  Mecénica (92/115) (85/92) (7/92)
0, 0, 0,
D Rio Claro 50 25 Girolando 100 Manual (165(;2/05) (12?1?) ((?/1/05)
. . 67% 83% 17%
E Paracambi 50 27 Girolando 80 Manual (18/27) (15/18) (3/18)
0, 0, 0,
F Paracambi 40 16 Girolando 50 Manual (1725/1/%) (503/1/;) (;/71/5)
0, 0, 0,
G RioClaro 50 4  Girolando 130  Manual (g%’) 1(8%) (g //g)
0, 0, 0,
H Rio Claro 52 25 Mestico 105 Manual 68% 82% 18%

(17/25)  (14/17) (3/17)

Em sete dos oito rebanhos avaliados, a frequéncia de animais CMT positivos foi
superior a 50%. Nas propriedades A, B, C, E, F e H, foram diagnosticados animais com
mastite clinica. Omaior percentual (18%) foi encontrado na propriedade H, seguidos de 17%
nas propriedades E e F. As propriedades A, B, C apresentaram percentuais de 6%; 3% e 8%,
respectivamente. Embora a propriedade C tenha apresentado um dos melhores resultados
referente aos aspectos voltados para limpeza e higiene do ambiente de ordenha e para manejo
dos animais, foi detectado 80% de positividade ao teste do CMT dos animais em lactacéo.

Este resultado pode estar relacionado a insuficiéncia na higiene pessoal, aspecto
comum em todas as propriedades avaliadas. Como também com a questdo genético-racial,
pois os animais desta propriedade eram da raga holandesa (tabela 7). Esta raca, embora
apresente caracteristicas genéticas que lhe conferem maior produtividade, possuitetos
pendulares mais proximos ao chdo, considerado um fator predisponente a infecgdo. Oliveira e
colaboradores (2012) ao avaliarem os fatores de riscos da mastite, observaram frequéncia
menor de positividade ao exame microbiolégico em animais mesticos em relacdo a raca
holandesa. Alguns autores reportam que a profundidade do uUbere € um fator de risco
importante, onde animais que possuem a base do Ubere abaixo ou préximo ao jarrete
apresentam mais chances de terem a CCS acima de 200.000 células/mL, do que os animais
com a base acima do jarrete (CARNEIRO et al, 2009; COENTRAO et al, 2008).
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As fazendasB e C assemelham-se quanto a estrutura da propriedade, nimero de
animais, volume de leite ordenhado e tipo de ordenha. Apesar de atenderem as exigéncias
estipuladas pela legislacao vigente no que tange as instalacdes, equipamentos e infra-estrutura
da sala de ordenha, em ambas foi detectado um elevado percentual de animais CMT positivos
semelhante ao encontrado nas fazendas E e F que sdo propriedades que praticam producao
familiar e ordenha manual. Estes fatores desmistificam a associacdo do cenario tecnoldgico
aos parametros como qualidade do leite e sanidade do rebanho, apontando para a importancia
de se considerar a capacitacdo da mao de obra atuante na linha de ordenha vinculada a
habitossistematicos de higiene, independente da realidade tecnolédgica da propriedade.

4.2 Resultados do Instrumento Diagnostico

A andlise dos fatores de risco para mastite bovina revelou que todas as propriedades
apresentaram grandes fragilidades em relacdo a manutencdo da limpeza e higiene do ambiente
de ordenha (Tabela 8). Estes aspectos sdo considerados preponderantes para prevencdo da
mastite bovina, uma vez que os cuidados relacionados ao ambiente onde ficam os animais
influenciam diretamente no desenvolvimento da doenca (SCHOEDER, 2012).

Foi observado que tanto na propriedade A enquanto na H, ndo houve conformidade em
quaisquer dos quesitos avaliadosreferentes a limpeza e higiene do ambiente de ordenha. Aires
(2010) alerta que a limpeza e higiene das instalaces dos animais sdo fundamentais na
profilaxia da mastite bovina, pois as vacas leiteiras passam entre 45 e 65% do tempo deitadas
e as sujidades no ambiente aumenta a probabilidade de contaminacdo dos tetos facilitando a
progressdao dos microrganismos para o canal do teto e posterior infeccdo da cisterna da
glandula.Foi observado que 87,50% das propriedades ndo realizavam a limpeza e o
armazenamento adequado dos utensilios utilizados na ordenha, como ilustrado na Figura 2.

Figura 2.Armazenamento inadequado dos utensilios utilizados na linha de ordenha na
propriedade D.

De acordo com Franco e colaboradores (2000), o leite pode ser contaminado em
qualquer das etapas de producdo, beneficiamento, distribuicdo e consumo por microrganismos
patogénicos ou deteriorantes. Praticas inadequadas de manejo, higienizacdo insuficiente de
equipamentos na sala de ordenha e no beneficiamento, conservagao inadequada tornam o leite
suscetivel a contaminacdo(SANGALETTI et al., 2009; CERESER et al., 2011). Segundo
Mattioda (2012), nos varios estudos no Brasil para avaliar a qualidade microbioldgica do leite
e dos produtos lacteos os resultados obtidos tem sido insatisfatorios.
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Tabela 8. Resultados do instrumento diagnostico de cada propriedade visitada.

Limpeza e higiene do ambiente de ordenha

Limpeza do curral

Bebedouros limpos

Limpeza da sala de espera

Limpeza e higiene da sala de ordenha

Limpeza e higienizagdo das teteiras entre ordenhas

Limpeza e armazenamento dos utensilios utilizados na ordenha de forma adequada
E realizada a manutencdo dos equipamentos de ordenha

Controle de vetores e pragas

Presenca de outros animais em alguma dessas instalagdes

Manejo de ordenha

Conforto ambiental (sombra, disponibilidade de 4gua, acessibilidade dos piquetes)
Encaminhamento adequado dos animais para ordenha

Vacas tranquilas durante a ordenha

Realiza teste da caneca telada

Realiza pré e pds dipping

Tetos dos animais limpos

Presenca de bezerro ao pé

Tempo de ordenha entre 5-6 minutos

Os animais sdo mantidos de pé por aproximadamente 1 hora ap6s a ordenha
Realizacdo da lavagem dos tetos

Praticas de higiene do ordenhador na linha de ordenha

Os ordenhadores realizam a lavagem e higieniza¢do das méos

Os ordenhadores utilizam luvas

Os ordenhadores trocam de luvas sempre que necessario

Os ordenhadores utilizam indumentéaria adequada

Os ordenhadores apresentam unhas, barbas e cabelos aparados

Os ordenhadores tossem, cospem, fumam e conversam durante a ordenha

Os ordenhadores desempenham outras funcdes além da ordenha

Os ordenhadores sabem da impotancia da realiza¢do das boas praticas de ordenha
O ordenhador recebe capacitacdo periodicamente

Os ordenhadores apresentavam ferimentos nas méos
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A propriedade C era a Unica que realizava limpeza e higiene dos utensilios da ordenha,
no entanto, 0s mesmos nao eram armazenados em locais adequados, ficavam expostosa poeira
e acessiveis aos outros animais presentes no ambiente. Uma caracteristica observada em
87,50% das propriedades foi a presenca de animais de outras espécies no ambiente de
ordenha, como céo, gato e aves.

Ainda foi observado que das quatro propriedades que realizavam ordenha mecanizada,
2 ndo realizavam os procedimentos de limpeza e sanitizacdo dos equipamentos de ordenha, e
outras 2 o faziam de forma inadequada. De acordo com Hicpac (2006), a persisténcia de
bactérias patogénicas em superficies e equipamentos, pode estar relacionada a frequéncia e a
forma como séo realizadasa limpeza, a higienizacdo e a desinfeccdo do ambiente. Estes
fatores também sdo decisivos para a inocuidade do leite. A limpeza tem como principal
objetivo remover o0s residuos organicos e inorganicos aderidos nos equipamentos, constituidos
principalmente, por carboidratos, proteinas, gorduras e minerais (ANDRADE, 2008). Apesar
da etapa de limpeza ser capaz de reduzir a carga microbiana, observa-se que a maioria ainda
permanece aderida, principalmente quando ha a formacdo de biofilmes bacterianos.Alguns
sanitizantes ndo agem em residuos da matéria organica que permanecem no equipamento apos
0 processo de limpeza incorreto, ndo sendo capazes de destruir totalmente as células sésseis
viaveis (SIMOES et al., 2006).Desta forma, as etapas de limpeza e sanitizacdo devem ser
realizadas corretamente e sistematicamente, considerando a concentracdo adequada das
solugdes sanitizantes,seu tempo de contato e temperatura com o intuito de obter maior
eficiéncia antimicrobiana (OLIVEIRA et al.,2013).

Quanto aos parametros utilizados para avaliar 0 manejo de ordenha dos animais, foi
detectado que em 100% das propriedades, as vacas leiteiras encontravam-se com bezerro ao
pé e em 87, 50% das propriedades, 0s animais encontravam-se sujos no momento da ordenha
(Figura 3), carreando residuos de matéria organica para sala de ordenha, aumentando a
probabilidade de contaminagéo dos tetos e do leite.

(1 1! i

e

Figura 3. Animais presentes na linha de ordenha shjos de lama na propriedade B.

Ainda foi observado que em 50% das propriedades nédo era fornecida alimentagdo apos
a ordenha (Figura 4). Esta medida é aconselhada para manter os animais em estacao durante a
primeira horaapos a ordenha,a fim de reduzir a exposicao da extremidade do teto as bactérias.
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Neste periodo, o esfincter do teto permanece relaxado deixando os animais mais suscetiveis a
mastite (RODEMBURG,2012

" Wy

£~

Figura 4. Animais deitados sobre matéria d}génica apos serem ordenhados na propriedade A.

As propriedades G e H apresentaram 90% de ndo conformidade com os parametros
utilizados para avaliar as boas praticas do manejo de ordenha.

Observou-se que em 87,50% das propriedades, os animais eram encaminhados de
forma inadequada para alinha de ordenha. Segundo Hachem (2005), a conducdo de forma
calma e ordenada para a linha de ordenha, evita o estresse dos animais. Ao contrario, animais
estressados tem seu peristaltismo intestinal aumentado e defecam mais na linha de ordenha. O
estresse também resulta na retencdo do leite, favorecendo a multiplicacdo de microrganismos
no interior da glandula maméaria. Segundo Alverdy (2000), a liberagdo dos hormdnios no
sangue diante de situacBGes de estresse do hospedeiro estimula a producdo dos fatores de
viruléncia destes patdgenos. Estudos realizados por Cogan (2007), avaliando a expressdo dos
fatores de viruléncia das enterobactérias detectou que quando as mesmas eram expostas in
vitroa norepinefrina aumentavam a expressao de toxinas. Ainda,Pighetti (2010) realizou um
estudo acerca da multiplicacdo da E.coli, devido a presenca deste mesmo hormonio e
observou que concentragdes elevadas no leite permitem que a E.coli se adapte e multiplique
mais rapido na glandula mamaria.

Ao avaliar as préticas de higiene dos ordenhadores na linha de ordenha, foi observado
que em 87,50% das propriedades, os ordenhadores ndo realizavam a lavagem e higiene das
mé&os, ndo recebiam capacitacdo quanto as boas praticas de ordenha, tossiam, cuspiam nas
méaos durante a ordenha e apresentavam ferimentos nas maos. Apenas em trés propriedades
eram utilizadas luvas de procedimento, no entanto, estas ndo eram trocadas periodicamente,
contribuindo para a dispersdo dos agentes contagiosos no ambiente de ordenha. Uma vez que
o homem alberga S. aureus em suas mucosas nasais e faringeanas, nas maos e pele, os
ordenhadores podem atuar como dispersores destes agentes aos animais, utensilios e
equipamentos de ordenha. De igual modo, o S. agalactiae também pode ser transferido de um
animal para outro devido a falhas de higienizacdo nas méos e nos utensilios utilizados na
ordenha (BRITO & BRITO, 2002). De acordo com Santos (2003), a mais eficiente forma de
controle da mastite é a adogdo de préaticas adequadas de higiene, através de atividades simples
incorporadas ao manejo rotineiro da fazenda leiteira.A atuacdo do ordenhador € fundamental
para que a implementacdo de praticas higiénico-sanitéarias sejam eficazes, uma vez que opera
0s equipamentos da ordenha, latdes de leite e tanque de resfriamento.
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4.3 Analise Estatistica

O teste estatistico usado para avaliar a significancia de animais com mastite clinica e
subclinica entre as propriedades, mostrou que as propriedades D e G apresentaram percentuais
idénticos, em que 100% dos animais com mastite, apresentaram o quadro subclinico. Ainda
podemos observar que as propriedades A e C também apresentaram percentuais semelhantes,
de animais acometidos por mastite subclinica, préximo a 93%. J& a propriedade B apresentou
97% de animais com mastite subclinica. A Figura 5 mostra a distribuicdo dos quadros clinicos
e subclinicos, entre os animais positivos para o teste do CMT.

Scatterplot of CLINICA vs SUBCLINICA
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Figura 5. Distribuicdo da prevaléncia de mastite clinica e subclinica nas 8 propriedades
estudadas.

As analises referentes aos fatores de risco extrinsecos, determinantes para a
prevaléncia da mastite bovina nas propriedades estudadas (Tabela 9), permitiu 0 grupamento
das fazendas em dois grupos. O primeiro compreendendo as propriedades E, F e H, e 0
segundo englobando as propriedades D e G.

As propriedades E, F e H, com percentuais altos de animais acometidos pela mastite
clinica, ndo apresentaram diferencas significativas nos fatores de risco para a mastite, em que
os principais pontos foram os fatores relacionados a deficiéncia na limpeza e higiene no
ambiente da ordenha e a inadequacdo das praticas de higiene do ordenhador.

No grupo das fazendas com altos indices de mastite clinica (E,F e H) observou-se que
os fatores comuns determinantes foram a auséncia de limpeza da sala de espera, auséncia de
higiene da sala de ordenha e 0 armazenamento inadequado dos utensilios de ordenha, além de
todos problemas relacionados a higiene dos ordenhadores. Ja no grupo das fazendas com alto
indice de mastite subclinica (D e G), os fatores principais foram a ineficiéncia na limpeza e
armazenamento dos utensilios utilizados na ordenha e todas as variaveis associadas as praticas
de higiene dos ordenhadores.

Estes dados sugerem que a auséncia da limpeza da sala de espera e da sala de ordenha
favorece o desenvolvimento dos quadros de mastite clinica. Por outro lado, as inadequacdes
na limpeza e armazenamento dos utensilios e equipamentos utilizados na ordenha, além de
todos o0s parametros avaliados para as praticas de higiene dos ordenadores foram
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determinantes nos altos indices de mastite observados nos dois grupos de propriedades, mas
ndo parecem ter influenciado o tipo de quadro sintomatico desenvolvido pelos animais.

Tabela 9. Probabilidade de semelhanca de fatores de risco para Mastite bovina entre as
propriedades estudadas, através do Teste de Mann-Whitney a 5% de probabilidade.
Em destaque diferencas significativas.

Fazendas A B C D E F G
B 0,0019
C 0,0546 0,1919
D 0,0689 0,1414 0,4413
E 0,1094 <0,0001 0,0050 0,0062
F 0,4478 0,0033 0.0722 0,0900 0,0914
G 0,0668 <0,0001 0,0023 0,0028 0,4077 0,0548
H 0,0609 <0,0001 0,0018 0,0023 0,3997 0,0497 0,4935

4.4 Origem das Amostras

A partir das 407 vacas analisadas, foi possivel coletar 272 amostras de leite,
correspondendo aproximadamente a 20% do total de animais CMT positivos. Nestas
propriedades também foram coletadas 107 amostras da linha de ordenha, sendo 19 amostras
de méos dos ordenhadores, 64 das ordenhadeiras mecanicas, 14 de material nasal dos
ordenadores e 10 amostras obtidas a partir dos latdes de leite (Tabela 10). Além disso, foram
coletadas amostras dos principais pontos de abastecimento da agua utilizada na linha de
ordenha de cada propriedade (n=8).

Tabela 10. Relacdo das propriedades, dos municipios, nimeros de amostra com seus
respectivos sitios de coleta e nimero de vacas.

Identificacao Cidade Ndmero de amostras Ordenhadeira Maé&os  Nasal Lat6es
da propriedade (n° de vacas) * mecanica de leite
A Seropédica 101 (26) 16 3 3 0
B Rio Claro 62 (17) 24 3 3 0
C Pirai 40 (13) 24 3 0 0
D Rio Claro 20 (5) 0 2 2 2
E Paracambi 16 (4) 0 2 2 2
F Paracambi 15 (4) 0 2 2 2
G Rio Claro 10 (3) 0 2 2 2
H Rio Claro 8(4) 0 2 0 2
Total 272 (76) 64 19 14 10

*20% dos animais positivos para o teste do CMT foram selecionados para o estudo. (O nimero de amostras de
leite pode ndo corresponder a quatro vezes o nimero de vacas devido ao fato de alguns animais apresentarem
tetos fibrosados).

A partir das amostras de leite e linha de ordenha foram obtidos 411 isolados, sendo
289 oriundos de leite mastitico, 51 das méaos, 31 da ordenhadeira mecanica 29 do material
nasal e 11 dos latdes de leite.
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4.5 Analise Bacteriologica
4.5.1 Andlise microbioldgica da agua.

A tabela 11 apresenta os resultados das analises microbioldgicas da &gua utilizada nos
ambientes de ordenha das 8 propriedades avaliadas.

Tabela 11. Resultados das pesquisas por Coliformes totais e fecais em amostras de aguasdas
oito propriedades estudadas.

Propriedades Coliformes Totais Coliformes Termotolerantes
(NMP/100mL) (NMP/100mL)
A 2 2
B 90 9
C 0 0
D 33 27
E 110 33
F 280 170
G 13 2
H 13 2

As analises realizadas a partir das amostras de agua mostraram que das oito
propriedades avaliadas, sete apresentaram resultados fora dos padrdes de potabilidade
estipulados pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2004). Lacerda e colaboradores (2009) em
estudos realizados na regido de Minas Gerais constataram que 90% da agua utilizada nos
processos de ordenha estavam fora dos padrdes considerados aceitaveis para 0 consumo
humano. Apenas a propriedade C apresentou resultados das analises para coliformes totais e
termotolerantes dentro dos parametros de potabilidade estipulados. Este fato pode estar
associado ao aquecimento do sistema de &gua e a cloracdo apropriada da aguade
abastecimento da sala de ordenha. No entanto, foi a propriedade que apresentou maior
percentual de positividade ao CMT, provavelmente devido a insuficiéncia observada nos
procedimentos higiénico-sanitarios conforme tabela 8.

As propriedades E e F apresentaram maiores valores tanto para coliformes totais quanto
para termotolerantes, sendo 1Z10NMP/100mL e 33NMP/100mL 280NMP/100mL e 170NMP/
mL, respectivamente. Estas propriedades estavam entre as que apresentaram 0 maior
percentual de mastite clinica. Os coliformes sdo habitantes naturais da microbiota intestinal
dos bovinos, estando presente em suas fezes, e podem ser facilmente disseminados através da
agua, e sdo um dos principais patdgenos envolvidos nos casos de mastite clinica
(RANGEL,2007). Segundo Miguel (2010) a carga bacteriana inicial do leite esta diretamente
associada a qualidade da agua utilizada na limpeza dos equipamentos de ordenha. Muitas
propriedades ndo utilizam agua tratada, pois historicamente a incidéncia de contaminagéo das
aguas subterraneas, principalmente a de pogos artesianos, tem sido considerada baixa. No
entanto, nos ultimos anos, ndo tem sido descartada a possibilidade de contaminacédo bioldgica
das aguas subterraneas relacionada as atividades pecudrias, 0 que aponta a necessidade desse
monitoramento (Centro de Vigilancia Epidemiolégica/CVE/SES-SP). A agua utilizada para a
lavagem dos materiais e das ordenhadeiras devem ser clorada e para lavagem do ambiente
deve ser hiperclorada. Concentracao de 3 a 15 ppm por litro de cloro residual e de 4gua sao as
concentragfes que promovem a atividade bactericida do ion cloro (CERQUEIRA et al.,
2006). A qualidade da agua dos bebedouros dos animais também deve apresentar boa
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qualidade microbioldgica, uma vez que pode ser veiculo para transmissdo de doencas no
rebanho (LACERDA et al. 2009).

4.5.2 Identificacdo bacteriana a partir das amostras de leite e linha de ordenha

ApoGs isolamento e identificacdo bacteriana, foi possivel avaliar o crescimento de
Staphylococcus spp em 85,15% (350/411) e bastonetes Gram negativos em 14,8% (61/411).
A tabela 12 apresenta a distribuicdo dos isolados de acordo com o sitio de coleta.

Tabela 12. Distribuicdo dos isolados bacterianos por sitio de coleta.

Espécie (n° de Leite( n°290) Maos(n°46) Nasal (n°29) Ordenhadeira  Latdo de

isolados) (n°32) leite (n°14)
ECN (216) 67,1% 13,4% 8,3% 6,5% (14/216) 4,7%
(145/216) (29/216) (18/216) (10/216)
ECP (58) 88,0% (51/58) 1,7% (1/58)  1,7% (1/58) 8,6% (5/58) 0,0%
S.aureus (60) 63,3% (38/60) 10% (6/60) 13,3% (8/60)  6,7% (4/60)  6,7% (4/60)
S.intermedius (12)  100% (12/12) 0% 0% 0% 0%
SIG (4) 100% (4/4) 0% 0% 0% 0%
P. mirabilis (20) 95% (19/20) 5% (1/20) 0% 0% 0%
E.coli (17) 82,3% (14/17) 11,8% 5,9% (1/17) 0% 0%
(2/17)
S. rubidaea (8) 25% (2/8) 12,5% (1/8) 0% 62,5% (5/8) 0%
P.vulgaris (7) 0% 42,9% (3/7) 0% 57,1% (4/7) 0%
C. diversus (4) 0% 75% (3/4) 25% (1/4) 0% 0%
S. marcescens (2) 100% (2/2) 0% 0% 0% 0%
C. freundii (2) 100% (2/2) 0% 0% 0% 0%
E. aerogenes (1) 100% (1/1) 0% 0% 0% 0%

A identificagdo fenogenotipica revelou que 85,2% (350/411) dos isolados oriundos do
leite e da linha de ordenha foram de Staphylococcus spp. (Figura 5). Destes, 61,7% (216/350)
foram classificados como Staphylococcus coagulase negativo (ECN), sendo 41,4% (145/350)
correspondente ao leite e 20,3% (71/350) a linha de ordenha, respectivamente. Este dado
embasou a elaboracdo de outro projeto destinado a identificacdo genotipica dos ECN, afim de
gue se possa mapear as espécies relacionadas e os possiveis clones circulantes em cada regido
estudada.

Os Staphylococcus coagulase positivos (ECP) foram isolados em um total de 38,3%
(134/350), sendo 42% (105/250) proveniente do leite e 29% (29/100) da linha de ordenha. A
amplificacdo dos genes 16S rRNA (figura A) e coa (figura B) identificou que 44,8% (60/134)
eram S. aureus, sendo 36,2% (38/105) isolados do leite e 75,9% (22/29) da linha de ordenha.
Um total de 36,2% (12/105) foi identificado como S. intermedius provenientes apenas do leite
e 11,4% (4/105) foram identificados como Staphylococcus coagulase positivos do grupo SIG
(Figura 5). Os demais 58 isolados caracterizados como estafilococos coagulase-positivos néo
amplificaram qualquer dos genes de caracterizagdo especifica utilizados: DNAr de S.aureus,
nuc3, nucd e pta. O grupo de trabalho padronizou recentemente uma nova caracterizagao
genotipica baseada em PCR dos genes coa, nuc e 23SrRNA para S. aureus, PCR-RFLP do
gene groEL, e estdo sendo desenvolvidas novas metodologias de identificacdo para os demais
ECPs, considerando as mudancas na classificacdo deste grupo. Estes isolados serdo testados
dentro desta nova metodologia com vistas ao fechamento conclusivo de sua identificagéo.
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Figura 6. Percentuais das diferentes espécies de Staphylococcus spp. isoladas tanto das
amostras de leite quanto da linha deordenha.
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Figura 7. Genes Staph (756 pb) e DNAr de S. aureus (930 pb) (A), nuc 3 e 4 (431pb) A: M:
marcador de peso molecular (100bp), CP: controle positivo, CN: controle negativo e 1:
Isolado positivo para os genes Staph e DNAr de S. aureus . B: M: marcador de peso
molecular (100bp), CP: controle positivo, RN: controle negativo e 1: Isolado positivo
paranuc 3 e 4.

O consideravel progresso na classificagdo sistematica dos estafilococos e no
desenvolvimento de métodos para a identificacdo do género, espécies e subespécies, tem
permitido o reconhecimento da variedade de Staphylococcus coagulase-negativos (ECN)
presentes em diversos tipos de amostras, bem como sua implicagdo como agentes etioldgicos
de uma série de processos infecciosos (CUNHA et al., 2002). No presente trabalho foi
detectado um elevado percentual de ECN em diferentes sitios de coleta, sendo 67,1%
(145/216) isolados do leite, 13,42% (29/216) das maos e 8,33% (18/216) de swab nasal, 6,7%
(14/216) da ordenhadeira mecanica e 4,7% (10/216) do latdo de leite. Estes resultados podem
estar associados ao fato deste grupo integrar parte da microbiota normal da pele e da mucosa
humana e animal. No entanto, em situagcdes de baixa de imunidade ou lesdo tecidual do
hospedeiro, esses microrganismos podem se desenvolver como patdgenos oportunistas
(BANNERMAN, 2003) e ainda sdo capazes de expressar mecanismos de viruléncia
complexos que podem dificultar sua eliminacdo (PIORALA, 2009).

A excessiva manipulagdo de equipamentos e auséncia de medidas adequadas de
higiene pode explicar o elevado percentual de Staphylococcus spp, em especial ECNs,
encontrado no presente trabalho. Durante o levantamento epidemioldgico realizado no
ambiente de ordenha, foram observadas falhas nas etapas de higienizacdo tanto das méos dos
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ordenhadores quanto da ordenhadeira mecanica, além da circulacdo de pessoas externas a
equipe técnica da ordenha. Em alguns, estes individuos até mesmo manipulavam
equipamentos e utensilios da ordenha sem treinamento adequado. Thorberg e colaboradores,
(2006) investigando a similaridade genética entre espécies de ECNSs isoladas do leite e da pele
dos ordenhadores observou que as estirpes predominantes no leite foram isoladas da pele dos
ordenhadores, sugerindo que o0s seres humanos sdo provavelmente a principal fonte de
contaminag&o para as vacas.

Segundo Tan e colaboradores, (2009), a mastite causada por ECN ainda é pouco
compreendida e de dificil controle sendo a causa persistente de inflamacdo intramamaria, que
pode persistir durante os meses de lactagdo. De acordo com Tapponen e colaboradores (2009),
a caracterizacao da natureza e viruléncia de diferentes espécies de ECN isolados de ambientes
leiteiros, é preponderante na elaboragdo de estratégias de controle e prevencdo da mastite
causada por estes patdgenos.

Zadoks e colaboradores (2009), atravésdas técnicas de AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) e PFGE (Pulsed-Field Gel Eletrophoresis), ao analisar estirpes de
ECN isolados durante a lactacdo, bem como antes e depois do periodo seco, comprovaram
gue as cepas eram as mesmas durante todas as fases avaliadas. Este resultado levou aos
autores a afirmarem que provavelmente houve a persisténcia da infec¢cdo ou uma reinfecgéo,
aumentando a probabilidade de outros animais serem infectados. Estes resultados ressaltam a
importancia do constante monitoramento dos principais fomites da mastite bovina para a
correta eliminacdo do agente no ambiente da ordenha. A frequéncia de isolamento dos ECN a
partir de mastites clinicas e subclinicas em vacas e novilhas de todo 0 mundo tem aumentado
consideravelmente, tornando-os agentes emergentes na mastite bovina (GENTILINI et al.,
2002; PITKALA et al., 2004; FREITAS et al., 2005; SOARES et al., 2009).

Staphylococcus spp coagulase-positivos, em especial S. aureus, também foram
isolados de todos os sitios de coleta. Estes microrganismos sdo comensais e patogénicos de
humanos (ZADOKS et al, 2011).0 elevado percentual de S.aureus isolados do leite em
relacdo aos demais sitios de coletas, também deve estar relacionado as falhas nos
procedimentos de higienizacdo das maos e dos equipamentos de ordenha. Estes
microrganismos sdo 0s principais agentes bacterianos causadores da mastite contagiosa, tendo
como uma das principais vias de transmissdo as teteiras da ordenhadeira mecanica, assim
como maos dos ordenhadores, toalhas ou luvas utilizadas no momento da ordenha (RAJALA-
SCHULTZ PJ et al, 2009, DELGADO et al, 2011). Ressalte-se que nas amostras coletadas
apos a higienizacdo das teteiras da ordenhadeira mecanica, 10% (6/60) dos isolados eram S.
aureus. Segundo Sachsek e colaboradores (2010), os equipamentos de ordenha tem um
importante papel na transmissdo destes patdgenos entre vacas. No entanto, mesmo com a
identificacdo das principais vias de transmissdo dos S. aureus, ainda sdo enfrentadas grandes
dificuldades no controle deste patdgeno. Uma das razdes que tem dificultado o
desenvolvimento de protocolos direcionados para o tratamento e controle das infecces, é sua
elevada diversidade genética, podendo haver vacas infectadas por diferentes estirpes de S.
aureus com fatores de viruléncia e resisténcia que impossibilitam a eficicia das terapias e
medidas profilaticas.

A importancia de Staphylococcus intermedius,encontrado em 8,9% das amostras, €
pouco discutida na etiologia das mastites, sendo esta espécie mais associada a cdes. N0ss0s
dados corroboraram com Moroni e colaboradores (2006), que isolaram Staphylococcus
intermedius em 12,20% das 82 amostras que avaliaram. Recentemente, um grupo de pesquisa
conseguiu realizar o sequenciamento de locus da espécieStaphylococcusintermedius, podendo
assim demonstrar que esta era considerada a responsavel por muitas enfermidades em animais
de forma equivocada (BANNOEHR et al., 2009).
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A analise genotipica revelou as espécies Staphylococcus intermedius, Staphylococcus
pseudintermedius e Staphylococcus delphini, as quais eram classificadas fenotipicamente
como S. intermedius, assim surgiu o grupo S.intermedius (SIG) (BANNOEHR et al., 2007;
DEVRIESE et al., 2008). Também foi descoberto que S. pseudintermedius, e ndo S.
intermedius, é o patdgeno de muitas doencas animais e que S. delphini foi isolado a partir de
varias espécie animais, podendo ser mais importante clinicamente do que se pensava
(BANNOEHR et al., 2007; DEVRIESEet al.,, 2008). O recém-identificado S.
pseudintermedius (DEVRIESE et al., 2005) é ocasionalmente isolado deinfec¢des humanas
graves, e a emergéncia e propagacao de cepas de S. Pseudintermedius resistentes a meticilina
sdo os principais problemas de saude veterinaria e publica (GUARDABASSI et al., 2004;
VAN HOOVELS et al.,, 2006; BANNOEHR et al., 2007; DESCLOUX et al., 2008;
DEVRIESE et al., 2008). Sasaki e colaboradores (2007) reportaram ser possivel diferenciar
biogquimicamente S.intermedius das outras espécies SIG, mas ndo identificaram marcadores
fenotipicos para discriminar S. pseudintermedius, de importancia clinica, de S.delphini
(SASAKI et al., 2007), e concluiram gue o sequenciamento de DNA é atualmente necessario
para identificar S. pseudintermedius (BANNOEHR et al., 2007; SASAKI et al., 2007).

Foi realizada uma reacdo de PCR para deteccdo do gene pta (320 pb), o qual esta
presente em Vvarias espécies de Staphylococcus. Este fragmento foi posteriormente submetido
a acdo da enzima de restricdo Mbol, produzindo fragmetos de 213 e 107 pb para a S.
pseudintermedius, que possui apenas um sitio de acdo para a enzima de restricdo. As espécies
S.intermedius, S.delphini e S. schleiferi ndo tem sitio de acdo para Mbol e portanto, ndo
produziram fragmentos. Staphylococcus aureus produziu fragmentos de 156 e 164 pb. Assim,
a diferenciacdo das espécies de Staphylococcus foi possivel (BANNOEHR et al., 2009). No
presente trabalho foi realizada somente a reagdo de PCR para amplificacdo do gene pta para
identificacdo de Staphylococcus spp. do grupo SIG, sem a digestdo do fragmento a acéo da
enzima Mbol.

4.5.3. Distribuicdo dos isolados bacterianos e a caracterizacdo da mastite bovina

Considerando a prevaléncia dos estafilococos e a caracterizacdo da mastite (Anexo ),
foi possivel determinar que os ECNs foram isolados em 20% de amostras de mastite clinica e
em 80% das amostras de mastite subclinicas. De acordo com Amaral e colaboradores (2003),
tem sido relatado que espécies de ECN tendem a estar implicadas em casos de mastite
subclinica, causando uma infeccdo leve, que pode evoluir para cura espontanea ou se agravar,
causando alteraces na CCS e apresentando os sinais clinicos classicos de mastite clinica. No
presente trabalho, foi possivel observar que a maior frequéncia de isolamentos dos ECNs se
deu a partir das amostras de leite de vacas que apresentavam CMT + ou ++, mesmo que fosse
em apenas um dos tetos, tendo menor presenga em amostras de animais que apresentavam
CMT +++,

J& os ECPs foram encontrados em 14% das amostras de leite de mastite clinica e 35%
da subclinica, sendo que os S.aureus foram isolados em 10% das amostras de leite de mastite
clinica e 28% de subclinica. Muitos trabalhos tem documentado a capacidade dos S.aureus de
internalizar e sobreviver dentro das células do hospedeiro por um longo periodo (GARZONI,
2009). Estudos realizados por Almeida e colaboradores, (1996) isolou S. aureus de amostras
de células alveolares do tecido mamario de uma vaca com mastite cronica. Estes estudos
suportam a tese de que estes patdgenos podem ficar presentes no hospedeiro e diante uma
baixa imunidade podem causar infec¢des cronicas na glandula mamaria. De acordo Wolf e
colaboradores (2010), os S.aureus podem causar mastite clinica com apresentacdo de sinais
variaveis de moderados a graves, tanto locais quanto sistémicos. Desta forma, o menor
percentual de isolado de S.aureus observados tanto nos casos de mastite clinica quanto de
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mastite subclinica comparado aos demais Staphylococcus spp.isolados, ndo deve ser
subestimado devido a patogénese desta espécie apresentar diversificados mecanismos de
sobrevivéncia que as tornam mais virulentas.

Segundo Benic e colaboradores (2012) o perfil dos isolados S.aureus de animais
mastisticos, apresentam habilidade em produzir diferentes enzimas e toxinas capazes de gerar
danos nos tecidos mamarios proporcionando maior invasividade, e também sdo capazes de
resistir a camada inibitdria de queratina do canal do teto e ainda conseguem evitar a acdo da
fagocitose na presenca da proteina. Estes aspectos entre outros dificultam o seu isolamento e
realizacdo de terapias antimicrobianas. De acordo Wilson e colaboradores (1997), Grohn e
colaboradores (2004), as perdas econémicas resultantes da infeccdo por S. aureus é estimada
em $160,00 ddlares por vaca. As vacas mais novas chegam a perder 8,4 litros de leite em
relacdo a producdo de vacas saudaveis, ja em vacas mais velhas a producdo ap6s a mastite
clinica é em torno de 5,5 litros de leite por dia.

4.5.4. Bastonetes Gram-negativos isolados

Dentre as espécies de bastonetes Gram negativos isolados do leite e da linha de
ordenha, obteve-se um total de 14,35% (59/411), sendo 9,5% (39/411) correspondentes ao
leite e 5,3% (22/411) a linha de ordenha. A identificagdo fenotipica dos bastonetes Gram
negativos, revelou que dentre as espécies isoladas do leite 48,7% (19/39) foram identificadas
como P. mirabilis, 35,9% (14/39) de E. coli, 5% (2/39) de S.marcescens, 2,5% (1/39) de
S.rubidaea, 5% (2/39) de C. freundii e 2,5% (1/39) de Enterobacter aerogenes. Quanto as
espécies de bastonetes Gram negativos isoladas da linha de ordenha, foram identificadas
31,8%(7/22) de P. vulgaris, 31,8% (7/22) de S. rubidaea,18,18% (4/22) deC.diversus, 13,6%
(3/22) de E.coli e 4,5% (1/22) de P. mirabilis(Figura 8).
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Figura 8. Percentuais das diferentes espécies de bastonetesGram negativos isoladas tanto das
amostras de leite quanto da linha de ordenha.

A variedade encontrada de espécies de bastonetes Gram negativos isolados do leite,
pode estar associada ao ambiente propicio para o desenvolvimento destes microrganismos,
devido a presenca de matéria orgénica, que quando associada a outros fatores como umidade e
calor, potencializa a proliferacéo bacteriana (OLIVEIRA,2012). Os resultados do instrumento
diagnostico identificou que todas as propriedades avaliadas apresentaram falhas nos quesitos
relacionados a limpeza e higiene do ambiente, sendo que as propriedades A, B e C
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destacaram-se por apresentar muita contaminacao fecal, e as maiores taxas de prevaléncia de
enterobactérias no leite mastitico, 30,7% (12/39),46,1% (18/39) e 20,5% (8/39)
respectivamente.Conforme dados previamente expostos na tabela 8 e Figura 4, na propriedade
A,0s animais ndo recebiam alimentacdo ap6s a ordenha e eram soltos novamente no ambiente
contaminado. Esta pratica pode propiciar a entrada de microrganismos ambientais pelo
esfincter ainda aberto.

As espécies de enterobactérias provenientes de amostras de leite que foram isoladas em
maior percentual foram Proteus mirabilis e Escherichia coli, com percentual de 48,7%
(19/39), e de 35,9% (14/39), respectivamente. E as espécies isoladas em maior percentual na
linha de ordenha foram P.vulgaris e S.rubidaea, ambos apresentaram o mesmo percentual
31,8%(7/22). O envolvimento do género Proteus spp.na etiologia da mastite bovina €
subestimado e poucos relatos na literatura apontam para a sua importancia. Segundo Hogan &
Smith (2003), este género, que esta presente no ambiente e pode contaminar as mangueiras de
agua usadas na lavagem dos tetos antes da ordenha.

Por existir, em ambiente de producdo bovina, o risco de circulagdo de cepas
patogénicas de E. coli, no presente estudo, os isolados desta espécie foram caracterizados por
Santiago (2013) e encaminhados para sorotipagem no Laboratério de Enterobactérias da
FIOCRUZ, de referéncia na area, ndo tendo sido detectada qualquer cepa patogénica. No
entanto, cabe ressaltar que a E. coli O157H7 é ubiquitaria tanto em bovinos de corte quanto
de leite (SILVEIRA, 2010) e que estudo realizado por Johnson e colaboradores (2008) com
cepas de EPEC (E. coli enteropatogenica) detectou proximidade clonal entre as amostras
isoladas de animais e humanos, sugerindo que estes animais podem atuar como reservatérios
e fonte de infeccdo de cepas atipicas de enterobactérias para 0s humanos ou vice-versa. Desse
modo, 0 monitoramento higiénico-sanitario no ambiente de producdo leiteira deve considerar
estratégias para deteccdo dessa cepas patogénicas. Segundo AIRES, (2010), a prevencao da
veiculagdo destes microrganismos no ambiente de ordenha esta diretamente relacionado a
manutencdo das condicGes de higiene da linha de ordenha e outras instalacGes utilizadas pelos
animais.

A é4gua também pode ser uma importante fonte de dispersdode agentes ambientais. Na
propriedade B, cuja prevaléncia de P. mirabilis foi de 50% (9/18), foi observado que 0s
animais entravam muito sujos de lama na linha de ordenha (Figura 3) e recebiam jatos de
agua antes da ordenha de forma irregular. Os resultados das analises de agua coletadas direto
dos pontos de saida da sala de ordenha nesta propriedade revelou os maiores valores tanto
para coliformes totais quanto para termotolerantes (90NMP/100mL e 9NMP/ mL,
respectivamente). De modo geral, apenas na propriedade A, a agua foi considerada adequada
aos padrdes. Mallet et al., (2007), ao estudar a qualidade da agua utilizada em 25 pequenas
propriedades leiteiras de Minas Gerais, observaram que 68% ndo se encontravam dentro dos
padrdes estabelecidos pela legislagéo para coliformes termotolerantes.

4.5.5 Caracterizagdo fenotipica de suscetibilidade dos Staphylococcus spp isolados do
leite e da linha de ordenha

Os resultados dos percentuais de resisténcia dos 350 Staphylococcus spp. isolados
tanto do leite quanto da linha de ordenha, obtidos através do ensaio de difusdo em disco
simples (Figura 9), estdo dispostos na tabela 13 e Figura 10. Para a realizagdo do teste de
difusdo em disco para os 350 Staphylococcus spp. isolados de leite e da linha de ordenha,
foram utilizados os discos de tetraciclina (TET), gentamicina (GEN), enrofloxacina (ENO),
cefalotina (CFL), ampicilina (AMP), penicilina (PEN) e sulfametoxazol+trimetropim (SUT),
0s percentuais de resisténcia avaliados foram expressos na Figura 7.
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Figura 9.Método de difusdo em disco. A linha demonstra o halo de sensibilidade ao disco em
milimetros, os demais isolados sdo resistentes.

Tabela 13. Percentuais de resisténcia encontrados para 0s antimicrobianos testados em
isolados de Staphylococcus spp. do leite e da linha de ordenha.

Leite (%0) Linha de ordenha (%0)

Antibidticos Sensibilidade Resisténcia Sensibilidade Resisténcia
Tetraciclina 46 54 38 62
Gentamicina 72,4 27,6 56 44
Enrofloxacina 80 20 62 38
Cefalotina 80 20 42 58
Ampicilina 42 58 15 85
Penicilina 20 80 11 89
Sulfametoxazol+trimetropim 80 20 58 42
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Figura 10. Grafico dos percentuais de susceptibilidade dos Staphylococcus spp. obtidos a
partir do leite e da linha de ordenha aos antimicrobianos testados.

A resisténcia antimicrobiana detectada foi superior em isolados de Staphylococcusspp.
provenientes da linha de ordenha quando comparados aos isolados provenientes do leite.
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Estudos realizados por Spoor e colaboradores (2013),a0 rastrear a origem de clones de
Staphylococcus pandémicos de isolados humanos e de isolados de ambientes de producéo
animal, detectou que sete dos 17 isolados bovinos foram sensiveis a todos os antimicrobianos
testados, enquanto que 20 dos 23 isolados de origem humana foram resistentes a pelo menos
um agente antimicrobiano, sugerindo que a resisténcia a meticilina tem origem de cepas
humanas e que os isolados dos bovinos sé adquirem esta resisténcia apos terem colonizado os
humanos, presume-se que isto se deve ao resultado de pressdes seletivas impostas pelas
prescri¢Oes de antibidticos para o tratamento de infec¢bes em humanos ao longo das décadas.

A resisténcia dos Staphylococcusspp. em ambientes de producdo leiteira também tem
sido associada a capacidade destes patdgenosdesenvolverem resisténcia aos desinfetantes a
base de compostos quaternario de aménio (QACSs). Cloreto de benzalconio QACs (BC) e
brometo de dicetilamonio (CTAB) sdo componentes ativos em varias preparacdes utilizadas
na desinfeccdo dos tetos das vacas leiteiras, superficies da sala de ordenha, equipamentos e
utensilios.

A resisténcia aos compostos de aménio quaternario € mediada por um mecanismo de
efluxo que tem sido observada em estafilococos devarias origens e 0s genes responsaveis pela
resisténcia QAC estafilococica tem origem plasmidial (RUSSEL, et al, 1997), e codificam
proteinas de efluxo geraiscapazes de expulsar farmacos hidréfobos incluindo o QAC.

Sidhu e colaboradores (2001), em estudos realizados na Noruegacom isolados de
estafilococos de origem clinica humana e de leite de vacas mastiticas encontrou 0s genes
gacA/B e o gene blaZ residindo no mesmo plasmideo. Estes relatos sugerem que a utilizacao
de QACs para desinfeccdo em ambientes hospitalares e em ambientes de producdo animal
podem selecionar estafilococos resistentes a penicilina ou vice versa.

No presente trabalho foi detectado 80% (200/250) de resisténcia a penicilina em
isolados do leite e 89% (89/100) nos isolados da linha de ordenha. A utilizacdo difundida
deste antimicrobiano em terapias tanto na medicina veterinéria quanto na medicina humana
colabora para a disseminacdo desta resisténcia no ambiente de producéo leiteira. Neves e
colaboradores (2010) avaliando a resisténcia dos isolados provenientes dos tetos das vacas e
das maos dos ordenhadores no estado de S&o Paulo constatou que em 35 cepas de
Staphylococcus spp. isoladas dos tetos das vacas e das mdos dos ordenhadores foram
detectados 4% e 100% de resisténcia a penicilina, respectivamente. Os percentuais de
resisténcia a ampicilina no leite 58% e na linha de ordenha 85%, também foram elevados.
Haftu e colaboradores (2012), ao avaliar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos
Staphylococcus spp. isolados do leite de animais mastiticos no norte da Etiopiadetectou que
88,9% dos 26 isolados de Staphylococcus spp. foram resistentes a ampicilina. A alta
resisténcia aos beta-lactamicos tem sido detectada mundialmente, em especial devido ao uso
intenso e inapropriado da penicilina. Coelho (2008), em estudos realizados na mesma regiéo
do presente trabalho, detectou um percentual de 64% de resisténcia a penicilina em 150
isolados de Staphylococcus spp isolados de leite mastitico.

Foi detectado um significativo percentual 64%e 54% de resisténcia a tetraciclina nos
isolados de Staphylococcus da linha de ordenha e do leite respectivamente. Resultados
contrastantes foram demonstrados por Donatele et al. (2002), que ao avaliar o perfil de
resisténcia aos antimicrobianos de 180 amostras de Staphylococcus aureus isolados de mastite
subclinica em rebanhos do estado do Rio de Janeiro, verificaram 24,4% de resisténcia a
tetraciclinas eSantos et al. (2006) que detectaram apenas 6,6% (n=30) de resisténcia a esse
agente no mesmo tipo de amostra. Em estudo realizado no Pard, Oliveira et al. (2011)
encontraram 26,1% de resisténcia a tetraciclina em ECNs e 6,7% para S. aureus. Enquanto
Brito e colaboradores (2001) no Brasil, detectaram 91% de resisténcia a tetraciclina em
isolados de mastite bovina.Os distintos percentuais observados parecem estar relacionados a
pressdo seletiva do meio, uma vez que no inquérito epidemioldgico realizado no presente
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trabalho, a tetraciclina constituiu-se em uma das frequentes opc¢des terapéuticas utilizadas.
Existe uma associacdo da neomicina a tetraciclina, que tem sido amplamente utilizada no
tratamento da mastite bovina, com a intencao de potencializar a agdo dos mesmos.

Em relacdo aos aminoglicosideos, foi detectado que 44% dos isolados da linha de
ordenha e 27,6% dos isolados do leite foram resistentes a gentamicina. COSTA et al. (2000) e
FREITAS et al. (2005) detectaram 46% e 51% de resisténcia a este fA&rmaco, respectivamente,
em Staphylococcus spp. em isolados de mastite bovina. Entretanto,Nader Filho et al. (2000) e
Neves et al. (2007) relataram percentuais bem mais baixos, como 5,4% (n=72) e 4% (n=50),
respectivamente, de resisténcia a gentamicina em estafilococos provenientes da glandula
mamaria de vacas lactantes sadias. De modo semelhante ao que ocorreu para a tetraciclina, no
presente estudo, observou-se que este antimicrobiano foi utilizado em 37,5% (3/8) das
propriedades leiteiras visitadas.

Foi observado que 38%e 20%dos isolados da linha de ordenha e do leite foram
resistentes a enrofloxacina, uma quinolona de uso veterinario, ndo muito difundida em
ambientes de producdo leiteira, sendo restrita ao tratamento de mastites clinicas. Langoni e
colaboradores (2000) encontraram 28% (n=55) de resisténcia a enrofloxacina em isolados de
Staphylococcus spp. provenientes de quadros de mastite. Da mesma forma, Marinho e
colaboradores (2002) ao avaliarem Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp. isolados de
leite mastitico detectaram niveis de resisténcia de 28,37% e 26,04%, respectivamente, a acédo
da enrofloxacina na regido de Botucatu, Sdo Paulo. Ja& em Minas Gerais, Cardoso e
colaboradores (2000) isolaram 127 S. aureus provenientes de 23 municipios e detectaram
apenas 1,6% de resisténcia a enrofloxacina. O fato deste medicamento ser de uso restrito ao
tratamento animal contribui para a baixa resisténcia detectada. No entanto, é importante
destacar que a resisténcia detectada nos isolados de origem humana é de grande
relevancia,pois sugere uma possivel transmissdo cruzada entre os isolados de diferentes sitios
de coleta.E importante considerar que a circulagdo desses microorganismos representa um
perigo potencial para a transmissdo aos individuos que desempenham atividades em
ambientes de producéo.

Em relacdo a associacdo de sulfametoxazol-trimetoprim foi detectado que 42%e 20%de
resisténcia nos isolados da linha de ordenha e do leite respectivamente. Cbrrea e
colaboradores (2003) encontrou 24,21% (n=95) de resisténcia na regido de Jaboticabal, no
Estado de S&do Paulo. Cardoso e colaboradores(2000), no Estado de Minas Gerais,
encontraram 13,4% de resisténcia a sulfametoxazol-trimetoprim. Ja Machado e colaboradores
(2008) reportaram 47,8% (n=57) de resisténcia ao agente. Em controvérsia, Zafalon e
colaboradores (2007) observaram 2,7% de resisténcia e Oliveira e colaboradores (2011)
detectaram 0% de resisténcia a esse farmaco. Todos avaliaram isolados deStaphylococcus spp.
de leite mastitico.

A resisténcia a cefalotina, uma cefalosporina de primeira geragéo indicada no tratamento
da mastite subclinica e de vacas secas, foi detectada em 20% dos isolados do leite e 58%dos
isolados da linha de ordenha. Oliveira e colaboradores (2011) encontraram 13% de resisténcia
a cefalotina em Staphylococcus spp. isolados de mastite bovina no Estado do Para. De outro
modo,Oliveira e colaboradores (2011), observaram 7% de resisténcia a esse farmaco em
Staphylococcus spp. isolados de vacas com mastite subclinica no agreste do Estado de
Pernambuco.

Os Staphylococcus spp. isolados do leite mastitico e da linha de ordenha foram
classificados em 68 e 31 antibiotipos, respectivamente, segundo os seus perfis de resisténcia
aos antimicrobianos mais utilizados nas propriedades leiteiras visitadas (anexos 1,2). A tabela
8 apresenta os antibiotipos prevalentes tanto na linha de ordenha quanto no leite.
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Tabela 14. Distribuicdo dos antibiotipos predominantes entre as diferentes espécies de
Staphylococcus spp. isolados do leite e da linha de ordenha.

Espécie Perfil Antimicrobianos Leite L.ord
(n=250) (n=100)

TET GEN CFL ENO AMP PEN SUT

1 S S S S S S S 9% ( -
2 R R R R R R R - 21,12%
3 S s s s R R s 8,3% -
ECN 4 R S S S R R S - 9,85%
7 R R R S R R R - 7,04%
9 S S R S R R S - 11,26%
42 R s s s s R s 7,6% -
10 R S S S S S S 9,8% -
14 s s R s R R s 7% -
ECP 26 R S S S S S R - 28,57%
29 R S R R R R S - 28,57%
1 S S S s s s s - 28,57%
3 S s s s R R s - 19,4%
S.aureus 5 S S S S R S S 13,1% -
10 R s s s s s s 18,4% -
12 R R R S R R R 10,5% -
2 R R R R R R R 2,25% -
S.intermedi 14 R S S S R R S 16,6% -
us 15 R S R S R R S 16,6% -
2 R R R R R R R 25% -
3 S S S S R R S 25% -
SIG 10 R S S S S S S 25% -
37 S R R S R S S 25% -

A resisténcia aos antimicrobianos ampicilina e penicilina foi marcante na maioria dos
perfis. A utilizacdo indiscriminada destes principios ativos nas propriedades visitadas foi
evidenciada através do inquérito epidemiolégico realizado durante as visitas as propriedades,
onde foi possivel constatar seu uso continuo e empirico, ndo apenas para o tratamento da
mastite, mas também de outros processos infecciosos.

O antibiotipo prevalente para os 145 isolados de ECN do leite foi o de sensibilidade a
todos os antimicrobianos (perfil 1). Enquanto que na linha de ordenha, entre os 71 isolados
estudados, observou-se a prevaléncia do perfil 2, cuja caracteristica é de resisténcia a todos 0s
antimicrobianos testados.

Entre os isolados de ECN da linha de ordenha que apresentaram resisténcia a todos 0s
antimicrobianos testados, 53% foram obtidos a partir de material nasal e maos, o que
corrobora com a hipotese de Sppor (2013), de que a resisténcia observada em isoladas de
origem humana tendem a ser maior do que em isolados de bovinos. No entanto, estudos
realizados em diferentes paises sobre o perfil de resisténcia dos isolados de ECNs de animais
mastiticos a diferentes antimicrobianos detectou uma elevada resisténcia. Na Noruega, foi
detectado um percentual de resisténcia de 36% (NORM-VET,2005), na Dinamarca de 25%
(DANMAP,2001), enquanto que nos Paises Baixos foi observado uma resisténcia de 41,61%
(MARAM,2004; MARAM, 2005) e na Finlandia um percentual de resitencia de 32%
(PITAKALA e colaboradores, 2004). Segundo Taponen e colaboradores (2009),0s ECNs
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podem apresentar elevada resistentes a agentes antimicrobianos desenvolvendo
multirresisténcia.

Para os 51 isolados de ECP ndo identificados em nivel de espécie, destacam-se 0s
antibiotipos de resisténcia a tetraciclina (perfis 9 e10), seguido da resisténcia a cefalotina,
ampicilina e penicilina (perfil 14). A resisténcia também foi elevada nos isolados de ECP da
linha de ordenha, cujos perfis predominantes foram os perfis 29 e 26 que caracterizam
resisténcia a tetraciclina, enrofloxacina, cefalexina, ampicilina e penicilina e resisténcia a
tetraciclina, gentamicina e sulfametoxazol+trimetropim, respectivamente. Esta diferenca néo
foi tdo evidente emS.aureus, onde os 38 isolados provenientes do leite apresentaram
resisténcia a tetraciclina (perfil 10), resisténcia a penicilina (perfil 5) e os 21 isolados da linha
de ordenha os perfis prevalentes observados foram de sensibilidade a todos os antibioticos
(perfil 1; 28,57%), seguido de resisténcia a ampicilina penicilina (perfil 3; 19,04%). Estudos
realizados na Noruega relatou que a resisténcia dos S.aureus a penicilina foi de 7% (NORM-
VET,2005), contra partida na Dinamarca a resisténcia observada de 18-30%
(DANMAP,2001; DANMAP,2002), enquanto que na Holanda e na Finlandia os percentuais
observados foram de 7-12% e de 52%, respectivamente (MARAM,2004; MARAM, 2005);
(PITAKALA e colaboradores, 2004). Segundo Petersson e colaboradores (2010)a resisténcia
dos S.aureus a penicilina e ampicilina geralmente € menor, quando comparada a outros
Staphylococcus spp.

A variedade de antibiotipos observada pode ser explicada por diversos fatores, como a
prépria diversidade genética do género Staphylococcus spp. pela sua intensa recombinacéo
génica inter e intra-especificas; pelas diferengas estruturais e de manejo entre as unidades
leiteiras visitadas o que acarreta diferentes pressdes de selecdo por parte do meio ambiente,
uma vez que a antibioticoterapia adotada e os principios ativos mais utilizados variavam entre
as oito propriedades avaliadas; e ainda pelas caracteristicas raciais e genéticas dos rebanhos
leiteiros estudados.

O aumento da pressdo seletiva tem causado alteracbes na etiologia e manifestagdes
clinicas das infeccdes bacterianas, dificultando cada vez mais a elaboracdo de medidas
profilaticas e tratamento das enfermidades. Pode-se observar que alguns perfis identificados
nos isolados do leite, também foram detectados nos isolados da linha de ordenha em
diferentes espécimes. Estes resultados sugerem que estes patégenos podem ter sido carreados
para estes ambientes e destacam a grande capacidade de adaptacdo dos Staphylococcus spp.
de se manterem viaveis em ambientes diversificados, apresentando capacidade de resistir a
diferentes classes de antimicrobianos, possibilitando a sua ampla disseminagéo. Estes dados
reforcam a importancia da aplicacdo adequada de praticas higiénicas visando o controle destes
patdgenos.
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4.5.6 Pesquisa da producédo de betalactamases em bastonetes Gram negativos isolados do
leite

Os 39 isolados de Bastonetes Gram — negativos (BGN), oriundos do leite, foram
testados para producdo da betalactamase. A Tabela 15 apresenta os perfis construidos a partir
da resisténcia aos diferentes betalactamicos avaliados.

Tabela 15. Distribuicdo dos perfis de resisténcia dos bastonetes Gran negativos aos
betalactamicos em diferentes propriedades.

Perfil Fazenda  Frequéncia Resistencia Antimicrobiana
C 1
1 B 3 PEN
A 1
2 (B: ; CPM- CFO-CAZ-CRO-IPM-AMC-AMO-AMP-PEN
3 é 1 AMC-AMO-PEN
4 A 1 CPM-CAZ-AMO-AMP-PEN
5 B 1 CPM-AMC-AMO-AMP-PEN
6 i 1 CPM-CAZ-CRO-AMC-AMO-AMP-PEN
7 B 1 CPM-CRO-AMC-AMO-PEN
8 C 1 CPM-CAZ-CRO-AMC-AMO-AMP-PEN
9 C 1 CFO-CAZ-CRO-AMC-AMO-AMP-PEN
A 2
10 B 3 CPM-CFO-CAZ-CRO-AMC-AMO-AMP-PEN
C 1
A 3
11 B 4 CFO-AMC-AMO-AMP-PEN
C 1
H 1
2 C 1 CAZ-CRO-IPM-AMC-AMO-AMP-PEN
13 B 1 CFO-CAZ-CRO-AMC-AMO-AMP-PEN
14 g g AMC-AMO-AMP-PEN

A resisténcia a cefalosporinas de segunda geracdo foi observada em 51,3% (20/39)
dos isolados e em 41% (16/39); 38,5% (15/39), para cefalosporinas de terceira geracédo
ceftazidima e ceftraxona, respectivamente. A resisténcia as cefalosporinas de quarta geracao
foi de 38,5% (15/39). Estes antimicrobianos sdo amplamente utilizados no tratamento das
mastites, como o ceftiofur e a cefalexina. Durante levantamento epidemioldgico realizado nas
propriedades visitadas, foi observado uma frequente administragdo desses antimicrobianos no
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tratamento dos animais, aindanos foi reportado que sua utilizacdo s6 ndo era mais constante
devido ao seu alto custo.

A resisténcia a amoxicilina+clavulanico foi de 84,6% (33/39) e a resisténcia a
ampicilina e penicilina foi de 79,5% (31/39) e 100% (39/39), respectivamente. Segundo
Gongcalves (2010), a utilizacdo abusiva de antimicrobianos na medicina humana e animal e o
seu uso prolongado na pecudria leiteira tem favorecido a emergéncia e disseminacdo de
enterobacteérias resistentes a varias classes de antimicrobianos.

As fazendas C e B apresentaram maior variedade de perfis sendo os perfis prevalentes
2 (22%) e 11 (57%), respectivamente. Estes apresentam em comum a resisténcia as
penicilinas (amoxicilina, ampicilina e penicilina) inclusive & amoxicilina+ac.clavulanico,
além da resisténcia a cefoxitina.A penicilina estava entre os antimicrobianos mais utilizados
nas propriedades estudadas. Estes dados justificam a elevada resisténcia detectada nas
bactérias isoladas do leite.

Os isolados que apresentaram resisténcia a cefotaxima e ceftazidima e sensibilidade
aoclavulanato (12,9%-5/39), foram suspeitos de produzirem betalactamases de amplo espectro
(ESBL-2be). Porém nenhum isolado foi caracterizado como produtor da enzima através dos
testes de Concentracdo Inibitéria Minima (E-Test), aproximacao em disco e teste de extrato
tridimensional. Um total de 53% (21/39) apresentou resisténcia a cefoxitina e foram suspeitos
de produzirem betalactamases do tipo AmpC, sendo 66% (14/21) P.mirabilis, 14% (3/21)
E.coli, 9% (2/21) S. marcescens, 4% (1/21) E.aerogenes e 4% (1/21) C. freundii. Muitas
espécies incluindo Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae e Serratia marcescens, sdo
produtoras naturais de AmpC (MARTINEZ-ROJAS, 2009; BUSH & JACOBY, 2010). O
teste de aproximacdo em disco revelou que 57% (12/21) eram do tipo AmpC néo induzivel e
38% (8/21) eram do tipo induzivel (Figura 11).

Figura 11- Indugdo da resisténcia pela presenca do disco de imipenem pela “Zona D”
formada (SANTIAGO, 2013).

Apesar de 4 isolados apresentarem resisténcia ao imipenem, nenhum foi caracterizado
como produtor de carbapenemase pelo teste de Hodge Modificado. Apds a realizacdo dos
testes confirmatorios para os suspeitos de produzirem betalactamases de amplo espectro, ndo
foram detectados isolados produtores de ESBL e carbapenemases. O teste de aproximacao em
disco revelou que 60% (12/20) das enterobactérias avaliadas produziram enzima do tipo
AmpC ndo induzivel e 40% (8/20) do tipo induzivel. Uma das caracteristicas mais
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importantes da resisténcia bacteriana dos bastonetes Gram-negativos é a variedade de
mecanismos naturais de resisténcia que associada a possibilidade de agregarem outros genes
de resisténcia, como o ampC, se torna ainda mais preocupante. (CANTOM et al., 2008;
COQUE et al., 2008; FALAGAS et al., 2009).

4.5.7 Perfil feno-genotipico da resisténcia dos Staphylococcus spp. a oxacilina.

Segundo as normas estabelecidas pelo CLSI (CLSI VETO01-A4, 2013; CLSI VETO01-
S2, 2013), os testes de difusdo em disco com cefoxitina foram usados para avaliar resisténcia
a oxacilina mediada pelo gene mecA. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi avaliada
pelo método de Agar Screen. A tabela 16 representa a distribuicio dos perfis prevalentes da
resisténcia preditiva dos Staphylococcus spp. isolados de amostras de leite e da linha de
ordenha.

Tabela 16. Distribuicdo dos perfis dosStaphylococcus spp. detectados nos testes de
resisténcia a oxacilina.

Amostra Perfil/n®isolados  A.S (OXA) DDS(CFO) PCR gene mecA

1(108) R R -

2(29) R S -

Leite 3(60) S R -
4(53) S S -

1(47) R R -

2(18) R S -

3(9) S R -

L. ord 4(3) S S -
5(15) R R +

6(4) R S +

7(4) S R +

R - resistente; S - sensivel; A.S(OXA)- Agar “screen” com Oxacilina e DDS(CFO) - difuséo em disco simples
com cefoxitina.

Nesse estudo foi detectado que 67,2% (168/250) e 56% (56/100) dos Staphylococcus
spp isolados do leite e da linha de ordenha, respectivamente, apresentaram resisténcia
fenotipica nos ensaios de disco-difusdo com cefoxitina, no entanto, estes foram negativos a
deteccdo do gene mecA. De outro modo, em um total de 23% de isolados mecA positivos
(23/100) (Figura 12), 17,4% (4/23) ndo apresentaram resisténcia fenotipica a cefoxitina. Estes
resultados indicam a possibilidade de haver outros mecanismos envolvidos na expressao da
resisténcia como a hiperproducéao de betalactamases e producdo de outras PBPs (SAKOULAS
et al., 2001). Além destes mecanismos, outras hipoteses tem sido estudadas para tentar
elucidar a heteroresisténcia observada nos isolados de Staphylococcus spp. Motta (2014)
apontou a importéncia da identificacdo correta das espécies para uma precisa detec¢do de
resisténcia. Melo (2013) observou que mutacfes pontuais impediam a ligacdo do iniciador
desenhado para isolados de origem humana ao sitio de anelamento do gene mecA em bovinos
acarretando resultados falso-negativos. O Grupo de Pesquisa do LABAC-VET tem observado
a ndo correlagdo entre a deteccdo genotipica e o fendtipo de resisténcia a oxacilina em
isolados de origem animal e se dedicado a aprofundar os possiveis mecanismos subjacentes
(MELO 2013; PEREIRA 2010; SOARES 2010; COELHO 2008). Esta auséncia de correlacéo
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também tem sido reportada na literatura mundial que aponta para o fato de que podem ocorrer
mudancas nos genes do sistema regulatério mec desencadeadas por mutacdes, fagos,
plasmideos e transposons gerando perfis genéticos diferenciados.

MCPB 1

700 pb —
500 pb —

Figura 12. Gel de produto do multiplex-PCR para os genes DNAr Staphy (756 pb) e
mecA (513 pb). M: marcador de peso molecular (100bp), CP: controle positivo B:
branco e 1: isolado positivo.

Atualmente, tem sido investigado homdlogo do gene mecA, denominado mecA cazs:
(CUNY et al., 2011), descrito em casos de mastite bovina e mais recentemente em seres
humanos ambos no Reino Unido (SHORE et al., 2011; GARCIA et al., 2011). Isolados
oriundos de seres humanos com fen6tipo de MRSA, negativos para mecAe positivos para
mecA_cazs1 foram encontrados na Inglaterra e na Dinamarca. Este homologo do gene mecA
ndo e detectado por PCR com primers descritos na literatura (MURAKAMI et al., 1991) para
deteccdo de mecA (CUNY et al., 2011). Outros estudos tem relatado a ocorréncia de cepas
denominadas LA-MRSA (livestock-associated MRSA) que estdo presentes em ambientes de
producdo animal, acometendo tanto humanos quanto animais. Estas cepas albergam genes de
viruléncia e resisténcia que sofreram modificacdes genéticas devido a selecdo do proprio
ambiente de producdo. Segundo HURBER e colaboradores, (2010), LA-MRSA isolados de
diferentes origens, geralmente sdo resistentes aos marcadores, oxacilina e cefoxitina e demais
beta-lactamicos (MOODLEY et al., 2011). Estes relatos apontam que a pecudria € um
potencial reservatorio de bactérias patogénicas capazes de cruzar as barreiras entre espécies.

De acordo com Leonard e colaboradores (2008), a transferéncia de cepas de MRSA
pode ocorrer entre animais e humanos bidirecionalmente. Estudos filogenéticos recentes
revelaram que algumas linhagens de S. aureus isoladas de animais derivam de linhagens
humanas e que nesta mudanca de hospedeiros, esses microrganismos sofrem adaptacdes
genéticas, perdendo fatores de viruléncia desnecessarios no novo hospedeiro além de adquirir
caracteristicas necessarias a colonizagéo desse novo ambiente (PANTOSTI et al., 2012).

Whyllie e colaboradores, (2011), ressaltam que as praticas de higiene nestes ambientes
tém um importante papel na prevencdo da transmissdo destas cepas, pois as melhorias na
biosseguranca e na higiene sdo medidas de controle capazes de impedir a propagacdo e
transmissdo de bactérias entre o bovino e 0 hospedeiro. Desta forma a vigilancia regular da
microbiota em animais e seres humanos pode facilitar a identificacdo precoce de clones
emergentes capazes de transmitir doencas em humanos.
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4.6 Producéo de Slime

Foi detectada producdo de slime em 84,8% (212/250) e 95% (95/100) dos
Staphylococcus spp. isolados de amostras de leite e da linha de ordenha respectivamente,
avaliados pela técnica de microplaca. No entanto, a deteccdo dos genes icaA e icaD foi
significativamente inferior, sendo possivel detectd-lo em 15,2% (38/250) e 21,6% (54/250)em
isolados do leite, e 11% (11/100) e 20% (20/100) em isolados da linha de ordenha
respectivamente (Figura 13).

Figura 13. Genes icaA (1315pb) e icaD (381pb) em Staphylococcus spp. isolados de mastite
bovina, em gel de agarose a 1,5%. M: marcador de peso molecular (100pb), RN:
reacdo negativa; 1: controle positivo para icaD, 2: isolado positivo para icaD, 3:
controle positivo para icaA, 4: isolado positivo para icaA.

Apds a analises dos dados de producéo fenotipica do slime em microplaca e da deteccao
dos genotipica dos mesmos, foram obtidos os perfis relacionados na Tabela 17. Entre estes,
destacaram-se trés perfis prevalentes de Staphylococcus spp. do leite e dois perfis da linha de
ordenha. A baixa correlagdo entre os resultados fenotipicos e a deteccdo génica ja vem sendo
discutida na literatura, e entre as explicacdes possiveis estdo a dificuldade de reproduzir as
condigdes in vivo para producédo de slime, o que pode influenciar na expressao fenotipica dos
isolados positivos, bem como, a auséncia de ambos 0s genes em cepas produtoras aponta para
outros mecanismos implicados na produgdo do slime, inclusive com possibilidade de
regulacdo através de varias vias (SIMOJOKI et al., 2012).

Ao analisar isoladamente a expressdo fenotipica do slime é possivel inferir que
independente da compreensao de sua regulagem génica, a producgéo deste fator de viruléncia €
importante para a viabilidade dos Staphylococcus spp. em ambiente de producdo leiteira
(tabela 18). Quase a totalidade das bactérias avaliadas expressou esse fator de viruléncia, e se
considerarmos a dificuldade j& apontada em reproduzir as condi¢Ges in vitro para tal
expressao, torna-se perceptivel que tal analise tem carater preditivo e, portanto ndo é acurada
o suficiente para confirmar o potencial produtor de cada cepa. Cepas com fraca ou moderada
producdo in vitro podem ser potencialmente capazes de intensificar esta producdo no
ambiente da glandula mamaria.
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Tabela 17. Perfis fenogenotipicos relacionado a producéo de slime nos Staphylococcus spp.
oriundos de amostras de leite e da linha de ordenha.

Origem Perfil (%) Slime icaA icaD
1 (44%) (Fraco) ) )
2 (3,2%) (Fraco) (+) O]
3 (7,2%) (Fraco) (+) (+)
4 (1,2%) (Fraco) ) (+)
5 (0,8%) (Mod) +) ()
Leite 6 (14,8%) (Mod) () )
7 (1,2%) (Mod) (+) +)
8 (2%) (Mod) ) (+)
9 (3,2%) (Forte) (+) (+)
10 (2,8%) (Forte) ) +)
11 (15,2%) (Forte) “) )
1 (28%) (Fraco) “) (+)
2 (19%) (Fraco) — (+) ©)
3(3%) (Fraco) — (+) (+)
4 (3%) (Fraco) ) (+)
5 (34%) (Mod) ) )
L.ord 6 (3%) (Mod) ) (+)
7 (1%) (Mod) (+) )
8 (1%) (Mod) (+) (+)
9 (5%) (Forte) (+) (+)
10 (16%) (Forte) ) )
11 (5%) (Forte) ) )

* L.ord: linha de ordenha;Mod: moderado

Tabela 18. Distribuicdo da produgdo de slime em microplaca dos Staphylococcus spp.
isolados do leite e da linha de ordenha.

Producéo de Slime

Origem Fraco Moderado Forte
Leite (n=250) 60% (n=150) 18,8% (n=47) 21,2% (n=53)
Ordenhadeira  50% (n=13) 38,4% (n=10) 11,6% (n=3)

(n=26)
Latdo de leite 5% (n=5) 4% (n=4) 2% (n=2)
(n=11)
Cavidade nasal 9% (n=9) 9% (n=9) 9% (n=9)
(n=27)
Maos (n=36) 8% (n=8) 16% (n=16) 12% (n=12)

A maior parte dos isolados do leite (60%) foram fracos produtores de slime. Enquanto
nos isolados provenientes da linha de ordenha foi observado que 39% (39/100) foi moderado
produtor e 35% (35/100) fraco, sendo observados principalmente nos isolados da
ordenhadeira mecanica, da cavidade nasal e das médos dos ordenadores. Fox e colaboradores
(2005), acreditam que as estirpes de Staphylococcus spp. causadoras de infecgdes mamarias
tenham maior capacidade de produzir biofilme que aquelas isoladas de outros locais devido a
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grande capacidade de produzir exopolissacarideos como fator de viruléncia em infeccOes
intramamarias. Ainda pode-se observar que a presenca do gene icaD foi mais expressiva do
que a do gene icaA tanto nos isolados do leite quanto nos da linha de ordenha. Ciftci e
colaboradores (2009), avaliaram 59 isolados de Staphylococcus spp. oriundos de leite
mastitico encontraram 27,11% (16/59) isolados positivos para o gene icaA e 64,40% (38/59)
para o gene icaD. Enquanto Santos e colaboradores (2009) ao avaliar a ocorréncia dos genes
icaA e icaD dos Staphylococcus spp. isolados de ordenhadeiras mecanica verificaram que
36,6% dos 41 isolados mostraram-se portadores do gene icaA e 100% do gene icaD. A
lavagem e a higienizacdo das méos dos ordenhadores sdo medidas profilaticas na transmissédo
destes patdgenos para 0s animais e para os equipamentos de ordenha (OTE e colaboradores
2011). Da mesma forma a € limpeza e higienizacéo insuficientes das teteiras da ordenhadeira
mecanica fornecem substratos para as bactérias, favorecendo a formacdo de biofilme,
podendo impedir a acdo dos sanificantes e servir de fonte de contaminacdo para 0s animais e
para o leite.

4.7 Tipagem Molecular Através da Técnica de Eletroforese em Campo Pulsado em
Staphylococcus spp Provenientes da Linha de Ordenha e Leite Mastitico.

Um total de 36 isolados, 19 S. aureus de leite mastitico e 17 Staphylococcus spp. da
linha de ordenha foram tipificados através da técnica de PFGE. Os S.aureus do leite geraram
9 perfis representativos, enquanto os Staphylococcus spp. da linha de ordenha geraram 3
perfis.

Em relacdo a linha de ordenha, foram obtidos 3 grupamentos e 7 subgrupamentos
(Figura 14). Foi observado que varios isolados apresentaram alto grau de similaridade (Tabela
19).
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Cepa Espécie LocaldoIsolamento Propriedade Mounicipio

‘ 65D S. aureus Mio E Paracambi
I 48B S. aureus  Nasal B Rio Claro
‘ 51B S. aureus Mio B Rio Claro
8 1}
69D S. aureus Nasal F Paracambi
61F S. aureus Nasal E Paracambi
[ 39C S aureus Ordenhadeira B Rio Claro
m
46B ECN Nasal B Rio Claro
38C ECN Ordenhadeira B Rio Claro
45C ECN Nasal B Rio Claro
69E ECN Nasal F Paracambi
B v 45A ECN Nasal B Rio Claro
<‘ v 10 S aureus Mao C Pirai
VI
60B ECN Mio E Paracambi
viI ‘ 11 S aureus Mao H Rio Claro
C 67E S.aureus  Balde F Paracambi
‘ 46A S. aureus Nasal B Rio Claro
44 S aureus Nasal B Rio Claro

Figura 14. Dendrograma de similaridade dos perfis representativos da linha de ordenha, gerado a partir dos dados obtidos da tipagem de
Staphylococcus spp. utilizando a técnica PFGE através do método de grupamento UPGMA, Programa GENES — UFV.
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Tabela 19. Origens e grupamentos dos isolados de Staphylococcus spp. da linha de ordenha
pela técnica de PFGE.

Isolado Espécie  Origem dos Fazenda/Municipio Agrupamento Antibiograma
isolados (subgrupo) TET GEN ENO CFL AMP PEN

65D S.aureus Méo E/Paracambi A(l) R S R R R R
48B S.aureus  Nasal B/Rio Claro A(l) R R R R R R
51B S.aureus Méo B/Rio Claro A R R S R R R
69D S.aureus  Nasal F/Paracambi Al R R S S R R
61F S.aureus  Nasal E/Paracambi B (1) R R R R R R
39C S.aureus Ordenhadeira  B/Rio Claro B (111) R S S S S R
46B ECN Nasal B/Rio Claro B (111) R R S R R R
38C ECN Ordenhadeira  B/Rio Claro B (111) R S S R R R
45C ECN Nasal B/Rio Claro B (111) S R S S S R
69E ECN Nasal F/Paracambi B (111) S S S R R R
452 ECN Nasal B/Rio Claro B (1V) R R S S S R
10 S.aureus Méo C/Pirai B (V) S S R R R R
60B ECN Méo E/Paracambi B (V1) R R R R R R
11 S.aureus Méo H/Rio Claro c(vh) S S S R R R
67E S.aureus Latéo de leite  F/Paracambi C(vh) R R R S R R
462 S.aureus  Nasal B/Rio Claro C(vh) R S S R R R
44 S.aureus  Nasal B/Rio Claro C(vh) R R R R R R

No grupamento A sub-grupamento I, observou-se a presenca de cepas clonais oriundas
do isolamento de swab nasais e méos dos ordenhadores das propriedades E e B, dos
municipios de Paracambi e Rio Claro, respectivamente. A distancia entre os municipios onde
estdo localizadas estas propriedades é de 72,9 Km.

No grupamento B subgrupamento Ill, observou-se cepas clonais de Staphylococcus
coagulase negativo dentro da mesma propriedade. Estes clones foram isolados da cavidade
nasal e da ordenhadeira mecénica. Ainda no grupamento B, os subgrupamentos IV e V
apresentaram 75% de similaridade, sendo formados por isolados de S. aureus oriundos
daspropriedades B, do municipio de Rio Claro e C, do municipio de Pirai, municipios
vizinhos, com significativa circulagdo de pessoas comuns, incluindo o compartilhamento da
assisténcia veterinaria. No grupamento C subgrupamento VII, notou-se a presenca de cepas
clonais em trés propriedades (H, B e F). As propriedades H e B estdo localizados no mesmo
municipio, Rio Claro, e sdo frequentadas pelos mesmos ordenhadores e pelo mesmo médico
veterinario.

Ja a presenga dessa cepa clonal na propriedade F, localizada no municipio de
Paracambi, sugere que a dispersdo pode ter ocorrido devido a recorrente compra e venda de
animais entre as propriedades dos municipios vizinhos.

54



Cepa  Espécie Local de Origem  Propriedade  Municipio

| 5C S aureus Leite C Pirai
A I 28 S aureus Leite H Rio Claro
41C S. aureus Leite D Rio Claro
2544 S aureus Leite E Paracambi
186c S aureus Leite B Rio Claro
2548 S aureus Leite E Paracambi
2520 S aureus Leite E Paracambi
B 253€ S. aureus Leite E Paracambi
228 S aureus Leite F Paracambi
23C S aureus Leite E Paracambi
147A S. aureus Leite A Seropédica
C | 225A S. aureus Leite D Rio Claro
| 43A S. aureus Leite E Paracambi
2458 S aureus Leite E Paracambi
0 10 2 30 40 50 60 70 80 90 100
0 08 A6 24 32 4 A8 56 54 a3 81

Figura 15. Dendrograma de similaridade dos perfis representativos do leite e da linha de ordenha, gerado a partir dos dados obtidos da tipagem
de Staphylococcus spp. utilizando a técnica PFGE através do método de grupamento UPGMA, Programa GENES — UFV.
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Em relacdo ao leite (Figura 15) e tabela 20, observamos uma grande diversidade
genética entre 0s grupamentos, 0 que corrobora com estudos realizados por Rabelo e
colaboradores (2007, 2009 e 2013) na mesma regido, onde foi observada elevada diversade
genética entre os isolados de Staphylococcus spp. e a auséncia de um perfil predominante
causador da mastite bovina. No grupamento A foi possivel observar a presenca de duas cepas
clonais bastante distintas (13% de similaridade). Uma das cepas clonais estava presente nas
propriedades C (5C) localizada no municipio de Pirai e na H (21B) em Rio Claro. A outra
cepa clonal pertencente também ao grupamento A, foi encontrada nas propriedades B (186C)
e D (241C) em Rio Claro e na propriedade E (251A) no municipio de Paracambi. A grande
distancia observada entre as cepas clonais do grupamento A, também pode ser observada no
grupamento B (23% de similaridade). Uma das cepas clonais estava presente na mesma
propriedade, a propriedade E (252A, 253E, 254B) localizada em Paracambi. A segunda cepa
clonal do grupamento B estava localizada em propriedades de municipios diferentes, na
propriedade F (272B e 273C) do municipio de Paracambi e na propriedade A (147A) do
municipio de Seropédica.

O grupamento C também apresentou as mesmas caracteristicas dos outros
grupamentos (24% de similaridade entre as cepas), porém foi observado a presenca de uma
Unica cepa clonal encontrada nas propriedades D (225A) localizada em Rio Claro e na
propriedade E (243A) Paracambi. Esta cepa clonal apresentou pouca semelhanca com a cepa
encontrada na propriedade E (245B) do municipio de Paracambi pertencente ao mesmo
grupamento. E importante destacar que as propriedades avaliadas s3o consideradas
propriedades abertas, ou seja, onde ha intenso intercambio de animais, inclusive matrizes.
Desse modo, estdo mais vulneraveis a introducdo de animais albergando cepas patogénicas.

Durante a Ultima década, vérios estudos moleculares tém descrito a estrutura e a
diversidade da populacdo de S. aureus causadores de mastite bovina (HASMAN et al., 2010;
IKAWATY et al. 2009; SMYTH et al., 2009; JORGENSEN et al., 2005). OLSON e
colaboradores (2007), revelaram através do sequenciamento e analise do genoma de S.aureus
oriundos de mastite bovina, e de humanos, que os clones bovinos divergiram de um ancestral
comum parecido com o S. aureus de humanos e através da aquisicdo e/ou delecdo de genes
entre os S.aureus destas diferentes origens, otimizaram a patogénese da mastite no gado.

A andlise comparativa entre os dendrogramas da linha de ordenha e do leite
evidenciou diferencas entre os isolados. Os isolados do leite apresentaram grande distancia
genética entre si. Enquanto que os isolados da linha de ordenha eram mais proximos
geneticamente. Estudos realizados para a identificacdo da origem filogenética das linhagens
de S.aureus de bovinos demosntraram que as estirpes isoladas em varios paises a partir do
leite mastitico foram tipificados usando técnicas de tipagem molecular como o MLEE
(Musser et al., 1990), PFGE (ZADOKS et al., 2000), MLST (MONECKE et al., 2007;
SUNG et al., 2008), spa e agr (HASMAN et al., 2010, SMYTH et al., 2009). Estes estudos
sugerem que a origem clonal dos isolados humanos e bovinos ndo é a mesma. Além disso, o
sequenciamento do genoma de um isolado ST151 de origem bovina, revelou um conjunto de
caracteristicas genéticas moleculares Unicas para S. aureus associado a bovinos, muitos dos
quais estdo implicados na patogénese da mastite bovina (HERRON - OLSON et al., 2007).

Segundo Hata e colaboradores (2010), a analise da variagdo genética entre S. aureus
isolados a partir do leite de bovino subsidia a investigacdo da relacdo entre bactérias isoladas
em uma mesma ou em diferentes fazendas leiteiras, o que pode contribuir para a identificacao
das fontes de contégio e para o estabelecimento de medidas de prevencéo.

Esta capacidade de adaptacdo esta relacionada as diferentes taxas de mutacdes devido
a pressdo seletiva encontrada em diferentes hospedeiros (UHLEMANN. et al., 2012, LERAT.,
& OCHMAN.,2005). Melo (2013) observou que estas mutacdes podem ocorrer de modo
pontual em regides de anelamento do gene mecA em bovinos, impossibilitando a detec¢édo
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deste quando utiliza-se iniciadores baseados na sequéncia génica de isolados oriundos de
humanos. Esta observacdo conduz a reflexdo da importancia de compreender a diversidade
bacteriana em diferentes ambientes, em especial, quando trata-se de producdo animal, de
modo a ndo estabelecer falsos paradigmas para o estudo desses microrganismos. Ainda
considerando a analise da resisténcia a meticilina, cabe destacar a descricdo de um MRSA
colonizador frequente de populagdes animais, possivelmente favorecido pela ampla utilizagédo
de antibidticos, denominado “livestock-associated MRSA” (LA-MRSA). Este tipo de MRSA
surgiu primeiramente em porcos (KHANNA et al., 2008), mas também tém sido descrito em
outras espécies animais, incluindo bovinos (CUNY et al., 2008; HASMAN et al., 2010;
HUBER et al., 2010; LOEFFLER & LLOYD, 2010). LA-MRSA s&o resistentes a clivagem
por Smal, a enzima de restricdo mais frequentemente utilizada para tipagem de S. aureus por
PFGE (CHUNG et al., 2000), pela presenca de uma metilacdo nos sitios de atuacdo da enzima
de restricdo (BENS et al., 2006). Quatro isolados avaliados no presente estudo ndo puderam
ser clivados pela Smal, e serdo submetidos & analises posteriores.

Tabela 20: Origens e grupamentos dos perfis de Staphylococcus aureus da linha do leite
mastitico pela técnica de PFGE.

Isolado Espécie Origem Fazenda/ Agrupamento Antibiograma
dos Municipio  (subgrupo) "TET GEN ENO CFL AMP PEN
isolados
5C S.aureus  Leite C/ Pirai Al S S S R R S
21B S.aureus  Leite H/ Rio Claro Al S S S S R
241C  S.aureus Leite D/ Rio Claro Al S S S R R R
251A  S.aureus Leite E/ Paracambi A R R R R R R
186C  S.aureus Leite B/ Rio Claro A S S S S S R
254B  S.aureus Leite E/ Paracambi B (I11) R R R R R R
252A  S.aureus  Leite E/ Paracambi B (1) R R S R R R
253E  S.aureus  Leite E/ Paracambi B (1) R R S R R R
272B  S.aureus  Leite F/ Paracambi B (IV) R S S S S S
273C  S.aureus  Leite F/ Paracambi B (IV) R S S S S S
147A  S.aureus  Leite A/ Seropédica B (1V) S R S S S S
225A  S.aureus  Leite D/ Rio Claro C(\V) S R R
243A  S.aureus  Leite E/ Paracambi C (V) R R R
245B  S.aureus  Leite E/ Paracambi C (V) R R R R R R
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4.8 Percepcao das Ac¢des Extensionistas Realizadas

Por entender que o papel da universidade é desenvolver estratégias capazes de
transcender as barreiras da comunicacdo existente entre a comunidade cientifica e a
sociedade, o presente estudo buscou, de forma dindmica e norteadora, transformar os
resultados cientificos em a¢es, junto aos proprietarios e trabalhadores das propriedades, de
modo a buscar atenuar parametros que extrapolam as questdes econdmicas e sociais.

Sendo assim, apds a realizacdo do isolamento, identificacdo e antibiograma dos
isolados obtidos a partir das amostras de leite, houve retorno a cada propriedade para entrega
dos laudos para os responsaveis técnicos ou para o proprietario das fazendas. Neste momento,
foram estabelecidas orientacfes sobre a utilizacdo dos antimicrobianos e sugestdes que,
pautadas nas observagdes da dindmica da ordenha, poderiam ser corrigidas visando controlar
e prevenir os quadros infecciosos de mastite e melhorar a qualidade do leite.

Em outro momento houve o contato com a EMATER-RJ (Empresa de Assisténcia
Tecnica e Extensdo Rural), para através da percepcdo das principais dificuldades descritas
pelos técnicos atuantes na regido estudada, somar esforcos para o desenvolvimento de
algumas atividades que pudessem minimizar os impactos negativos.

Logo apods este contato, foi estabelecido um dia de campo com varios proprietéarios da
regido, além de ordenhadores, no qual foram realizadas atividades abordando critérios
tedricos e praticos sobre os principais aspectos criticos no controle da mastite bovina
detectados durante o estudo. Um dos principais entraves identificado foi a incompatibilidade
entre os parametros estipulados pela legislagdo vigente que devem ser adotados como regras
pelos produtores e a realidade da producdo leiteira da regido. Frente a isto, cada um dos
presentes foi contemplado com um mini manual de bolso desenvolvido em nosso grupo de
trabalho - com orientacGes sobre praticas adequadas de manejo de ordenha - ajustado a uma
linguagem capaz de despertar interesse e compreensao dos todos os envolvidos e que pudesse
ser consultado em qualquer momento. Também foram realizadas palestras sobre manejo de
pastagem, controle e profilaxia da mastite.

Apos a realizacdo de todas essas etapas, foram evidenciadas as dificuldades no que diz
respeito a infra-estrutura e médo de obra atuante, bem como, a auséncia de politicas publicas
que possam viabilizar a implementacdo das praticas adequadas da producéo de leite segundo
0S parametros preconizados pelos 6rgdos competentes. Observa-se ainda o alto custo
investido na producéo do leite, em constraste com o baixo valor pago ao produtor, 0 que gera
desestimulo em investir até mesmo em capacitacdo, o que aponta para a necessidade de um
constante acompanhamento destas propriedades a fim de estimular as mudancas necessarias.
Em adicdo, foi detectado que existe uma certa resisténcia por parte dos ordenhadores, médicos
veterinarios e proprietarios, geralmente desacreditados das possiveis melhorias resultantes das
acOes de treinamento e adocdo de boas de préaticas. Por consequéncia, as medidas podem até
ser tomadas por algum tempo, mas depois acabam por retornar as praticas antigas, o que
parece estar relacionado a alta rotatividade dos ordenhadores. Reafirmando, a importancia do
acompanhamento e treinamento constantes.

Os programas de incentivo para producado leiteira, mesmo tendo o intuito de aprimorar
a producdo, apresentam fragilidades, pois s@o sujeitos as mudancas estruturais de governo, e
devem ser elaborados considerando a realidade de producdo e buscando sanar,
prioritariamente, as necessidades basicas como assisténcia técnica, monitoramento,
treinamento, padronizacdo da estrutura de producéo, capacitacdo de pessoas para utilizagdo de
materiais tecnificados, nogdes de boas praticas de higiene em sistemas de producdo de
alimentos de origem animal.

58



5 CONCLUSOES

O controle eficiente da mastite bovina s6 podera ser alcangado com a associagdo entre
a adocdo de boas préticas de manejo e a monitoramento de patdgenos circulantes no
ambiente de producdo;

Todas as propriedades avaliadas apresentaram fragilidades significativas na
manutencgéo da limpeza e higiene do ambiente de ordenha.

Nenhum dos ordenhadores realizava a troca de luvas ao manusear diferentes animais
ou outras superficies, contribuindo para a dispersdo dos agentes contagiosos no
ambiente de ordenha.

A maioria das propriedades avaliadas, apresentaram resultados fora dos padrdes de
potabilidade estipulados pelo Ministério da Saude.

A resisténcia antimicrobiana detectada foi superior em isolados de Staphylococcus
spp. provenientes da linha de ordenha quando comparados aos isolados provenientes
do leite.

Apesar de haver isolados de bastonetes Gram negativos resistentes ao imipenem,
nenhum foi caracterizado como produtor de carbapenemase pelo teste de Hodge
Modificado.

N&o foram detectados isolados de bastonetes Gram negativos produtores de ESBL e
carbapenemases

A baixa correlacdo entre os resultados fenotipicos e a deteccdo génica observada na
producéo de slime pode estar relacionada a dificuldade de reproduzir as condicdes in
vivo para expressdo génica nos isolados icaA e icaD positivos. Por outro lado, a
auséncia de ambos 0s genes em cepas produtoras aponta para outros mecanismos,
inclusive com possibilidade de regulacédo através de outras vias.

A andlise comparativa entre os dendrogramas da linha de ordenha e do leite
evidenciou diferencas entre os isolados. Os isolados do leite apresentaram grande
distdncia genética entre si. Enquanto que os isolados da linha de ordenha eram mais
préximos geneticamente. Quatro isolados avaliados no presente estudo ndo puderam
ser clivados pela Smal, e serdo submetidos & analises posteriores.

59



6. CONSIDERACOES FINAIS

Fazendo uma avaliagdo dos resultados de uma forma geral, observamos que em sete
dos oito rebanhos avaliados a frequéncia de animais CMT positivos foi superior a 50%, a
identificacdo fenogenotipica revelou que 85,6% (350/411) dos isolados oriundos do leite e da
linha de ordenha foram Staphylococcus spp.Dentre as espécies de bastonetes Gram negativos
isolados do leite e da linha de ordenha, obteve-se um total de 14,35% (59/411), sendo 9,5%
(39/411) correspondentes ao leite e 5,35% (22/411) a linha de ordenha.

Em relacdo a resisténcia fenotipica a cefoxitina foi observado que 67,2% (168/250)
dos Staphylococcus spp isolados do leite, no entanto, todos foram negativos a deteccdo do
gene mecA. Quanto aos isolados da linha de ordenha, foi detectada 56% (56/100) de
resisténcia fenotipica a cefoxitina e 23% de isolados mecA positivos (23/100), porém, destes,
17,4% (4/23) ndo apresentaram resisténcia fenotipica a cefoxitina. Tais resultados indicam
que a predicdo da resisténcia mediada pelo gene mecA precisa ser melhor estudada em
ambientes de producédo animal.

Dentro do contexto da importancia econdmica e social da atividade leiteira para o pais
notamos que é imporatnte adocdo de politicas publicas que considerem a realidade de
producdo e as necessidades basicas de cada unidade leiteira € preponderante para que a
implementacdo de boas praticas de ordenha e a capacitacdo operacional nas propriedades
tornem-se eficientes e constantes.
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9.ANEXOS

Anexo 1 - Instrumento Diagnostico dos principais fatores de riscos extrinsecos para mastite
bovina.

Fazenda:
Limpeza e higiene no ambiente de ordenha 0 1 2

Limpeza do curral

Bebedouros limpos

Limpeza da sala de espera

Limpeza e higiene da sala de ordenha

Limpeza e higienizacdo das teteiras entre ordenhas

Limpeza e armazenamento dos utensilios utilizados na ordenha de forma
adequada
E realizada a manutencdo dos equipamentos de ordenha

Controle de vetores e pragas

Presenca de outros animais em alguma dessas instalagdes

Manejo de ordenha

Conforto ambiental (sombra, disponibilidade de &agua, acessibilidade dos
piquetes)
Encaminhamento adequado dos animais para ordenha

Vacas tranquilas durante a ordenha

Realiza teste da caneca telada

Realiza pré e pés dipping

Tetos dos animais limpos

Presenca de bezerro ao pé

Tempo de ordenha entre 5-6 minutos

Os animais sdo mantidos de pé por aproximadamente 1 hora apds a ordenha

Realizacdo da lavagem dos tetos

Praticas e higiene do ordenhador na linha de ordenha

Os ordenhadores realizam a lavagem e higienizacdo das maos

Os ordenhadores utilizam luvas

Os ordenhadores trocam de luvas sempre que necessario

Os ordenhadores utilizam indumentaria adequada

Os ordenhadores apresentam unhas, barbas e cabelos aparados

Os ordenhadores tossem, cospem, fumam e conversam durante a ordenha

Os ordenhadores desempenham outras fun¢fes além da ordenha

Os ordenhadores sabem da impotancia da realizagdo das boas préaticas de ordenha

O ordenhador recebe capacitacdo periodicamente

Os ordenhadores apresentavam ferimentos nas maos

Legenda das variaveis: (0) Acdes ndo realizadas; (1) Acdes realizadas de forma inadequada; (2) acdes
realizadas de forma satisfatoria e (NA) N&o aplicavel.
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Anexo 2 - Antibiotipos de resistencia aos antimicrobianos dos Staphylococcus spp.
isolados da linha de ordenha.

Antibiotipos | Resisténcia aos | Espécies (%)
antimicrobianos ECN ECP | S.aureus | S.inter | ECP
(1) (1) | (22) (0) (SIG)
()
1 * 4 1 1 - -
2 TET,GEN,ENO, CFL, | 11 - 4 - -
AMP,PEN, SUT
3 AMP PEN 2 - 2 - -
4 TET, AMP,PEN 6 - 1 - -
5 AMP,PEN, SUT 2 - - - -
6 TET 2 - - - -
7 TET,GEN,CFL, 4 - 1 - -
AMP,PEN, SUT
8 CFL, AMP,PEN 5 1 2 - -
9 TET,GEN,ENO, CFL, | 6 - 2 - -
AMP,PEN
10 TET,CFL, AMP,PEN 2 - 1 - -
11 TET, AMP 1 - - - -
12 TET,GEN,AMP,PEN, 2 1
SUT
13 ENO, AMP,PEN 2 - - - -
14 TET,CFL, AMP,PEN, | 3 - - -
SUT
15 TET,CFL, PEN, SUT - - - -
16 TET, PEN - 1 - - -
17 TET, PEN, SUT - 1 - - -
18 CFL, AMP,PEN, SUT 1 - 1 - -
19 TET,GEN, AMP,PEN 1 - 3 - -
20 GEN, AMP,PEN 1 1
21 GEN CFL, AMP,PEN 1 - - - -
22 TET,ENO,CFL, 1 - - - -
AMP,PEN, SUT
23 TET,GEN,ENO, - - 1 - -
AMP PEN, SUT
24 ENO,CFL, AMP,PEN 6 1 - -
25 ENO, CFL, AMP, PEN, |2 - - - -
SUT
26 TET,GEN,SUT 1 1 - - -
27 GEN,PEN, SUT 1 - - - -
28 GEN,AMP,PEN, SUT 1 - - - -
29 TET,ENO,CFL,AMP,PEN | - 1 1 - -
30 TET,GEN,PEN,SUT 1 - - - -
31 TET,AMP,PEN,SUT 1 - - - -
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Anexo 3 - Percentuais das espécies isoladas do leite de vacas com

mastite clinica e

subclinica.
Bactérias Mastite Clinica (%) | Mastite  Subclinica | Total no. (%)
(%)
ECN 20% (n=30) 80% (n=115) 145
ECP 27,4%(n=14) 70,5 (n=35) 49
S.aureus 26,3%( n=10) 73,6% (n=28) 38
S.intermedius 75% (n=9) 12
25%( n=3)
SIG 0 100% (n=4) 4
P. mirabilis 36,9% (n=7) 63,1% (n=12) 19
E.coli 28,5% (n=4) 71,4% (n=10) 14
S. rubidaea -* 100% (n=1) 1
S. marsenscens - 100% (n=2) 2
C. freundii 100% (n=2) - 2
E. aerogenes 100% (n=1) - 1
Total 100% (n=71) 100% (n=216) 100% (n=287)

* Néo foi detectado

Anexo 4 - Padrdes eletroforéticos do DNA cromossdmico de S.aureus do leite clivado

com Smal em gel de agarose 0,8% apds eletroforese em campo pulsado.

Figura I: Padrdes eletroforéticos do DNA cromossomico de S.aureus do leite clivado com
Smal em gel de agarose 0,8% apds eletroforese em campo pulsado. Isolados
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classificados em distintos perfis: 1 (C); 2 (D); 3 (E); 4 (B); 5 (F); 6 (A); 7 (perfil tipo
rastro); 8 (D); 9: isolado ndo cortado pela enzima Smal.
Anexo 5 - Padrdes eletroforéticos do DNA cromossémico de Staphylococcus spp. da linha
de ordenha clivado com Smal em gel de agarose 0,8% apds eletroforese em campo
pulsado.

Figura Il: Padrdo eletroforético do DNA cromossdmico de Staphylococcus spp. da linha de
ordenha clivado com Smal em gel de agarose 0,8% ap0s eletroforese em campo
pulsado. Isolados classificados em distintos perfis: 1 (A); 2 (B); 3 (C);.
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Anexo 6 - Mini manual de bolso contendo orientacdes sobre préaticas adequadas de
manejo de ordenha.

kdenhador

&

0 que é Mastite Bovina ou Mamite?

A mastite bovina, também popularmente conhecida
como mamite, & a infeccao da glandula mamaria ( tetos)
Com o propésito de orientar os ordenhadores de que pode ser causada por bactérias e outros microrganis-
forma clara e pritica, elaboramos esta cartilha para mos e resulta na diminuico do leite e na perda da sua
que ela sirva de instrumento util na realizagio das qualidade.
atividades didrias relacionadas a ordenha. Paraprevenir esta doenca é recomendada uma sériede
medidas simples e de baixo custo que podem ser eficazes
no seu combate. Estas medidas dependem em grande
parte de mudancas nas atitudes das pessoas que traba-
Iham diretaou indiretamente com os animais.

Além das questdes relacionadas a higiene, outro fator
que dificulta a eliminagao da mastite é o uso incorreto de
antibiéticos, tanto na prevencao quanto no tratamento
destainfecco.

A utilizag3o de antibiéticos deve ser realizada de forma
cautelosa, pois algumas bactérias podem desenvolver a
capacidade de resistir aos antibiéticos utilizados e ainda

Muitas pessoas acreditam que quanto mais moderna é transmitir essa capacidade de resisténcia para outras
a propriedade, menos casos de mastite sdo observados. bactérias. E por isso que alguns antibiéticos ndo funcionam
No entanto, se oscritérios de higiene com os animais, com depois de algum tempo de utilizagao, e ainda podem
o ambiente de ordenha e do ordenhador nao forem feitos deixar residuos no leite, o que prejudica a saide do
corretamente de nada adiantara. consumidor.
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* Limpeza e higie-
nizacdo inadequadas
dos utensilios e equi-
pamentos de orde-
nha. Estes devem ser
lavados e higienizados adequadamente para remover todo
residuo de leite. O armazenamento dos equipamentos e
dos utensilios sdo importantes para boa manutencao dos

mesmaos.

4%
' 1

T Tat l.r ’
VAR SO ¥ | \ - '.J

® Falta de higiene com os animais. Devem estar

limpos, nao estar enlameados, cauda tosquiada e tetos

limpos, sem residuos de matéria orgénica (esterco,capim

eareia).

Para evitar que isto aconteca, deve-se fazer uma
andlise do leite para identificar a bactéria que esta
causando a mastite e qual antibiético recomendado
para o tratamento.
Agindo assim, o responsavel pelo rebanho estara
garantindo a saide dos animais, melhor qualidade do leite
e dasaiide dapopulacao.

* Falta de higiene pessoal do ordenhador. O
individuo que atua na linha de ordenha deve apresentar-se
asseadamente: roupas adequadas e limpas, maos higieni-
zadas (nao apenas lavadas), cabelos e barbas aparadas, nao
pode passar as maos no rosto, nariz e nas roupas enquanto
esta ordenhando. Um dos cuidados mais importantes que
devem ser adotados para prevenir a transmissao de
bactérias é a higienizaco adequada das maos. Se as maos
forem secas em panos sujos ou nas roupas do ordenhador
naoiraadiantar ter sido lavadade formacorreta.

® Falta de cuidados com os animais. Quando os
animais sao encaminhados para o ambiente de ordenha de
forma agressiva (gritos, varadas e empurroes) ficam
estressados, provocando diminuicao da saida do leite e
aumento da defecacao no momento da ordenha.

Principais fatores que causam a mastite:

® Sujeiras no ambiente de ordenha. A sala de
ordenha precisa ser limpa e higienizada, quer dizer, nao
basta remover a sujeira, € necessério utilizar solucdes
desinfetantes em concentra-
coes adequadas a este tipo
de ambiente, como por &
exemplo: solucao clorada,
etc... encontradas nas lojas
de produtos agropecuarios.

92



Como deve ser feito o preparo das

vacas para ordenha?

a. Limpeza dos tetos: Nos casos em que os tetos
estao muito sujos deve-se proceder a lavagem dos tetos
antes da realizacao do
pré-dipping. Os jatos de | s
agua deve ser direciona-
dos para o teto do animal &
evitando molhar o Ubere, /
pois a agua suja pode
escorrer contaminando o |
teto, ateteirae oleite.

Como fazer a aplicacao do pre-dipping?

b. Teste da caneca
de fundo preto: Tire
trés jatosde leite de cada
um dos tetos e cheque
cuidadosamente se ha alguma alteracao no leite retirado
de cada teto como grumos ou pus e se ha presenca de
sangue ou alteracao da coloracao. A caneca deveser limpa
antes de ser utilizada em outro animal. Caso seja detecta-
da mastite clinica deve-se identificar o animal e aloca-lo na
devida ordem da linha de ordenhae comunicar.

Traco Formacao rapida de gel e desapare-
. cimento rapidamente sem alterar a
(falso positivo) | consisténcia da solucio
Fracamente -
positive (+) Formacao de gel
- Formacao de gel e alteragoes
Positivo (++) na consisténcia da solugao
Ha a formacao de forte gel na
Fortemente solucio e alteracées de da
| positivo consisténcia da solucio

O pré-dipping deve ser realizado em todas as vacas que
estao na linha de ordenha mesmo as que estao com
mastite.

Aaplicagao da solucao desinfetante € iniciada dos tetos

} mais distantes para os mais
proximos, os tetos devemn
ser totalmente cobertos
com asolucao desinfetante
durante 30 minutos, po-
dendo esta ser solucao de

1

iode (0,25%), clorexidine (de 0,25 a0,5%) ou ainda clere
(0,2%,).
A remocao da solugao desinfetante deve ser feita com
papel toalha, encostando aponta do teto no papel toalhae
removendo a solucao de cima para baixo. E importante
evitar tocar ostetos comas maos.

Mecinica: as teteiras devem ser acopladas bem

ajustada para evitar a entrada de ar. O vacuo deve ser
desligado pararemocao dasteteiras.
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Quais sao as funcdes do Ordenhador?

a. Cumprimento dos horarios de ordenha;

b. Preparacdo do ambiente de ordenha: checar se os
recipientes estao abastecidos com solugoes desinfetantes,
se as instalagdes estdo limpas e desinfectadas adequada-
mente e se 0s equipamentos estao limpos e desinfectados
paraseremutilizados;

c. Atencdo a lavagem e desinfeccio das maos para
realizacao da ordenha e vestimentaadequada e limpa;

d. Monitoramento do ambiente, restringindo o fluxo
de pessoas e animais ( cachorro, gatos galinhas etc) que

curadas da mastite
4- Vacas com mastite

| - Vacas de primeira cria
sem mastite

2- Vacas que nunca subclinica
tiveram mastite 5- Vacas com mastite
3-Vacas que ja foram clinica
Quais sao as agbes apos a ordenha?

* Realizacao do pos-dipping, certificando-se de que a
solucao desinfetante esta cobrindo todo o teto;

* Encaminhamento dos animais calmamente até os
comedouros;

outras produtorasem largaescala.

Foi possivel observar que as propriedades que
utilizavam a producao tecnificada, apresentavam altos
percentuais de animais mastiticos, enquanto que, proprie-
dades com estrutura pequena, mas que realizavam todo o
procedimento recomendado para a prevencao da mastite,
apresentavam baixos percentuais desta infeccao.

Acreditamos que juntos, chegaremos ao principal
objetivo que é o de promover a salde publica e dos
anirnais.

Participacao e agradecimentos

Contamos com voceés, ordenhores e fazendeiros, para

possam trazer riscos de contaminacio para os animais, os
utensiliose oleite;

e. Paciéncia e critério na execucio de todas essas
fungoes, com plena consciéncia da importancia do seu
trabalho.

Como fazer a organizacio das vacas para ordenha?

Formacio da linha de ordenha: As vacas devem ser
ordenadas de acordo com o diagnostico da mastite para
prevenir a transmissdo para outros animais sendo esque-
matizada daseguinte forma:

¢ Oferta de alimento para os animais apcs a ordenha
para que eles permanecam de pé, evitando a entrada de
bactérias pelo orificio do teto que permanece aberto por |
horaapos aordenha;

*® Limpeza e desinfeccao dasalade ordenha.

Fi

Este trabalho foi desenvolvido com base em observa-

coes feitas em varias propriedades leiteiras que abriram
suas porteiras pararealizacao desta pesquisa.
As propriedades visitadas eram de producao familiar e

realizarmos essas agdes com dedicacio e cuidado, nio
somente nos |2 meses do ano, mas paratodaumavida!

A equipe.....coordenada por Tatiana, agradece também
a colaboracio das entidades para tal pesquisa e trabalho
realizado:

- Fundacao Carlos Chagas Filho de Amparo —auxilio na
Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPER]), apoio e
contemplacao deste projeto;

- Universidade Federal Ruraldo Rio de Janeiro (UFRR]);

- Laboratério de Bacteriologia da UFRR| - realizacao das
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mastites.
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LEITEIRAS EM MUNICIPIOS DO RIO DE JANEIRO E ANALISE DOS
AGENTES BACTERIANOS ENVOLVIDOS NA ETIOLOGIA DAS MASTITES.

FEATURES OF HYGIENIC-SANITARY CONDITIONS IN DAIRY UNITS IN
COUNTIES IN THE RIO DE JANEIRO STATE AND BACTERIOLOGICAL
ANALYSIS INVOLVED IN THE MASTITIS ETIOLOGY.
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ABSTRACT. Alencar T A, Mendonga ECL., Marques VF, Melo DA Rojas
ACM., Motta, C.C., Santiago, G.5_, Dubenczuk, F.C., Trvisol P., Coelho SMO_,
Souza, MM.S. [Features of hygienic-sanitary conditions in dairy units in counties in the
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Aspectos das condigfes higiénico-samtanias em unidades leiteiras em municipios do Fio
de Janeiro e andlise dos agentes bacterianos envelvidos na eticlogia das mastites.
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Microbiologia e Imunologia Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
BE 465, EM 07, Seropédica, Rio de Japeiro, CEP 23890-000. Brasil E-mal:
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Dairy industry performs a very social important activity that yielded more than
three million jobs in the last decade. Mastitis, inflammation of the mammary gland that
can be caused by several micToorganisms, is one of the most important economic losses
causes and the incorporation of adequate hygiemic procedures to daily handling is
considered the most efficient way to control it. Otherwise the indiscnnuinate use of
antimicrobials is a negative feature in this contrel, raising the positive pressure selection
and favorng the spread of resistance gemes. The present study performed an
epidemiologic mquiry and a bactenological survey in five dairy farms located mn the
South Fluminense region of the Rio de Janeiro state. Obtained data showed that 80% of
studied dairy properties presented unsatisfactory hygienic conditions in milking line and
water supply. After bactericlogical analysis a total of 201 isclates was obtained from
milk samples being 8507% (171/201) of Staphylecoccus spp and 14.93% of Gram-
negative rods (30/201). From milking line samples it was obtained 70 isolates being
80% (56/70) Staphylococcus spp. and 20% (14/70) Gram-negative rods. Antimicrobial
Tesistance assays revealed high rates of beta-lactamic resistance in Staphylococcus spp.
and azithromyein, tetracycline and doxycycline resistance in Gram-negative rods.
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EESUMO. O sistema agroindustrial do leite tem grande importineia social tendo
gerado na fltima década acima de trés milhdes de empregos. A mastite, inflamacdo da
glandnlamnmaqmpnﬂesﬁcmsadapordnmusmmmrgmumns,emdas
principais causas de prejuizos econdmicos do setor, e a Incorporacdo de procedimentos
adequados de higiene incorporados a rofina de manejo & a mais eficiente forma de
controle da mastite. Por ontro lado, o uso indiscnminado de antibidticos nas matnzes é
um dos aspectos negatives no controle da mastite, aumentando a pressiio positiva de
selecio e favorecendo a dispersdo de genes envolvidos nos mecanismos de resisténcia
antimicrobiana. O presente estudo realizou uma nvestigacio epidemiclogica e uma
pesquisa bactenioldgica em cinco unidades produtoras de leite localizadas na regifio sul -
fluminense do Estado do Fio de Janeiro. Dados obtidos mostraram que 80% das
propriedades apresentavam condigdes insatisfatémas de higiene na linha de ordenha e no
abastecimento de dgua abaixo dos parimetros de potabilidade. Foram obtides 201
isolados do leite, sendo 85,07% (171/201) pertencentes ac género Staphylococcws spp e
14 93% bastonetes Gram-negativos (30/201) e da linha de ordenha foram obtidos 70,
sendo 805 (56/70) Os ensaios de resisténcia antimicrobiana revelaram altos niveis de
Tesisténcia aos beta-lactimicos entre os isolades de Stfaphylococcus spp. e a
azitromicina tetracicling e doxiciclina nos bastonetes Gram-negativos.

PATAVEAS CHAVE: mastite, resisténcia antimicrobiana, manejo sanitario.

INTRODUCAQ

Dentre as diversas cadeias produtivas que representam a base de producio do pais,
a cadeia produtiva do leite pode ser considerada uma das mais complexas e
representativas do agronegocio brasileiro, pols gerou na ultma década, acima de trés
milhies de empregos e agregou mais de seis bilhSes 4 agropecusiria nacional (Santni et
al. 2009, Carvalho et al. 2009). O consumo de leite anual no Estado do Fio de Janeiro é
de32bi]lf’mdelitmsde1eitepordia{FﬁER]fSEBRﬂE2fllﬂ} Considerando este
Cenario e as exigéncias feitas pelas industrias beneficiadoras de um produto de boa
qualidade sanitiria, é preciso identificar os pontos criticos do processo produtivo, a fim
de implementar medidas que visem garantit a qualidade do leite.

Nesse contexto, destaca-se a mastite, inflamagdo da glindula mamana, que pode
wmmaﬂapm&musmorgmmmeqm,emrmdemnmde
proteinas plasmaticas e células lencocitirias sanguineas mobilizadas do sangue para o
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tecido mamario. O aumento das células sométicas no leite proveca danos nos tecidos
glandulares e consequentemente a diminmgio da secrecio do leite acarretando prejuizos
econdmicos para o produtor (Aires 2010).

ﬁmsﬁteiufeccimapndemdeoﬂgemcmhgimammbienﬂﬁmsﬁm
contagiosa & causada por patdgenos cujo habifar preferencial € o inferior da glindula
mamana e a superficie da pele das tetas, caracterizando-se por baixa incidéncia de casos
clinicos e alta incidéncia de casos subclinicos, acompanhado de alta contagem de
células somdticas (CCS), sendo a ordenha, o principal momente de sua transmissfio. As
espécies do género Staphylococcus spp. destacam-se em sua etiologia e podem produzir
fatomsdemnﬂenmaquacﬂﬂmamlnmmmeamfec;mdagianﬂﬂamama
permitindo o escape das células de defesa do sistema imune (Coelho et al. 2011). De
igual modo, apresentam mecanismos de resisténcia que podem neutralizar a agio de
antibioticos dificultando sua elimmacio. Dentre os fatores que conimbuem para a
disseminacio desses agentes no rebanho, o elemento humano é o mais importante, pois
0 homem alberga 5. aurens em suas mucosas nasais e fannges, nas mios e na pele, e
pode transmitir estes agentes aos animais, utensilios e equipamentos de ordenha.

A mastite ambiental & associada a agentes que estio presentes
predominantemente no habitaf normal dos animais, em locais que apresentam esterco,
urina, barro e camas orginicas. Esse tipo de mastite caracteriza-se pela alta incidéncia
de casos clinicos, de curta duracio, frequentemente com a manifestacio aguda e com
mAloT oCOMEncia nos momentos de pré e pos-parto. A porta de entrada para a bacténa é
o esfincter do teto, por isso a integridade desta estrutura é um dos fatores importantes
para evitar a contaminacio (Cameiro 2009). A contaminacio do teto pode ocomer
através das instalagbes, atraves das mdos do ordenhador ou através das teteiras da
ordenhadeira mecénica entre cutros.

A mais eficiente forma de controle da mastite é a adogio de praticas adequadas de
higiene, através de atividades simples incorporadas ac manejo rotineire da fazenda
leiteira (Santos et al 2003). No entanto, a mmplementacio de praticas higiémico-
sanitirias eficazes é um desafio constante, que implica em nmdangas na forma de
manejo e confronta habitos culturais, sociais e econdmices. Varos cuidados devem ser
observados: a mamutencio e limpeza do ambiente em que as vacas ficam alojadas, a
condngio dos animais para linha de ordenha de forma calma e ordenada, a separagio
dos animais com mastite clinica e subclinica para evitar a disseminacio dos patogenos
circulantes, o preparo do dbere para ordenha através do pré-dipping, a higienizacio das
teteiras na ordenha mecénica e das mfos, na mammal, a calibragfio dos equipamentos e o
tempo de ordenha, a realizacio do pos-dipping e a mauntencdo dos animais em estaglo
apds a ordenha, sio medidas que evitam a disseminacio de microrganismos no rebanho
e previnem a mastite (Wattiaux 2000, Hachem 2005).

Umdpsaspectmnegahtmmcmhukihmashteeuusumﬂlscnmmadude
antibidticos nas matrizes, aumentando a pressio positiva de selegio e favorecendo a
dispersdio de genes envolvidos nos mecanismos de resisténcia antimicrobiana. Isso
ocome porque varios fatores impedem ou dificultam a implementagio de uma rotina
diagnostica nas propriedades leiteiras, entre eles, distincia dos centros de diagndstico,
custo dos exames laboratoriais, dificuldade na compreensfio da importincia deste
monitoramento por parte do pessoal envelvido no processo de producio (Pereira et al.
2010). Assim, rotineiramente, a escolha do medicamento anh-mastibco tem sido feita
de forma empirica baseada apenas no gquadro clinico da enfermidade, ou amda na
chamada terapia profilitica Embora o use profilitico de antimicrobianos por wvia
inframamaria no final do pericde de lactagio seja considerado um
Importante dos programas de controle de mastite (Erskine et al. 2002), outros modos de
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uso, como pol exemplo. a uwhlizagio de antibioticos como aditives alimentares na
producio ammal, com liberacio de residuos nos produtos derivados, € considerada um
misco crescente para a safide humana, devido a uma possivel contribuicio na geragio de
cepas resistentes de microrganismos que podem ser transmitidas ao ser humano pela
ingestdo de produtes de origem animal.

O objetive do presente trabalho foi reconhecer a realidade do sistema de produgio
em cada propriedade estodada com a avaliagio das condigbes de ordenha e
identificagdo de agentes bacterianos no leite e na cadeia produtiva, e o conhecimento de
sens perfis de resisténcia de modo a servir de subsidio para o desenvolvimento
apropriado de programas de prevencdo e de terapias bem sucedidas, uma vez que o
manejo positive resultard em beneficios produtives, sem elevacio dos custos, podendo
coniribwr para o aumente da rentabilidade, melhoria do bem estar dos animais e das
pessoas envolvidas na atividade.

MATERIAL E METODOS

Quatro unidades produtoras de leite bovine no municipie de Fio Clare-EJ e uma
em Pirai- RJ foram avaliadas através de um mmstrumento diagndstico contendo
informagdes relativas ao manejo nuiricional, higiénico e samitirio, bem como
enfermidades, tratamento, evolugio, mortalidade, formas de identificacio, prevencdo e
tratamento de mastite entre cutras. Também foram avaliadas as condigtes de higiene
ambiental, com énfase a sala’area de ordenha, vasilhames, ordenhadeira mecimca e do
propric ordenhador.

Imediatamente antes da ordenha, foi realizado o “Califormia Mastitis Test™
(CMT) de todos os ammais em lactagiio e 20% destes considerados positivos foram
segregados para coleta Os jatos de leite foram coletados diretamente em frascos
estéreis, e juntamente com “swabs™ contendo amostras das cavidades nasais, das méos
dos ordenhadores e dos utensilios ufilizados durante a ordenha Também foram
coletados, em frascos estéreis, 1L de dgua provemiente direto dos pontos de saida
uhhzxdmms galas de ordenha, e todos o5 materimis foram encaminhados ao
Laboratorio de Bactenologia Vetermania da Universidade Federal Fural do Rio de
Janeiro.

As amostras foram submetidas & rotina de identificacio que comsistm em
moculagio em agar Mieller Hinton (MH) contendo 3% sangue desfibrinado de cameiro
(AS), incubagio a 37°C por 24 horas, em anaero e aerchiose, e andlise das
caracteristicas coloniais e morfotintonais. De acorde com as caracteristicas encontradas
03 lisolados foram processados para melhor identificacio segundo protocolos
estabelecidos na literatura (Koneman et al. 2008).

Os  isolados de Smphylecoccus spp. também foram  caracterizados
genotipicamente. A exiragio do DNA bactemano foi realizade segumdo protocolo
adaptado pelo LABAC-VET/UFERJ (Mendonga et al. 2012). Inicialmente foi realizada
uma PCE multiplex para os genes caracteristicos de Staph (Staphylococcus spp.)
(Zhang et al. 2004) e 5 gureus (DNAr) (Straub et al. 1999), e adicionalmente foi
realizada a deteccio do gene con (Karahan & Cetinkaya 2006). Apds essa etapa, foram
realizadas amplificagbes dos genes espécie-especificos, 5. infamedius (nuc 3 e 4) (Silva
et al. 2003) e 5IG (pfa) (Bannoehr et al. 2007) para outras espécies de estafilococos
coagulase positivos (ECP) (Quadro 1).

Oz 1zolados foram suspensos em calde BHI, incubados durante 24 horas a uma
temperatura de 37°C e diluidos na concentragio do tobo 0.5 da escala de Mc Farland,
equvalente a 15 x 10° células‘ml. Tal concentracio foi ajustada através do
espectrofotometro de absorbincia | onde a densidade cometa de tarbidez vanou de 0,08
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a 0,1 uhlizando comprimento de onda de 625nm. Para comparacio e controle dos testes
foram utihzadas cepas padrio ATCC 43300 5. aureus e ATCC 25922 E coli obtidas
Junto ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade/INCQS/FIOCRUZ.

Ensaios de Difusdo em disco simples foram realizados conforme o preconizado
pelo CLSI veterindrio (2008) & bumano (2012). A escolha dos antibisticos fol feita a
partir de mformagdes dos firmacos mais uhlizados nas proprnedades para o tratamento
da mastite e algumas classes de interesse. Foram testades: Tefraciclina (30pg),
Gentamicina (10pg), Enrofloxacina (10pg), Cefalotina (30pg), Ampicilina (10pg).
Penicilina (10UT), Sulfametoxazol-trimetropim (25ug) para os cocos Gram positivos e
Ciprofloxacina (3pg), Neomicma (30pg), Azitromicina (15pg), Doxiciclma (30ug) e
Norfloxacina (15pg), Tetraciclina (30pg), Gentamicina (10pg) e Sulfametoxazol-
tnmetropim (23pg) para os bastonetes Gram negativos.

RESULTADOS

As caracteristicas das propoedades wvisitadas, bem como os resultados do
Instrumento diagnostico aphicados. estio dispostos na tabela 1 e 2, respectivamente.

Das 140 amostras de leite foram obtidos 201 isolados, sendo 83,07% (171/201)

ao género Staphylecoccus spp e 14.93% bastonetes Gram negativos
(307201).

A identificagio fenogenotipica dos Staphylococcus spp revelou 39% (101/171) de
Staphylococcus spp. coagulase negativos e 41% (T0V171) de Staphylococcus spp
coagulase positivos, atraveés da amplificaciio dos genes Staph e coa. Dentre as espécies
coagulase-positivas idenfificadas obteve-se 2428% (17/70) de Saurens, 857% de
S.infermedius (670) e 5,71% (@/70) dr: Staphylococcus spp. coagulase positivos do
gupo SIG, de acordo com o perfil bioquimico e a amplificaciio dos genes especificos de
caractenzacio. Os demms 61.42% (@3/70) 1solados foram fennhplcammte
caracterizados como estafilococos coagulase-positivos, no entanto nio amplificaram
qualquer dos genes de caracterizacio especifica utlizados: DNAr de S.aureus, nuc3,
nucd e pia. Desse modo, eles serdo referenciados agqui como ECP.

Cuanto as espécies de bastonestes Gram negatives, 30% (9/30) foram
identificados como Profeus mirabilis, 20% (6/30) como Proteus vulgaris, 6,66% (2/30)
Serratia liquefaciens, 3,33% (1/30) Seratia rubidaeae, 1,49% (3/201) E.coli, 3,33%
(1/30) de Morganella morganii, 3,33% (1/30) Klebsiella pneumonieae, 10% (3/300) de
Citrobacter freundii, 3,33% (1/30) de Citrobacter diversus e 3,33% (1/30) de Hafnia
alvei.

O isplamento bacteriano a partir da linha de ordenha produzin um total de 70
1solados, sendo 80%: (36/70) de Staphylococcus spp. e 20% (14/70) de bastonetes Gram
negatives. Dentre os Staphylococcus spp, 65.71% (46/56) foram identificados como
ECN, 12,5% (7/56) como ECP, 3,57% (2/56) Sintermedius e 1.78% (1/56) S.oureus.
Dentre as espécies de bastonetes Gram negativos, obteve-se 42 85% 5. rubidae (6/14),
50% (7/14) C.diversus e 7,14% (1/14) E.coli.

As anilizes realizadas a partir das amostras de dgna, demonstraram que das 5
propriedades avaliadas, quatro delas apresentaram resultados fora dos padries de
potabilidade estipulados pelo Mimsténio da Sande (Brasil, 2004). Apés anahse do total
de bacténias identificadas, tanto isoladas a partir do leite quanto da linha de ordenha, as
espécies prevalentes foram destacadas de acordo com seu sitio de coleta em cada
propriedade avaliada, conforme demonstra a tabela 3.

Apos a realizacio do teste de difusfio em disco para os 171 Staphylococcus spp
izolados de amostras de leite e 70 isolados da cadeia produtiva, foi possivel detectar um
elevado percentual de resistdncia & penicilina (80% e 90%, respectivamente) e
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ampicilina {70% e 80%, respectivamente). Ja frente 4 enrofloxacina e gentamicina os
percentuais de resisténcia foram infemores a 30%. Os isolados a partir da linha de
ordenha apresentaram niveis de resisténcia maiores do que os obtidos a partir do leite,
conforme expresso na figura 1.

Dsbastunﬁtesﬁmmmgahws,mohdostmﬁoapmﬁ:dolmte@%}qmtoch
cadeia produtiva (n=14), apresentaram niveis elevados de resisténcia & azitromicina
(80% e 90%, respectivamente) e tetraciclina (B0% em ambos). A ciprofloxacina foi o
almhmhmmmeﬁmﬁ'mtemslsnladnsapamrda]mhadgordﬂlha[ﬂ%
Tesisténcia) e, em adicio a associacio de sulfametoxazol+nmetropim e norfloxacina
apresentou maior eficicia do que os demais anfibidticos. Ja frente aos 1solados obtidos a
partit do leite a ciprofloxacina junto com & neomicina e a gentamicina foram os
antibidticos mais eficazes, uma vez que os bastonetes apresentaram niveis de resisténcia
mferiores a 309, conforme apresentado na figura 2.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Em ¢uatro dos cinco rebanhos avaliados, a frequéncia de ammais CMT positivos
foi supenior a 50%. Foi observado que embora as fazendas A e C assemelhem-se no que
diz respeito 4 estrutura da propriedade, nimero de animais, volume de leite ordenhado e
tipo de ordenha e atenderem as exigéncias estipuladas pela legislagio vigente no que
concemne as instalagdes, equipamentos e Infra-estrutura da sala de ordenha, em ambas
foi detectado um elevado percentunal de amimais CMT positives semelhante ao
encontrade nas fazendas B e D que sdo propriedades que praticam producio fanuliar e
ordenha mamal Estes fatores desmistificam a associagio do cendrio tecnologico aos
parimetros como qualidade do leite e samidade do rebanho, apontando para a
importincia da capacitagio da m3o de obra atnante na linha de crdenha vinculada a
habitos sistematicos de higiene, independente da realidade tecnoldgica da propriedade.

Ao analisar os dados do diagnostico das condigdes higiénico-sanitanas associadas
a0% animais, ambiente de ordenha e a equipe atuante na linha de ordenha e comparar ao
CMT detectado (Tabela 2), observa-se que embora a farenda A tenha apresentado os
resultados mais satisfatorios quanto s variaveis associadas as condigdes dos animais e
linha de ordenha, foi detectado um elevado percentual de vacas CMT positivo. Este
resultado pode estar relacionado i imsuficiéncia nos parimetros relacionados a higiene
pessoal, aspecte comum em todas as propmedades, o que pode ser afendo pelo
crescimenty microbiane a partir do 1solamento utilizando amostras de leite e das maos
dos ordenhadores conforme a tabela 3. Outro importante aspecto a ser considerado € a
questio genético-racial, pois os animais desta propriedade eram da raca holandesa, que
embora apresentem caracteristicas geneticas que [he conferem maior producio de leite,
possuem tetos pendulares mais proximos ao chio e musculatura mais flacida. Coentrio
et al, (2008), relataram que a profundidade do tbere é um fator de nsco importante,
onde os animais que apresentam a base do dbere baixe ou proximo ao jarrete
apresentam 1 73% vezes mais chances de terem a CCS acima de 200.000 células/ml. |
do que os animais com a base acima do jarrete. Oliveira et al (2012), em estudo que
avalion os fatores de mscos da mastite, observaram uma menor frequéncia de
positividade pelo exame microbiolégico, em animais mestigos em relacdo a raga
holandesa.

Em contrapartida, a fazenda E que obteve mencr percentual de amimais CMT
positivos, apresentou resultados insatisfatérios nos aspectos relacionados aos cuidados
com a higiene do animal, enfre cutros procedimentos inadequados como a realizagio
mcometa do pré e pos-dipping, péssimo estado de lmpera do cural de espera e
bebedouros. Mo entanto, foi observada a permanéneia dos bezerros com as mies
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durante, & alguns minutos apos a ordenha. Este procedimento contnbui para a retirada
do leite residual, prevemindo o desemvolvimento de microrgamsmos causadores de
mastite. Oliveira et al. (2011), ao avaliarem a prevaléncia da mastite bovina no estado
do Pard, detectaram que mesmo com a falta de higiene durante a ordenha, o nimero de
amimais acometidos foi considerado baixo, provavelmente pela baixa producio de leite e
2 permanéncia do bezerro ao pé apos a ordenha.

Ap avaliar o aspecto higiene pessoal foi possivel observar o cumprimento de
algumas agdes elencadas no instrumente diagnéstico, no entanto, a qualidade dessas
agdes ndo comresponden em eficacia com o resultado final Nas propriedades A e C
hawvia desvio de funglo na equipe técmica onde pessoas responsavels por fimedes como
hmpemdncmaLsaladeespaaeamxmmhmnmdmammmateahuha:hmdenha
entravam no fosso e manipulavam os equipamentos e utensilios de ordenha ndo
procedendo & imene adequada para tas attvidades, também foi observado que os
amimais da propriedade C nio apresentavam boas condigSes de higiene. Sepundo
Mefarland et al. (2000) o treinamento de pessoal, principalmente dos ordenhadores,
considerando os principios de higiene, fisiclogia da lactagio, fimcionamento e
manutengio do equpamento de ordenha & essencial para obtencio de resultados
eficazes no programas de prevengio da mastite.

A prevaléncia de Staphylococcus spp justifica-se pelo fato destas bacténas
fazerem parte da microbiota saprofita da pele, da mucosa oral e nasal de humanos e
ammais, além de estarem amplamente distribuidos no ambiente. Embora medidas
plmrennmsquemsamumnh'olednmasutepmsammpmhmdﬂ as infecgbes da
glindula mamaria causadas por estes patogenos ainda sdo muito frequentes (Freitas
2005). Por isso, estes mucrorganismos tem sido apontados como os principals
mdﬂr&idﬁmﬂtt&d&mg&mmhgmu&ﬁmdnrﬂmumﬂmpﬂmpﬂmaﬂea
mastite subclinica, comoborando com os resultados encontrados no presente trabalho.

Dentre o género Staphylecoccus spp., o grapo prevalente foi o de Staphylocecous
coagulase-negativos (ECN), que tem sido considerado agente patogénico emergente da
mastite bovina (Pyorala et al. 2009). 580 caracterizados por serem micTOIZANISTNGS
essencialmente oportunistas, que aproveitam inimeras situagies orginicas para produzir
graves infecgdes, colonizando o canal do teto e penetrando até aos tecidos secretores, no
caso da mastite (Cunha et al. 2002). A frequéncia de isolamento dos Staphylococous
coagulase-negativos a partir de mastites clinicas e subclinicas em vacas e novilhas de
todo o mmdo tem aumentado consideravelmente, tomando-os agentes emergentes na
mastite bovina (Freitas et al. 2005, Soares et al. 2009). Tem sido relatado que, de modo
geral, ECN tende a estar implicado em casos de mastite subeliniea, causando wma
infecgio leve, que pode evoluir para cura espontinea ou se agravar, causando alteractes
na CCS e apresentando os sinais clinicos classicos de mastite clinica (Amaral et al.
2003). No presente trabalho, foi possivel observar que a maior freqiéncia de
izolamentos dos ECNs se deu a partir das amostras de leite de vacas que apresentavam
CMT + ou ++, mesmo em apenas um dos tetos, tendo menor freqiifncia em amostras de
amimais que apresentavam CMT ++.

A espécie Saurens foi encontrada em 8.43% (17/201) das amostras de leite.
Essa bacténa é conhercida mundialmente como um patdgenc em homens e animais,
sendo um dos agentes etiologicos mais commms da mastite clinica e subclinica. Esta
espécie pode apresentar diversos fatores de viruléncia que visam contribwr para sua
persisténcia no tecido maméano (Yang et al. 2012). De acordo com Freitas et al | (2003],
além de 5. aureus, outros coagulase-positivos também podem ser implicados nesta
etiologia.
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No presente trabalho, houve um significative percentual de Staphylococcus
coagulase-positivos cma]&mhﬁmganemnmeldeespememupode ser conchuida

através da metodologia padronizada, sendo referenciados como ECP. Tal fato requer
uma abordagem metodoldgica diferenciada que possibilite a identificacio destes agentes
e 3 melhor compreensio de seu envolvimento com os cases de mastite estudados. 5
infermedius e Staphyloceccus do grupo SIG foram isolados em menor proporgio. Em
estodo desenvolvido por Moroni et al. (2006), venficou-se que o 5. infermedius foi
isolado em 12,20%, das 82 amostras de leite avaliadas. Fecentemente, um grupe de
pesquisa conseguin realizar o sequenciamento de locus dessa espécie  demonstrando
que esta era implicada de modo equivocado na eticlogia de momtas enfermidades em
amimais (Bannoehr et al 2009). A analise genotipica revelom as espécies
Staphylococcus  intermedius, Staphylecoccus  pseudintermedius e Staphylococcus
delphini, as quais eram classificadas fenotipicamente como 5. intermedius, assim su[gm
o gmupo 5. intermedius (SIG) (Bamnoehr et al. 2007, Devriese et al. 2008). Assim
também foi descoberto que 5. psendintermedius, e nio 5. intermedius, € o patdgeno de
muitas doencas animais e que 5. delphini foi isolado a partir de varias espécie animais,
podendo ser mais importante clinicamente do que se pensava (Devnese et al. 2008). O
recém-identificado 5. pseudintermedius (Devriese et al. 2005) é ocasionalmente isolado
demfeccn&shmnamsgrnm,eaemgmepmpagmudempasdes
pseudinfermedius Tesistentes 4 meticilina sio os principais problemas de sande
veterinana e publica (Descloux et al. 2008).

Foram isoladas espécies diversificadas de bastonetes Gram negativos a partir do
leite e da linha de ordenha Estes microrganismos sfo frequentements encontrados no
solo, fezes, unna e nos matenais utilizados na cama desses ammais. sendo responsavels
por causar masfite de origem ambiental e associados a casos severos de mastite clinica
com tendéncia a evolugio hiperaguda e ocasionalmente fatal (Hirsh et al. 2003). Logo, a
manutengio sdo condigies de higiene da linha de ordenha e outras instalagbes utilizadas
pelos ammais & preponderante, pois visa prevemr a veiculacio destes microrgamismos
para os utensilios e equipamentos de ordenha utilizados (Aires 2010). Estas medidas
também 380 fimdamentais para qualidade sanitiria e fisico-quimica do leite que uma vez
contaminado por bactérias, pode estar suscetivel a degradacio de proteinas, gorduras e
minerais Importantes para o sen beneficiamento. O 1soclamento de bastometes Gram
negativos da ordenhadeira mecinica na propriedade C reforca o nivel critico da higiene
na linha de ordenha apontado no quadro 2.

Cuanto a andlise da qualidade microbiologica da agua, Lacerda et al. (2009) em
estndos realizados na regifio de minas gerais constatou que 90% da dgna utilizada nos
processos de ordenha estavam fora dos padrdes estipulados e adequados para o
consumo bumane. Apenas a propriedade A apresentou resultados das analises para
coliformes totais e termotolerantes dentro dos parametros de potabihidade estipulados.
Este fato pode estar associado ao aquecimento do sistema de dgua para abastecimento
da sala de ordenha, contribuindo para as satisfatdrias condicdes de higiene associadas a
linha de ordenha (tabela 2). No entanto, foi a propriedade que apresentou maior
percentual de positividade ao CMT, corroborando com texto anterior, estes resultados
podem estar relacionados i realizacio inadequada do pré-dipping e da higienizagio das
mios dos ordenhadores. Entre as demais, a propriedade C apresentou matores valores
tante para coliformes totais quanto para termotoleramtes, sendo SONMP/10{mL e
ONMP/ ml., respectivamente. e malor gran de contanminacio bacteriana tanto no leite
quanto na linha de ordenha.

Foi detectada uma elevada resisténcia aos beta-lactdmicos enfre os isolados de
Staphylococeus spp. Coelho (2008), em estudos realizados na mesma regido detectou
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um percentual de 64% de resisténcia a penicilina em 130 isolados de Staphylococcus
spp 1solados de leite mastiico. A utilizacio ndiscimmada destes principios ativos nas
propriedades visitadas foi evidenciada através do inguénito epidemuolégico realizado
durante as visitas, onde foi possivel constatar que a pendcilina € um dos antibidticos
mais escolhidos para ¢ tratamento empirico dos casos de mastite e outras doencas
bactenianas de bovinos. A resisténcia & tetracichina detectada também &

pelo fato deste antinvicrobiano ser amplamente wtilizade no tratamento da mastite. Brto
et al. (2001) no Brasil detectaram 91% de resisténcia a tetracichina em isolados de
mastite bovina. O aumento da resisténcia a este antinmerobiano pode estar relacionado a
associagBo da nmeomicina 4 bacitracina e tefraciclina, que tem sido utlizada no
tratamento da mastite bovina, com a inten¢io de potencializar a acio dos mesmos. Os
dados do presente trabalho corroboram estudos de campo que consideram a gentamicina
como um antibigtico anda eficaz no tratamento das mastites bovinas de omgem
estafilocdcica (Langom et al. 20007).

A enrofloxacina € uma gquinolona de uso veterinario, ndo muto difindida em
ambientes de producdo leiteira, restrita ao tratamento de mastites clinicas. Langoni et al.
(2000} encomiraram 28% (p=533) de resisténcia a este anbbiobico em isolados de
Staphylococcus spp. provenientes de quadros de mastite. Da mesma forma, Mannho et
al (2002), ao avaliarem Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp. isolados de leite
mastitico, detectaram niveis de resisténcia de 28 37% e 26,04%, respectivamente, a agio
da enrofloxacina na regido de Botucatu, Sdo Paulo. O fato de este medicamento ser de
uso restrito ao tratamento animal contribui para a baixa resisténcia detectada. E
importante destacar que em isolados das mdos dos ordenhadores fod detectado um
percentual de resisténcia a enrofloxacina de 57% (12/21), a relevincia desse dado deve
ser avaliada quanto & cireulacio dessa resisténcia.

Estudos que avaliaram a resisténcia a sulfametoxazol+tnmetropim em isolados de

hylococcus spp. de leite mastitico reportaram distintos nivels de resisténcia.
Machado et al. (2008) reportaram 47 8% (n=57), e em controversia, Zafalon et al.
{Z(IU?}uhsenrammapemsl?%der&sistémiaeDliwimetalﬂﬂll}d&tectammﬂ%de
Tesisténcia a esse farmaco. A cefalotina € uma cefalosporina de pnmeira geracio
indicada no tratamento da mastite subclinica e de vacas secas (Letter 2000). Oliveira et
al (2011) encontraram 13% de resisténcia a este firmaco em Staphylecoccus spp.
1solados mastite bovina no Estado do Para

Foi observada uma grande variacie quanto ac perfil da resisténcia
antimicrobiana dos Staphylococcus spp. envolvidos na etiologia da mastite bovina em
rehanhos brasileiros. De acordo com Sol et al. (20000 e Zafalon et al. (2007), a
possibilidade de cura depende da estirpe bacteniana ou do amimal Algumas amostras de
S.aureus parecem seT mais sensiveis ao tratamento do que outras €, também algumas
vacas se recuperam melhor, tratadas ou nfo. Assim vénos fatores podem mterfenr na
cura bacteriologica quando se utliza a terapia antimicrobiana, seja em razio do estagio
da ocomréncia da infecgdo, como da presenca de bactérias em abscessos, além do estado
imunitario do animal (Zafalon et al. 2007).

Ao avaliar o perfil de resisténeia dos bastonetes Gram-negativos fol encontrado
um elevado percentual de resisténcia i azitromicina, tetracicling e doxicicling tanto das
amostras de leite quanto da cadeia produtiva. Segundo Nascimento et al. (2001), as
tetraciclinas e os macrolideos estio entre as poncipais classes de antimicrobianos
utilizados nas terapias de tratamento da mastite. Matoso (2006) detecton um
de resisténcia de 63% as tetraciclinas de bastonetes Gram negativos isolados de leite. A
utilizacio abusiva de antinicrobianos na medicina homana e ammal e 0 sen uso durante

algum tempo na agropecuana ftem favorecido a emergéncia e disseminagio de

104



enterobacténias resistentes a antibioticos (Gomgalves 2010). Além disso, uma das
caracteristicas mais importantes da resisténcia bactemana dos bastonetes Gram-
negativos € a vanedade natural de mecanismos de resisténcia, sendo que E.coli e
Klebsiella spp sdo as espécles que mais se apresentam resistentes aos antimicrobianos
(Falagas et al. 20097.

Os percentuais de resisténcia observados tanto nos isolados do leite quanto da
linha de ordenha apontam para importincia da aplicacio de medidas que previnam a
disseminacio destes patogenos nas propriedades murais, considerando  suas
caracteristicas estrufurais que lhe conferem maior facilidade de deslocamento entre os
fomites presentes na propriedade.
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Quadro 1. Imciadores e ciclos empregados para amplificacio dos gemes de
identificacio das espécies de Staphylococeus spp. coamulase-positivos.

ene Espécie Primer (5°- 3"} Ciclo"
Sraph Staphylococos spp. AACTCT GIT ATT AGG GAA GAA CA 1
(756 pb) CCA CCT TCC TCC GGT TT'G TCA CC
DMAT 5. aureus ACG GAG TTA CAA AGH ACG AC
(930 ph) AGC TCA GCC TTA ACG AGT AC 1
Coa Sraplylococcus ATAGAGATGCTGGTACAGG 2
&)° coazulase-positivos GCT TCC GAT TGT TOG ATG C
nucied 5. imiermeding GCC OCT GCA ATG AGA GG 3
(431 pb) CGGACC ACTTICCGTC
g Grupo 5I1G AAA GAC AAA CTT TCA GGT AA 4
(320pb) GUATAA ACA AGC ATT GTACCG

a. L. 04°C Smun. (94°C lmun, 55°C | mm, 72°C | min) x 30 & 72°C 10mun: 2. 94°C dmun
{94°C lmin 60°C 1 min, 72°C 1 min) x 30 e 72°C Smin; 3. (95°C 50s, 42°C 2 min, 72°C 4
min) x 40 e 72°C 1 min: 4. 95°C 2min (95°C lmin, 53°C 1 min 72°C 1 min) x 30 e 72°C
Toun. b. v: frapmento variavel

Tabela 1. Caracterizacio geral das fazendas

Caracteristicas gerais das propriedades

Local” Total Vacasem Tipo de Vol de Tipo L 44
Fazenda devacas lactagio rebanbo leite didrie de mastite CMT
ordenha climica flive
A P 200 115 holandes 1700 meCEnica T,.82% B0%
B RC 52 25 Mestigo 105 meamnal 16% 66,66%
C RC 200 127 Eirolando 2000 mecanica 3,14% 68,50%
D RC 50 25 Eirolando 104 meamnal o 60, %
E RC 50 46 Eirolando 130 eamual 0% 20%

a. P: Prai, RC: Fao Claro

Tabela 2. Resultados do instrumento diagnéstico em comparagdo ac CMT detectado em
cada fazenda.
Fazendas Parimetros Satisfatorias  Insatisfatorias
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Condigtes dos animais 63 7%
A Linha de ordenha 90% 10%
(80% CMT positve) Himene passoal 40% 60%s
Condigdes dos ammais 33% TTe%
B Linha de ordenha 0 1000
(66,66% CMT positive) Higiene pessoal 8% 4%
Condighes dos animais 11% 39%
C Linha de ordenha 33% TTe%
(68,50% CMT positive) Higiene passoal 0% 4%
Condigtes dos animais 44% 6%
D Linha de ordenha 33% TT%
(60% CMT positve) Higiene pessoal 0% B0%
Condigdes dos ammais 33% TTe%
E Linha de ordenha 0 1000
10% CMT positive) Higiene pessoal 40% 0%
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Figura 1. Grifico dos percentuais de resisténcia dos Staphylococcus spp. obtidos

a partir do leite e da cadeia produtiva aos antimicrobianos testados.
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Figura 2. Grafico dos percentuais de resisténcia dos bastonetes Gram negativos
i1solados do leite e da cadeia produtiva acs antibidticos testados.

Tabela 3. Frequéncia das espécies bactenianas nas propnedades avaliadas

Amostraz
Fazendasz M .
Leite Mo Na‘;“j“ Ordenhadeira Agua"
Col. TT Col. TM
(NMP/A0mL)  (NAP100mL)
ECH
(23770) ECH
A &2 o D)
P mirabilis NEHC =2 =2
' ECP 235
(470 am 5. intarmedius
(1/5)
B - - NEC - 13 2
ECH
(52950 ECH
ECP ECH a‘g (13/18)
c (16/99) @19 ) ECP
Pmirabilis € diversus "jﬂﬂ““’)“ (3/18) o0 ]
(5/99) 618 Lot S.rubidae
Foaigaris a® (212)
(5/99)
ECH ]
- (12723) ECH ECH
ECP (53 2 33 27
(6:23)
E ECH
{11/28) ECH ECH B3 2
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ECP 27 s wn
(826)

a4 Wao houve coleta de matenal devido a recusa dos ordenhadores. b: Col. TT:
coliformes totais, Col TM: coliformes termotolerantes
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