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RESUMO

A bovinocultura leiteira possui enorme relevancia para a economia do Brasil, uma vez
que o pais € o terceiro maior produtor de leite do mundo, com uma média de 34,8
bilhdes de litros/ano, com produgdao em 98% dos municipios brasileiros, sendo
predominante em pequenas e médias propriedades e empregando cerca de 4 milhdes
de trabalhadores. A mastite em vacas leiteiras € a doenga mais importante na industria
de laticinios em todo mundo, € a maior responsavel pelo uso de antimicrobianos em
fazendas leiteiras, tanto durante o periodo de lactacdo quanto no periodo seco, para
o tratamento e prevencao da mastite. A bactéria Staphylococcus aureus é relacionada
como a causa mais frequente de mastite contagiosa em todo o mundo, sendo capaz
de colonizar a glandula mamaria de ruminantes e sobreviver por longos periodos. E
um agente patogénico que varia em termos de infecgdes e hospedeiros, o que o torna
uma ameaca a saude animal e humana, pois produz toxinas relacionadas a resisténcia
aos antimicrobianos, e a gravidade dos sintomas das infecgdes intramamarias. A
presenca de mastite nos rebanhos leiteiros propicia riscos a saude publica, visto que
o leite contaminado pode carrear tanto micro-organismos patogénicos ao homem
quanto residuos de antibidticos que comprometem a eficacia destes medicamentos
no tratamento de doengas humanas. Outra implicagao, esta relacionada a existéncia
de cepas resistentes a antimicrobianos e a capacidade da transferéncia dos genes de
resisténcia a seres humanos, a exemplo da meticilina. A resisténcia a meticilina € um
dos principais tipos de resisténcia do género Staphylococcus. Tal resisténcia esta
relacionada a transferéncia horizontal do gene mecA, que implica na resisténcia
destes microrganismos a toda a classe dos betalactamicos. Na maioria dos isolados
de Staphylococus aureus resistentes a meticilina (MRSA), a resisténcia a classe dos
beta-lactamicos é apresentada de forma peculiar e heterogénea, sendo a detecgao do
gene mecA o padrao ouro para a detecgao deste tipo de resisténcia. MRSA nao sao
comumente descritos em animais, no entanto, nos ultimos anos, ha registros do
aumento de casos de infecgdes em animais domeésticos, sugerindo que as infecgdes
mamarias por MRSA, em bovinos leiteiros, podem ser consideradas um sério
problema no campo leiteiro. Devido ao aumento nas taxas de ocorréncias, mudancas
no modelo epidemiolégico das cepas MRSA e as adversidades no tratamento das
infecgdes ocasionadas pela bactéria S. aureus, esta vem sendo colocada em
destaque dentre os micro-organismos de importancia médica e de imenso desafio a
saude publica mundial, uma vez que linhagens de MRSA sao frequentemente
identificadas como causadoras de infecgdes hospitalares, inclusive nas unidades de
terapia intensiva (UTIs). Considerando este cenario, o presente estudo tem como
objetivo detectar a presenga dos genes mecA e mecC por meio da reagdo em cadeia
da polimerase (PCR), a partir de DNA gendmico extraido de cepas de S. aureus
provenientes de amostras de leite e mao de ordenhador de diferentes propriedades
rurais localizadas na area rural de Sdo José dos Pinhais/ PR.

Palavras-chave: mastite; Staphylococcus aureus; resisténcia bacteriana; MRSA.



ABSTRACT

Dairy farming has enormous relevance for the economy of Brazil, since the country is
the third largest producer of milk in the world, with an average of 34.8 billion liters/year,
with production in 98% of Brazilian municipalities, with predominant in small and
medium properties and employing around 4 million workers. Mastitis in dairy cows is
the most important disease in the dairy industry worldwide, it is the main responsible
for the use of antimicrobials in dairy farms, both during the lactation period and in the
dry period, for the treatment and prevention of mastitis. The bacterium Staphylococcus
aureus is listed as the most frequent cause of contagious mastitis worldwide, being
able to colonize the mammary gland of ruminants and survive for long periods. It is a
pathogenic agent that varies in terms of infections and hosts, which makes it a threat
to animal and human health, as it produces toxins related to antimicrobial resistance
and the severity of symptoms of intramammary infections. The presence of mastitis in
dairy herds poses risks to public health since contaminated milk can carry both human
pathogenic microorganisms and antibiotic residues that compromise the effectiveness
of these drugs in the treatment of human diseases. Another implication is related to
the existence of antimicrobial resistant strains and the ability to transfer resistance
genes to humans, such as methicillin. Methicillin resistance is one of the main types of
resistance in the genus Staphylococcus. Such resistance is related to the horizontal
transfer of the mecA gene, which implies the resistance of these microorganisms to
the entire class of beta-lactams. In most isolates of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA), resistance to the beta-lactam class is presented in a
peculiar and heterogeneous way, with the detection of the mecA gene being the gold
standard for detecting this type of resistance. MRSA are not commonly described in
animals, however, in recent years, there are records of increased cases of infections
in domestic animals, suggesting that mammary infections by MRSA in dairy cattle can
be considered a serious problem in the dairy field. Due to the increase in occurrence
rates, changes in the epidemiological model of MRSA strains and the adversities in the
treatment of infections caused by the S. aureus bacteria, this has been highlighted
among microorganisms of medical importance and an immense challenge to public
health worldwide, since MRSA strains are frequently identified as causing nosocomial
infections, including in intensive care units (ICUs). Considering this scenario, the
present study aims to detect the presence of the mecA and mecC genes by means of
the polymerase chain reaction (PCR), from genomic DNA extracted from strains of S.
aureus from milk and hand samples. milker from different rural properties located in
the rural area of Sao José dos Pinhais/PR.

Keywords: mastitis; Staphylococcus aureus; bacterial resistance; MRSA.
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INTRODUGAO

A producédo de leite € um dos ramos mais importantes do agronegocio
brasileiro, representando o terceiro maior produtor mundial de leite, com uma
meédia de 34,8 bilhdes de litros/ano, com produgdo em 98% dos municipios
brasileiros, sendo predominante em pequenas e médias propriedades e
empregando cerca de 4 milhdes de trabalhadores (MAPA, 2023).

O volume de leite produzido em 2020 (34,8 bilhdes de litros) foi 0 segundo
maior da histéria, ficando abaixo apenas ao de 2014 (35,1 bilhdes de litros).
Comparado ao ano de 2018, a produgao nacional de leite cresceu 2,7%,
enquanto o efetivo de vacas ordenhadas (16,3 milhdes) caiu 0,5%, resultando
numa produtividade de 2.141 litros de leite/vaca/ano (IBGE, 2020).

Na pecuaria leiteira, a mastite € uma das principais enfermidades que
afeta a produtividade de vacas leiteiras, resultando em significantes perdas
econdmicas (Menezes, Milhomem e Silva, 2023), tanto para os produtores rurais
quanto para a industria de produtos lacteos, devido a redugao na quantidade e
qualidade do leite (Langoni et al., 2017), altos gastos com tratamento, descarte
do leite contendo antibiéticos utilizados no tratamento, transtornos ao produtor,
mao de obra excedente despendida pelos animais doentes e o descarte
prematuro das vacas (Campos, 2017). No entanto, nem todas as propriedades
seguem corretamente os procedimentos de higiene desde a ordenha até a
entrega do leite, tornando o produto vulneravel a contaminagao por agentes
deteriorantes e/ou patogénicos, podendo oferecer risco a saude dos
consumidores (Chiew et al., 2018). Além disso, o mercado vem exigindo
diariamente padrdes de qualidade mais rigorosos, levando os produtores de leite
a utilizacao de diferentes medicamentos antimicrobianos em seu rebanho, e tal
comportamento pode acarretar a resisténcia de patdgenos aos mais diversos
farmacos, se tornando um grave problema de saude publica (Silva, Alcantara e
Mota, 2018).

A palavra mastite, € derivada do grego “mastos”, que significa glandula
mamaria, e o sufixo “ite” representa inflamacéao (Costa, 1998). Trata-se de uma
doenga multifatorial, definida por um processo inflamatério da glandula mamaria,

ocasionada por diversos tipos de patdgenos, e apresenta a influéncia do meio
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ambiente e os fatores inerentes a cada animal (Oliveira e Medeiros, 2015).

A mastite € a maior responsavel pelo uso de antimicrobianos em fazendas
leiteiras, sendo as cefalosporinas, penicilinas e seus derivados,
aminoglicosideos, lincosamidas e macrolideos, os antimicrobianos mais
frequentemente utilizados, tanto durante o periodo de lactagdo quanto no
periodo seco, para o tratamento e preven¢do da mastite (Pereira e Scussel
2017).

No Brasil, a baixa na producao leiteira devido a mastite varia de 12 a 15%
em um unico quarto infectado, representando uma perda de 2,4 bilhdes de litros
de leite por ano (Acosta et al., 2016). Leite de animais com mastite apresentam
um baixo teor de agucares, gordura, proteinas e minerais € um maior numero de
proteinas séricas e células somaticas, reduzindo consideravelmente a qualidade
do leite e seus derivados, acarretando o comprometimento do valor nutricional
do alimento e seu aceite pelo consumidor (Melo et al., 2022).

A bactéria S. aureus é capaz de colonizar a glandula mamaria de
ruminantes e sobreviver por longos periodos (Fonseca, 2021). Possui
mecanismos de colonizacdo, invasao e evasao, que provocam danos ao tecido
do animal infectado, bem como indutores/moduladores da resposta inflamatéria
(Oliveira et al., 2018). Apresenta também a capacidade de invadir o tecido e
rapidamente se reproduzir no interior das células epiteliais da glandula mamaria
bovina ocasionando infec¢do (Cousin et al., 2018), além de produzir resultados
falso negativos nos exames bacteriolégicos, e interferir na eficacia dos
antibidticos utilizados para tratar as mastites ocasionadas por esse micro-
organismo (Beyene et al., 2017).

A presenca de mastite nos rebanhos leiteiros propicia riscos a saude
publica, visto que o leite contaminado pode carrear tanto micro-organismos
patogénicos ao homem quanto residuos de antibiéticos que comprometem a
eficacia destes medicamentos no tratamento de doengas humanas (Campos,
2017). Outra implicacao, esta relacionada a existéncia de cepas resistentes a
antimicrobianos e a capacidade da transferéncia dos genes de resisténcia a
seres humanos, a exemplo da meticilina (Silva et al., 2018).

A resisténcia a meticilina € um dos principais tipos de resisténcia do
género Staphylococcus. Tal resisténcia estd relacionada a transferéncia

horizontal do gene mecA, que implica na resisténcia destes microrganismos a
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toda a classe dos betalactamicos (Pexara, Solomakos e Govaris, 2017). Na
maioria dos isolados de Staphylococus aureus resistentes a meticilina (MRSA ou
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus), a resisténcia a classe dos beta-
lactdmicos € apresentada de forma peculiar e heterogénea, sendo a detecgao
do gene mecA o padrao ouro para a deteccdo deste tipo de resisténcia
(Paterson, Harrison, e Holmes, 2014; Becker et al., 2018).

MRSA n&o sdo comumente descritos em animais, no entanto, nos ultimos
anos, ha registros do aumento de casos de infeccées em animais domésticos
(Drougka et al., 2016; Kaspar et al., 2018), sugerindo que as infecgbes mamarias
por MRSA, em bovinos leiteiros, podem ser consideradas um sério problema no
campo leiteiro (Silva et al., 2021).

A meticilina € um antimicrobiano da classe dos betalactamicos, lancada
comercialmente no inicio da década de 60, e, apesar de nao ser um
antimicrobiano comumente utilizado no tratamento de mastites bovinas, ja houve
relatos de que o contato entre seres humanos com animais positivos para MRSA
e vice-versa, pode propiciar a transmissédo do patégeno entre as espécies (Silva
et al., 2018).

A resisténcia do S. aureus a meticilina pode ser mediada por um
determinante que transporta o gene mecA e mecC estrutural, que por sua vez,
codifica uma proteina de ligacdo a penicilina (PBP) ligada a afinidade da PBP
para beta-lactamicos (Gelatti et al., 2009). Juhasz-Kaszanyitzky et al., realizou
um estudo em 2007 com vacas que apresentavam mastite subclinica e
trabalhadores (veterinarios, ordenhadores e assistentes) de fazendas leiteiras na
Hungria, e os resultados sugeriram a transmissao horizontal de isolados de
MRSA entre seres humanos e as vacas contaminadas. A chance dessa forma
de transmissdo do patégeno surge como um fator a ser considerado na
epidemiologia das mastites causadas por MRSA que é o carater ocupacional da
infeccao. Este fato, foi corroborado pelos resultados obtidos no estudo realizado
por Wulf et al., (2008) com a participacao de 272 veterinarios de todo o mundo
em que foi identificado MRSA em 34 (12,5%) profissionais, de acordo com os
autores, os profissionais que possuem contato direto com os animais
contaminados, apresentam um alto risco de se tornarem portadores do
patogeno.

No Brasil, embora ndo se utilize a meticilina para o tratamento de infecgao
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causada por S. aureus, a expressao “meticilina-resistente” é utilizada para
denominar as cepas de S. aureus que nao respondem ao tratamento com
oxacilina, droga utilizada para tal fim no pais (Mangueira, 2016).

O isolamento de MRSA em amostras de leite e m&o do ordenhador é
realizado por meio de provas fenotipicas pelo plagueamento nos meios de
cultura seletivos como agar base acrescido de sangue ovino, agar MRSA e pelo
agar sal manitol (Borges et al., 2020). O reconhecimento fenotipico de resisténcia
a meticilina pode ser realizada por meio de testes de suscetibilidade aos
antimicrobianos oxacilina e cefoxitina (CLSI, 2018). A nivel molecular, a
resisténcia a meticilina pode ser identificada pela técnica de PCR através da
amplificagcdo dos genes mecA e mecC (Borges et al., 2020).

A resisténcia estafilococica aos antibidticos beta-lactamicos € decorrente
de dois métodos distintos: producdo da enzima extracelular beta-lactamase
codificada pelo gene blaZ e/ou pela producéao de PBP2a ou PBP2, caracterizada
por uma proteina ligante da penicilina de baixa afinidade, codificada pelo gene
mecA e seu homoélogo mecC ou mecALGA251(Lee et al., 2018).

Devido ao aumento nas taxas de ocorréncias, mudancas no modelo
epidemioldgico das cepas MRSA e as adversidades no tratamento das infecgdes
ocasionadas pela bactéria S. aureus, esta vem sendo colocada em destaque
dentre os micro-organismos de importancia meédica e de imenso desafio a saude
publica mundial (Borges et al., 2020), uma vez que linhagens de MRSA sao
frequentemente identificadas como causadoras de infecgdes hospitalares,
inclusive nas unidades de terapia intensiva (UTIs) (Siqueira et al., 2017).

Com isso, € de suma importancia a vigilancia epidemioldgica nas
fazendas leiteiras e indispensavel a realizacdo de novos estudos para
compreender a transmissao entre as espécies e 0 perigo que cada uma impde

em relagao a saude publica.
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OBJETIVO GERAL

Isolar e avaliar o perfil de resisténcia a meticilina em S. aureus obtidos de

amostras de leite e mao de ordenhador.

OBJETIVO ESPECIFICO

Detectar o gene de S. aureus e de resisténcia a meticilina com extragédo de DNA
diretamente de amostras de leite e mao dos ordenhadores.

Detectar os genes especificos de MRSA, genes mecA e mecC por meio de testes
moleculares - PCR, a partir de DNA gendmico extraido de cepas de S. aureus

provenientes de amostras de leite e mao de ordenhador.
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1. STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTENTES A METICILINA (MRSA) NO
LEITE

RESUMO: Staphylococcus spp. s&0 micro-organismos mais associados aos
casos de mastite bovina. Algumas espécies, como Staphylococcus aureus, tém
apresentado fatores de viruléncia como genes de resisténcia a antimicrobianos
com destaque para a resisténcia a meticilina que € um problema de saude Unica.
S. aureus resistente a meticilina (MRSA) é uma das causas mais graves de
infeccdo em humanos. Esta revisdo de literatura tem o objetivo de compilar
dados sobre a mastite bovina ocasionada por MRSA. Apesar da meticilina néo
ser utilizada no tratamento das mastites bovinas, ja existem relatos de casos de
infeccbes das glandulas mamarias provocadas por MRSA, e o contato direto de
seres humanos com animais portadores, bem como o leite contaminado podem
favorecer a disseminagédo do patdgeno entre as espécies, colaborando para o
aumento das taxas de infecgdo. A ocorréncia de mastite bovina ocasionada pelo
MRSA constitui um problema crescente em todo o mundo e esta associado a
varios fatores; portanto, requer uma agao ampla e coordenada para conter ou
diminuir o problema. Em uma perspectiva de saude unica, ha um consenso de
que varios o6rgdos devem trabalhar juntos para controlar o aumento da
resisténcia antimicrobiana em todo o mundo, visto que em casos de ingestao de
leite e seus derivados contaminados podem provocar a transferéncia de MRSA
para seres humanos e vice-versa. Devido a isto, novas alternativas no tratamento
de infecgdes por MRSA tanto em animais, quanto em seres humanos devem ser
desenvolvidas, bem como, € necessario um cuidado frequente quanto a
vigilancia epidemioldgica nas fazendas leiteiras.

Palavras-chaves: Staphylococcus aureus, meticilina, mastite bovina, saude

unica, resisténcia bacteriana.
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1.1 INTRODUGCAO

A mastite bovina € uma doencga inflamatéria predominante na pecuaria
leiteira, € caracterizada por ocasionar inflamagédo das glandulas mamarias,
consequentemente, redugdo da produtividade e qualidade do leite, além de
grandes perdas econémicas devido a gastos extras com antibiéticos (Ruegg,
2015). O controle e prevencao da enfermidade podem ser feitos por meio das
boas praticas de ordenha, além disso, quando a conduta terapéutica é
necessaria, a identificacdo do patégeno e o monitoramento da resisténcia aos
antimicrobianos devem ser realizados (Zigo et al., 2021; Ikhimiukor et al., 2022).

O uso indiscriminado e inadequado de antimicrobianos tem gerado a
ocorréncia de cepas resistentes, relacionadas a mutagdes, ao uso prévio de
antibidticos e a transferéncia do material genético (Manyi-Loh, 2018)
prejudicando a eficacia do tratamento e tornando-se um problema de saude
unica (Torres-Caycedo, 2018).

Diversos micro-organismos patogénicos podem provocar a inflamagao no
teto do animal, no entanto, a bactéria S. aureus é considerada o principal agente
etiologico causador da mastite bovina, ocasionando também intoxicacdo
alimentar em humanos, infec¢gdes de pele, pulmbes e corrente sanguinea
(Shoaib et al., 2021).

Uma das formas mais preocupantes de resisténcia aos antimicrobianos é
a resisténcia aos beta-lactdmicos: meticilina, oxacilina e/ou cefoxitina (Lord et
al., 2022). A meticilina € um antimicrobiano de uso exclusivo para seres humanos
que normalmente nido deve ser utilizado no tratamento da mastite clinica e
subclinica, no entanto, as cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA)
vem sendo identificadas e descritas em fazendas leiteiras (Keyvan et al., 2020;
Rodrigues et al., 2017; Silva et al., 2022), causando preocupac¢éo em termos de
saude publica, ja que sao constantemente identificadas como causadoras de
infeccdes hospitalares, inclusive nas unidades de terapia intensiva. Além disso,
0 consumo do leite contaminado bem como de seus derivados pode provocar a
transferéncia de MRSA para os seres humanos (Khairullah et al., 2020).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e a
Secretaria de Defesa Agropecuaria sdo responsaveis pela regulamentagao do

uso de antibidticos em animais. O Plano Nacional de Controle de Residuos no
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Leite (PCRL), criado em 1999 por este Ministério, possui o objetivo de
regulamentar o controle e a vigilancia dos residuos em alimentos de origem
animal, visando evitar a violagdo dos limites maximos permitidos de residuos
(LMR) e de controlar o uso de substancias proibidas (Brasil, 1999).

Nos ultimo cinco anos (2017-2021) de avaliagbes divulgadas na pagina
da internet do Ministério da Agricultura, é possivel observar que o numero médio
de amostras de leite avaliadas foi de 865 com a média de 0,80% de amostras
excedendo algum dos limites avaliados (Brasil, 2023).

A ocorréncia de mastite causada por S. aureus apresenta grande
relevancia neste contexto, uma vez que a ingestao de leite e seus derivados crus
contaminados sao capazes de desencadear a transferéncia de MRSA para os
seres humanos, e devido ao aumento no numero de casos, as mudangas no
padrao epidemiolégico das cepas de MRSA e as dificuldades no tratamento das
infeccbes causadas por essa bactéria, vem colocando o S. aureus em destaque
entre os patdgenos de notoriedade médica e de grande desafio a saude publica
mundial.

Assim, é necessaria vigilancia epidemiolégica nas fazendas leiteiras e
indispensavel a realizagao de novos estudos para compreender a transmissao
entre as espécies e o perigo que cada uma impde em relagdo a saude publica.
Considerando este cenario, essa revisao de literatura tem o objetivo de compilar
os dados sobre a mastite bovina ocasionada por S. aureus resistente a meticilina
(MRSA) no leite, no periodo de 2015 a 2022.

1.2 REVISAO DE LITERATURA
1.2.1 Staphylococcus spp.

Pertencente a familia Micrococcaceae, o género Staphylococcus é
reconhecido em testes morfotintoriais como cocos que se coram no teste de
Gram como positivos, apresentam diametro aproximado de 0,5 a 1,5um, sao
imoveis, oxidase negativos e ndo formadores de esporos. Se apresentam de
diversas formas, que vao desde isolados, aos pares, em cadeias curtas ou
agrupados irregularmente com aspecto semelhante a cacho de uva (Ferrasso,

Gonzales e Timm, 2015).
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Muitas espécies sao anaerdbias facultativas e produtoras de catalase e
mais de 30 espécies de Staphylococcus spp. ja foram descritas, sendo a maioria
delas comensal da pele e mucosas dos seres humanos e animais. Sao
encontradas também na boca, glandulas mamarias, tratos gastrointestinais,
urinario e respiratorio alto, no solo, na agua e em produtos de origem animal
como queijo, ovos, carne e leite (Silva et al., 2018).

Staphylococcus spp., sdo micro-organismos mesofilos, apresentam
crescimento entre 7 e 47,8 °C e podem produzir enterotoxinas termo resistentes
a temperaturas entre 10 e 46° C (Yilmaz Eker, 2019). O pH ideal para seu
desenvolvimento varia de 7 a 7,5, mas € possivel a multiplicagdo em alimentos
com pH variando entre 4,2 e 9,3. Se multiplicam em concentra¢des de até 15 %
de NaCl, sendo considerados como micro-organismos halofilicos (Silva et al.,
2018).

O género Staphylococcus é dividido em dois grupos: Staphylococcus
coagulase negativos, que normalmente compdem a microbiota natural dos seres
humanos e animais, e em 2020 foram reclassificadas 5 espécies de
Staphylococcus coagulase negativo sendo elas: S. sciuri, S. fleurettii, S. lentus,
S. stepanovicii, e S. vitulinus (Madhaiyan et al., 2020), e coagulase positivo que
possuem maior potencial patogénico, tendo como principal representante S.
aureus (Benkerroum, 2018). Essa classificagdo é baseada na capacidade do
micro-organismo em coagular o plasma, tornando-o um importante marcador do
fator de patogenicidade dos estafilococos (Avellar-Costa et al., 2019).

Embora encontrado com relativa frequéncia como membro da microbiota
comensal do corpo humano, o S. aureus é uma das bactérias patogénicas mais
importantes (Parlet, Brown e Horswill, 2019), uma vez que atua como agente de
uma ampla gama de infec¢des, variando desde aquelas localizadas, geralmente
superficiais, até algumas disseminadas, com elevada gravidade para grupos de
risco (Silva et al., 2018). Sua importancia clinica tem variado ao longo dos anos,
tendo crescido particularmente devido ao aumento na ocorréncia de infecgoes
hospitalares graves causadas por amostras multirresistentes, assim como MRSA
na comunidade, algo até entdo, pouco comum (Garoy et al., 2019). Além disso,
S. aureus é relacionado como a causa mais frequente de mastite contagiosa em
todo o mundo, sendo capaz de colonizar a glandula mamaria de ruminantes e

sobreviver por longos periodos (Campos et al., 2022). E um agente patogénico
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que varia em termos de infeccao e hospedeiro, o que o torna uma ameacga a
saude animal e humana (Zanella, 2016), pois produz toxinas e é capaz de resistir
ao uso de diversos antimicrobianos, levando a gravidade dos sintomas das
infeccbes intramamarias (Santos e Fonseca, 2019).

A presenca de mastite nos rebanhos leiteiros propicia riscos a saude
publica (Santos, Mendonga e Muniz, 2020), visto que o leite contaminado pode
carrear tanto micro-organismos patogénicos ao homem quanto residuos de
antibidticos que comprometem a eficacia dos medicamentos no tratamento de

doencas humanas (Campos, 2017).

1.2.2 Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (MRSA)

S. aureus resistente a meticilina (MRSA) é uma das principais causas de
infeccdo em seres humanos (Ferreira e Velloso, 2021). Historicamente, a
resisténcia ao S. aureus surgiu dois anos apds a introducdo da penicilina
(Lakhundi e Zhang, 2018). Em 1942, foi detectada a primeira cepa de S. aureus
resistente a penicilina e o antibidtico semissintético meticilina foi entdo
desenvolvido no final da década de 1950, e o S. aureus resistente a meticilina
(MRSA) foi clinicamente identificado em 1960 (Lakhundi e Zhang, 2018).

As cepas de S. aureus epidémicas resistentes a penicilina foram seguidas
pelas chamadas cepas de MRSA “arcaicas” encontradas pela primeira vez no
Reino Unido. Esta epidemia foi inicialmente amplamente restrita a Europa. No
entanto, a partir da década de 1980, surgiram novas linhagens (Chambers e
Deleo, 2009). No ano de 1980, os relatos de MRSA consistiam apenas casos
isolados, no entanto, a partir de 1982 cepas epidémicas foram relatadas como
multirresistentes, com a capacidade de colonizar e ocasionar surtos de infec¢oes
no mundo todo, tornando-se uma causa de alta morbimortalidade (Macedo et al.,
2016).

A meticilina € um antimicrobiano pertencente ao grupo betalactamico,
comercializada no inicio da década de 60 (Larsen, Raisen e Ba, 2022). Por volta
de um ano apds o inicio de sua comercializagao, ocorreu a identificagao do
primeiro isolado clinico de MRSA em seres humanos (Silva et al., 2018). A partir
de entéao, a identificacdo de amostras de MRSA passou a ser frequentemente
relatada (Larsen, Raisen e Ba, 2022).

O termo MRSA é utilizado para designar as linhagens de S. aureus que
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nao respondem ao tratamento com antibiéticos betalactdmicos (Silva et al.,
2018). A resisténcia gerada pelo Staphylococcus spp. em relagdo aos
betalactamicos € provocada por dois mecanismos distintos. Um deles é mediado
pela enzima B-lactamase, uma enzima extracelular codificada pelo gene blaZ,
que age causando a hidrdlise do anel B-lactdmico e, por consequéncia, sua
inativagao (Bush, 2018; Cuevas et al., 2022).

A enzima betalacmatase € codificada pelo gene blaZ, por meio de
plasmideos ou cromossomos, que produzem uma penicinilase apds exposicao
do Staphylococcus spp. aos antimicrobianos betalactamicos (Silva et al., 2018).
Depois de sua expresséo, a enzima betalactamase inativa o antimicrobiano por
meio da separacao do anel betalactamico. A capacidade hidrolitica da enzima
betalactamase depende de fatores como a sua localizagao, cinética, quantidade
e condigdes fisico-quimicas (Dias, Pinheiro e Alves, 2015).

A outra forma de resisténcia € pela diminui¢cao da afinidade para proteinas
ligadoras de penicilina (PBPs) por meio do produto do gene mecA (Leclercq et
al., 2001), cujo mecanismo de resisténcia se da pela alteracdo do sitio de agéo
dos B-lactamicos. Dentre os antimicrobianos em questao, a meticilina é a forma
de resisténcia mais preocupante, visto que S. aureus resistente a meticilina -
MRSA se tornou uma das cepas multirresistentes nas infec¢coes hospitalares,
sendo de grande preocupagao na saude publica (Rocha e Santos, 2020). A
resisténcia provocada pelo Staphylococcus spp. se caracteriza como cepas que
possuem o gene mecA ou que demonstram uma concentragao inibitéria minima
(CIM) a oxacilina maior do que 4 mg/L (XU et al., 2018). No entanto, alguns
isolados clinicos sdo mecA-positivos e susceptiveis a oxacilina. A alteragao que
ocorre no sitio de acdo dos betalactamicos € um mecanismo de resisténcia
mediado pelos Staphylococcus Cassete Cromossomo (SCCmec), que sao
elementos genéticos méveis. Esse é o mecanismo de resisténcia observado nas
amostras de MRSA (Santos, 2018).

Os betalactamicos agem por meio da ligagao com as proteinas de ligacao
a penicilina (PBP), o que resulta na destruicdo das células bacterianas. O
SCCmec contém o gene mecA que codifica uma PBP semelhante a
PBP2a/PBP2’ que possui uma reducdo na sua afinidade aos betalactamicos, o
que permite que os Staphylococcus spp. conservem sua biossintese até em

concentragdes consideradas inibitérias desses antimicrobianos (Silva et al.,
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2018).

Devido ao aumento nas taxas de ocorréncias de resisténcia aos
antimicrobianos, as mudangas no padréo epidemiologico das cepas MRSA e as
dificuldades no tratamento das infecgdes causadas por essa bactéria, tém
colocado a mesma em destaque dentre os micro-organismos de notoriedade
médica e de desafio a saude publica mundial (Borges et al., 2020), uma vez que
linhagens de MRSA produzem inumeras toxinas relacionadas a intoxicagao
alimentar em humanos e infecgdes hospitalares graves (Siqueira et al., 2017).

No ano de 2009, Garcia-Alvarez realizou um estudo a respeito da
epidemiologia da mastite bovina na Inglaterra e identificou, em amostras de leite
de tanques, uma cepa de S. aureus que possuia caracteristicas fenotipicas de
MRSA. Essa cepa foi identificada como S. aureus LGA251 e embora
apresentasse o perfil fenotipico, foi negativa para o gene mecA pela técnica de
PCR (Borges et al.,, 2020). Em seguida, essa cepa foi sequenciada e os
resultados do sequenciamento de genoma mostraram que ela possuia um gene
homdlogo (aproximadamente 69% de identidade) ao mecA, e com isso recebeu
a denominacao de mecALGAZ251 (Silva et al., 2018). No entanto, em 2012 o
mecALGA251 foi renomeado para mecC, uma vez que apresentava menos de
90% de homologia com o mecA (Borges et al., 2020).

Cepas de MRSA ja foram identificadas em amostras de mastite bovina em
diversas partes do mundo como na Gra-Bretanha, Coréia do Sul e Alemanha
(Silva et al., 2018). No Brasil, sdo escassos os estudos que identificam casos de
mastite causados por MRSA, o que destaca a importancia da necessidade de se
realizar novos estudos que venham contribuir para a epidemiologia da infecgao
por esse patdgeno no pais (Santos, Mendonga e Muniz, 2020), a fim de alertar
as autoridades de saude publica e da agropecuaria sobre a necessidade de

adocédo de medidas de controle (Goudarzi et al., 2020).

1.2.3 Staphylococcus spp. resistentes a meticilina em casos de mastite

bovina: Aspectos epidemioldgicos e clinicos

S. aureus na saude publica, destaca-se como o patdégeno mais
importante, de maior ocorréncia nos rebanhos mundiais (Tabela 1). E de dificil
tratamento, devido a sua elevada resisténcia a maioria das classes de

antimicrobianos, tais como, penicilinas, macrolideos, aminoglicosideos,
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cloranfenicol e tetraciclina, tornando o tratamento e o controle das infeccbes
estafilococicas altamente dificil (Kapoor, Saigal e Elongavan, 2017).

O primeiro relato da infecgdo de MRSA em animais domeésticos surgiu no
ano de 1972, na Bélgica, e consistia em casos de mastite em vacas leiteiras
(Silva et al., 2018). Apods este relato, eventualmente, sdo evidenciados casos de
mastite causadas por esse agente (Sa et al., 2018). A dispersdo de MRSA na
pecuaria leiteira, principalmente da espécie S. aureus levou a criacao do termo
LA-MRSA (livestock-associated), traduzido como MRSA ligado ao ambiente
pecuario (Barberato-Filho et al., 2020).

Apesar da meticilina ser um antimicrobiano de uso humano exclusivo,
cepas de MRSA tém sido identificadas em fazendas leiteiras. A transmisséo
horizontal de MRSA entre bovinos leiteiros e trabalhadores das fazendas ja foi
relatada, sugerindo que o contato entre seres humanos e animais e vice-versa
pode favorecer a transmissao de tais cepas (Sa et al., 2018). A transmissao
horizontal do patdégeno deve ser considerada na epidemiologia das mastites
causadas por MRSA, conforme os resultados obtidos no estudo de Wulf et al.
(2008), onde foram coletadas amostras das narinas e garganta de 272
veterinarios de todo o mundo, e foram identificadas cepas de MRSA em 34
(12,5%) dos profissionais. De acordo com os autores do estudo, os profissionais
que mantém contato direto com animais possuem um potencial risco de se tornar
carreador do patdgeno entre seres humanos e animais.

E sabido que o MRSA sobrevive por meses no ambiente, desde que
encontrem condigdes favoraveis a sua manutengdo, como umidade e
temperatura (Silva et al., 2018). Lim et al. (2013) realizaram um estudo onde
cepas de MRSA de teteiras, piso, cercas de protecao e do sistema de ventilagao
foram isoladas em fazendas leiteiras na Coréia. De acordo com os autores, 0s
resultados salientaram a necessidade da adog¢ao de medidas preventivas quanto
a transmissdo de MRSA entre humanos, animais e ambiente das fazendas.

A mastite causada por MRSA apresenta curso clinico similar ao
provocado por outros Staphylococcus spp. que se caracterizam pela forma
subclinica da infecgdo, com elevacdo na quantidade de células somaticas
(>200.000 ceéls/mL). No entanto, ha relatos de que a manifestacdo clinica da

doenga causada pelo MRSA nos animais, manifestam um quadro agudo da
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infeccdo, sendo observadas alteragcbes macroscopicas no leite, no tecido

mamario e alteragdes sistémicas no animal (Silva et al., 2018).
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Amostras Positivas Pais Autor
Leite de vacas em lactagao Brasil Krewer et al. (2015)
Leite de vacas com mastite Iran Jamali et al. (2015)
clinica
Leite de vacas com mastite China Li et al. (2015)
clinica
Leite de vacas com mastite Italia Luini et al. (2015)
clinica
Leite cru de diferentes rebanhos ltalia Riva et al. (2015)
leiteiros
Leite cru de vacas sadias Polbnia Rola et al. (2015)
Leite de vacas com mastite Estados Ruegg et al. (2015)
clinica .

Unidos
Leite de vacas com mastite Brasil Oliveira et al. (2016)
clinica
Leite de vacas com mastite Coréia Song et al. (2016)
clinica
Leite de tanque a granel Italia Cortimiglia et al. (2016)
Leite de tanque a granel Italia Locatelli et al. (2016)
Leite de tanque a granel Italia Parisi et al. (2016)
Leite de vacas com mastite Japéao Hata (2016)
clinica )
Leite de vacas e cabras com India Bhattacharyya et al. (2016)
mastite clinica e subclinica
Leite de vacas com mastite Turquia Aslantas e Demir (2016)
subclinica
Leite cru de vacas sadias China Bao et al. (2016)
Leite de mastite clinica e Ird Ahangari et al. (2017)
subclinica
Leite de tanque a granel Italia Locatelli et al. (2017)
Leite de vacas com mastite China Dan et al. (2018)
clinica
Leite de vacas com mastite Europa Jong et al. (2018)
clinica aguda
Leite de vacas com mastite Etiopia Mekonnen et al. (2018)
clinica
Leite de vacas com mastite China Qu et al. (2018)
clinica
Leite de tanques a granel Dinamarca Ronco et al. (2018)
Leite cru de vacas sadias india Shrivastava et al. (2018)
Leite de tanques a granel Jordania Obaidat et al. (2018)
Leite de tanques a granel Grécia Papadopoulos et al. (2018)

Produtos lacteos



Leite de tanques a granel
Leite de vacas em lactagao

Leite de vacas com mastite

clinica

Leite de vacas com mastite

clinica

Leite de vacas com mastite

subclinica

Leite de vacas com mastite

clinica

Leite de vacas com mastite

subclinica

Leite cru de vacas sadias

Leite de vacas com mastite

subclinica

Leite de vacas sadias

Alemanha
Italia
Brasil
Argentina
Brasil
Alemanha
Italia
Estados
Unidos
Africa
Brasil
Brasil

Brasil

Estados
Unidos

Ameérica
do Sul

América
do Norte
América

Latina

Brasil

Brasil
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Tenhagen et al. (2018)
Magro et al. (2018)
Dorneles et al. (2019)

Monistero et al. (2019)

Rossi et al. (2019)
Borges et al. (2020)
Borges et al. (2020)

Barberato-Filho et al. (2020)

Souza et al. (2020)

Valmorbida (2020)

Tabela 1: Achados de positividade de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA)

no leite no periodo de 2015 a 2020.

1.2.4 Técnicas de diagnostico da mastite causada por MRSA

Na mastite provocada pelo MRSA existe o predominio de casos

subclinicos. Devido a isso, é utilizada a contagem eletronica de células

somaticas (CCS) no leite como técnica de triagem com posterior isolamento e/ou
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identificacdo do patégeno. Amostras de leite com CCS superior a 200.000
células/mL podem ser submetidas a pesquisa de MRSA (Sales, 2019).

Para o isolamento de S.aureus as amostras de leite podem ser
plaqueadas em diversos meios de cultura como o agar base acrescido de sangue
ovino, o agar MRSA (seletivo para S. aureus resistente a meticilina) e agar Muller
Hinton (Silva et al., 2018). As condi¢cbes de crescimento sdo praticamente as
mesmas nos meios de cultura descritos: incubacdo na faixa de 35-37°C por
24/48 horas, sob aerobiose. Antes do plaqueamento pode ser realizado um pré-
enriquecimento em meios liquidos como caldo Muller Hinton contendo 6,5% de
NaCl e/ou caldo triptona de soja contendo cefoxitina (3,5mg/L) (Chandrasekaran
et al., 2014b; Vishnupriya et al., 2014). Apds o crescimento das colbnias sao
realizadas provas bioquimicas como teste da catalase, coagulase e fermentacao
da glicose para identificagdo das espécies de estafilococos (Silva et al., 2018).

As provas fenotipicas de resisténcia a meticilina podem ser realizadas por
meio dos testes de suscetibilidade aos antimicrobianos e concentragao inibitoria
minima (CIM), sendo a cefoxitina e/ou oxacilina a droga de escolha (CLSI, 2017).

Molecularmente, é possivel realizar a identificagdo do MRSA pela Reacgao
em Cadeia de Polimerase (PCR) através da amplificacdo dos genes mecA e
mecC. Atualmente o PCR é a técnica mais utilizada para identificagcdo de MRSA,
pois como baseia-se na amplificagdo de DNA gera resultados confiaveis,
diminuindo o risco da identificac&o de falsos negativos (Ferreira e Veloso, 2021),
tendo como problema o fato de o material genético poder ndo ser expresso.

Outro método de deteccao de MRSA ¢ a identificacdo da proteina PBP2a,
codificada pelos genes de resisténcia a meticilina. A proteina PBP2a é extraida
de uma suspensao de coldnias e particulas de latex revestidas com anticorpos
monoclonais anti-PBP2a e sdo adicionadas para a extracdo. A presenca de
PBP2a provoca a aglutinagéo parcial das particulas. A adigao de penicilina pode
induzir a producao de PBP2a, resultando em uma reacao mais forte (Ferreira e
Veloso, 2021).

Outras técnicas utilizadas para rastrear a origem e analisar a correlagao
genética das amostras MRSA (Silva et al., 2018) sdo a Pulsed-Field Gel
Electrophoresis (PFGE) e a Multi-Locus Sequence Typing (MLST).
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1.2.5 Controle e prevengao

Para que a doenca nao se instale ou propague pelo rebanho leiteiro, um
bom programa de prevengao e controle da mastite deve ser estabelecido com o
objetivo de limitar a incidéncia/prevaléncia das infecgdes (Langoni et al., 2017).
As medidas de controle da mastite causada pelo MRSA consistem em uma
ampla gama de atividades como: tratamento da doencga (forma clinica ou
subclinica), terapia da vaca seca, a prevengao da transmissao da infecgao (de
vaca para vaca ou por meio do ambiente) e melhoria do sistema imunolégico
(Cheng e Han, 2020). O controle devera ser baseado nos seguintes aspectos
fundamentais: quanto a fonte de infeccao, ao seu diagnéstico, tratamento ou
descarte; em relagao ao animal susceptivel, nutricdo, selecdo de animais mais
resistentes e higiene de ordenha; quanto as vias de transmissao: higiene de
ordenha; a conscientizacdo do problema aos produtores e educagao sanitaria
dos tratadores (Silva et al., 2018).

Por se tratar de uma mastite bacteriana, a antibioticoterapia € o tratamento
de escolha e, como o MRSA possui uma resisténcia a quase todos os
betalactamicos, o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos indica quais
antimicrobianos podem ou nao ser utilizados (Silva et al., 2022). No tratamento
das infecgbes ocasionadas por MRSA no ambiente hospitalar, a droga de
escolha & a vancomicina, embora ja tenha sido identificado cepas de S. aureus
resistentes a esse antimicrobiano (Cunha e Baiense, 2023).

Em casos de animais que apresentam infecgdes crénicas e/ou
recorrentes, devem ser descartados, pois eles podem ser uma importante fonte
de transmissao do patdgeno para o rebanho (Silva et al., 2018). Também deve-
se levar em consideragao o carater epidemiolégico da mastite bovina, pois o ser
humano (ordenhador, veterinario, entre outros), pode ser o carreador da infecgao
para as vacas, devido ao seu contato direto com os animais (Langoni et al.,
2017).

1.3 CONSIDERAGOES FINAIS

No periodo estudado foram encontradas cepas de S. aureus resistentes
a meticilina (MRSA) no leite em diversas regides do mundo e em diferentes
sistemas produtivos, o que demonstra que o trabalho de prevencdo desses

agentes necessita de atengcdo urgente das autoridades de saude. A
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conscientizagdo dos produtores € de extrema importancia para reduzir os
impactos causados por esta doencga, pois, a partir do conhecimento, medidas
poderao ser tomadas no intuito de prevenir e controlar a enfermidade nos
rebanhos e consequentemente produzir um produto de qualidade, evitando que

este cause problemas a saude do consumidor.
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2. STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTENTES A ANTIBIOTICOS NO
MANEJO FAMILIAR DE PRODUGAO LEITEIRA

RESUMO: As cepas de Staphylococcus aureus sao heterogéneas: seus
diferentes padrdes de resisténcia e viruléncia, associados a fatores no nivel do
hospedeiro e a fatores de tratamento, estdo relacionados a gravidade da
infecgao e, além disso, a sua capacidade de produzir amplas variedades de
enterotoxinas estaveis ao calor. E um patégeno extraordinariamente versatil, de
origem alimentar que sempre evoluiu, responsavel por intoxicagdes alimentares
estafilocdcicas, infeccdes hospitalares e comunitarias, bem como pela sindrome
do choque toxico. Por esta razdo, o presente estudo teve como objetivo isolar e
identificar cepas de S. aureus resistentes a antibiéticos no leite, nas maos e na
linha de ordenha em pequenos sistemas de produgdo em uma abordagem de
saude unica. Um total de 122 amostras, incluindo agua e esgoto (quando
disponivel), leite cru de tanques a granel, swabs de maos de ordenhadores,
uberes de vacas, equipamentos de ordenha e utensilios, foram coletadas de 12
propriedades familiares leiteiras da regido metropolitana de Curitiba, PR, Brasil.
Todas as amostras foram cultivadas em Agar Baird Parker enriquecido com
emulsdo de gema de ovo. A determinacédo da resisténcia genotipica de S. aureus
foi realizada pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificagéo
dos genes blaZ, mecA, mecC, vanA e tetK, assim como a resisténcia fenotipica
foi realizada pelo teste de difusdo em disco Kirby-Bauer para 10 antibidticos:
(ciprofloxacina, clindamicina, cloranfenicol, eritromicina, estreptomicina,
gentamicina, oxacilina, penicilina, tetraciclina e vancomicina). Os testes
microbiolégicos revelaram que de um total de 122 amostras avaliadas, 23
apresentaram contagens de Staphylococcus coagulase-positivas,
predominantemente em amostras de leite (10/12), seguidas de maos (5/24),
Uberes (4/24), aguas residuais (2/2), equipamentos (1/24) e peneira (1/24).
Todas as amostras de agua apresentaram <100 UFC/ml para o microrganismo.
Dentre os isolados selecionados, 53 (95,0%) foram identificados como S. aureus.
Cepas multirresistentes foram observadas em trés fazendas. Cinco isolados
foram positivos para vanA nas maos e no leite, assim como um isolado de leite

mecC-positivo também testou positivo para vanA. Fenotipicamente observou-se
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resisténcia a penicilina 9 (22%), oxacilina 5 (12%), clindamicina 3 (7%),
eritromicina 2 (5%), estreptomicina 2 (5%), gentamicina 2 (5%) tetraciclina 1 (2
%) e vancomicina 5 (12%); nenhum isolado apresentou resisténcia a
ciprofloxacina e ao cloranfenicol. Considerando os resultados, chamamos a
atencao para a necessidade de programas de vigilancia, considerando sua
presenca e evolucao clonal e o potencial de transmissdo zoondética de vanA e
mecC-positivos. Além disso, é crucial destacar a necessidade de mais estudos
sobre epidemiologia e rastreabilidade do patdégeno.

Palavras-chave: blaZ; mecC; vanA.

2.1INTRODUGAO

S. aureus é uma bactéria gram-positiva, comumente encontrada no trato
respiratorio e na pele de humanos e animais. Pode causar uma variedade de
infeccbes, desde infecgbes de pele até infecgdes graves, como pneumonia,
meningite e sepse (Pollitt et al., 2018). Além disso, € uma das principais causas
de intoxicagbes alimentares transmitidas por alimentos, principalmente em
laticinios (Mourenza et al., 2021).

Os produtos lacteos sédo produtos alimentares altamente nutritivos que
podem ser contaminados por uma variedade de microrganismos, incluindo S.
aureus. O manejo inadequado dos animais, a ma higiene dos utensilios e
equipamentos de producdo e a falta de medidas preventivas podem contribuir
para a presencga e disseminacao do S. aureus em produtos lacteos (Fazoli et al.,
2023). Além disso, a resisténcia aos antibiéticos € um problema crescente do S.
aureus, o que pode limitar a eficacia dos tratamentos e aumentar o risco de
infeccdes graves (Guo et al., 2020).

A resisténcia aos antibidticos em S. aureus pode ser causada por uma
variedade de mecanismos, incluindo a produgdo de enzimas que inativam os
antibidticos, alterando os seus alvos ou reduzindo a permeabilidade da
membrana celular para impedir a entrada dos antibidticos (Zhang e Cheng,
2022). A selecéo e o uso inadequado de antibidticos em animais e humanos
também podem contribuir para o aumento da resisténcia de S. aureus aos
antibidticos (Pokharel, Shrestha e Adhikari, 2020).
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O uso clinico de meticilina levou ao aparecimento de S. aureus resistentes
a meticilina (MRSA). As ultimas décadas testemunharam a existéncia de novos
clones de MRSA. Ao contrario do MRSA tradicional que reside em hospitais, os
novos clones podem invadir ambientes comunitarios e infectar pessoas que
apresentam fatores de risco (Lakhundi e Zhang, 2018).

A prevaléncia de MRSA e a sua resisténcia a uma extensa gama de
antimicrobianos estdo aumentando e causando preocupacdes a nivel mundial
(Obaidat et al., 2018). Nos ultimos tempos, os cientistas relataram um aumento
na prevaléncia do gene mecA que carrega resisténcia a multiplos antibioticos (Al-
Ashmawy et al., 2016).

A transmissao de cepas de S. aureus relacionadas ao leite entre vacas e
humanos foi sugerida por Keyvan et al., 2020, cujo estudo mostrou MRSA em
amostras de leite com antibiéticos comparaveis aos de humanos, mas a
transferéncia para humanos nao foi comprovada.

A mastite pode ser originada por cepas de MRSA humano ou bovino ja
presentes em pequeno numero e selecionadas pelo uso constante de
antimicrobianos de longa acgado, principalmente B-lactdmicos. S. aureus
normalmente apresenta especificidade de hospedeiro limitada e pode ocorrer
transferéncia entre diferentes espécies hospedeiras (Crespo-Piazuelo e Lawlor,
2021).

Além disso, a falta de assisténcia técnica para a produg¢ao nas pequenas
propriedades leiteiras gera um desafio que pode levar a falhas nas medidas de
gestdo e controle dos animais. Frequentemente, os agricultores tratam os
animais sem conhecimento da susceptibilidade a resisténcia antimicrobiana,
estas praticas influenciam a transmissdo e resisténcia dos patdégenos,
transmitindo um cenario epidemiolégico diferente das propriedades leiteiras com
producdo em grande escala (Argudin et al., 2017).

Devido a relacdo animal-humano-animal, considerando o risco de
transferéncia genética em uma abordagem de saude unica, o objetivo deste
estudo foi avaliar o perfil de resisténcia de cepas de S. aureus no leite, ambiente
de ordenha e ordenhadores da regido metropolitana de Curitiba, PR, Brasil e o

perfil das cepas circulantes na vizinhanga, pessoa e animais.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Aprovagao ética

Todo o procedimento experimental seguiu os principios éticos adotados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais e Humanos da Universidade Federal do
Parana, licenga numero 034/2017 e 2327763 respectivamente.

2.2.2 Area de estudo

O estudo foi realizado em propriedades familiares leiteiras de Sao José dos
Pinhais, regido metropolitana de Curitiba, PR, Brasil. Esta ndo € uma regiao
tradicional de producao de leite no Estado e foi escolhida, considerando os
habitos de autoconsumo de produtos lacteos. Apds conversa com o proprietario
da fazenda e a explicagao dos objetivos e a natureza voluntaria do estudo, foi
realizada a visita nas propriedades. Foi garantido aos proprietarios que o estudo
se destinava apenas a fins de investigagao e que quaisquer dados sobre a sua
propriedade estariam disponiveis mediante pedido, gratuitamente. O
consentimento para a coleta das amostras foi obtido do proprietario de cada

fazenda antes do inicio do estudo.

2.2.3. Coleta de amostras

Foram estudadas 12 propriedades leiteiras no periodo de maio de 2017 a
setembro de 2018. O volume de leite produzido por essas propriedades variou
de 20 a 800 litros/dia. Todas as fazendas possuiam estrutura familiar com
autogestao e todas as amostras de leite foram coletadas antes da ordenha.

Foram realizados testes microbiologicos de um total de 122 amostras
testadas. As amostras coletadas foram agua (n = 12), leite cru de tanque a granel
(n = 12) onde foram acondicionados em sacos plasticos estéreis (Labplas Inc.,
Sainte-Julie, QC, Canada). Swabs das maos dos ordenhadores (n = 24 de 12
pessoas), tetos (n =24 de 12 vacas), equipamentos de ordenha (telas de ordenha
e tanque de armazenamento, n = 24) e utensilios (baldes, latas e/ou peneiras, n

= 24) utilizando swabs estéreis contendo NaCl 0,85%, M/v. Agua residual de
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baldes e latas (n = 2) quando encontrado no entorno da propriedade. Apds a
coleta, os materiais biolégicos foram mantidos sob refrigeragao por periodo néo
superior a 24 horas e encaminhados ao Laboratério de Controle de Qualidade e
Seguranga Alimentar (LACQSA) da Universidade Federal do Parana para

processamento e realizagao de técnicas de diagndstico.

2.2.4. Isolamento bacteriano

O isolamento bacteriano de Staphylococcus spp. coagulase-positiva.
(SCP), foi realizado em agar Baird Parker (Difco Laboratories Inc., Detroit, EUA)
enriquecido com emulsdo de gema de ovo (HiMedia, Mumbai, india) e incubado
aerobiamente a 37°C (£1°C) com leituras apds 24 e 48 horas para identificar a
morfologia da colénia. Trés a cinco colbnias tipicas e atipicas foram amostradas
aleatoriamente para o teste de coagulase (Lancette e Bennett, 2001).

As cepas isoladas de SCP (n = 85) foram testadas para testes de catalase,
deformacédo de Gram, DNAse e fermentacédo de maltose. Cocos Gram-positivos
com resultados positivos nos testes de catalase e coagulase que apresentaram
producao de acetoina (teste de Voges-Proskauer) foram caracterizados como S.

aureus.

2.2.5 Extragao de DNA e confirmagao de S. aureus

Aliquotas das culturas dos isolados selecionados foram submetidas a
extracdo de DNA (Ahmed et al., 2014). As cepas caracteristicas foram
confirmadas como S. aureus pelo teste do gene femA obtido por desnaturacéo
inicial a 95°C por 5 min, seguida por 35 ciclos de 95°C por 30 s, 53°C por 30 s e
72°C por 30 s. Extensao final a 72°C por 5 min (Dias et al., 2011).

Além disso, os isolados confirmados como S. aureus foram submetidos a
PCR para deteccao de femB (desnaturacéo inicial a 95°C por 5 min, seguida de
35 ciclos de 95°C por 30 s, 53°C por 30 s e 72°C por 150 s. Extensao final a
72°C por 5 min (Kobayashi et al., 2010) mod.

Posteriormente, a pesquisa investigou o perfil genético associado a
resisténcia a antibidticos considerando mecA, aplicando desnaturagao inicial a

95°C por 5 min, conforme descrito por Lee (2003) mod., seguida de 40 ciclos de
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95°C por 30 s, 52° C por 30 segundos e 72°C por 60 segundos, com extensao

final a 72°C por 10 min. Além disso, foram investigados mecC, vanA, blaZ e tetK.

As etapas do PCR foram as mesmas que as realizadas para femA. A Tabela 2

descreve as sequéncias de primers, condigdes de reagdo e tamanhos de

produtos de PCR relevantes para interpretacdo de dados. S. aureus ATCC

11229 serviu como controle positivo para femA e mecA.

Controles positivos para todos os genes foram fornecidos pelo LDIC,

DMV, UFRPE e utilizados para confirmar a precisdo do método de PCR.

Gene Sequéncia de primers (5’-3’)

Pares

de base Referéncias

(PB)
femA F: AMMAAAGCACATAACAAGCG 132 Dias et al,, 2011
R: GATAAAGAAGAAACCAGCAG (mod.)
femB F: TTACAGAGTTAACTGTTACC 651 Kobayashi et al.,
R: ATACAAATCCAGCACGCTCT 2010 (mod.)
mecA F:AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC 533 Lee, 2003 (mod.)
R:AAAATCGATGGTAAAGGTTTG
GC
meC F:GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCCT 138 Vesterholm-
C Nielsen et al., 1999
R:GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC
blaZ F: AGAGATTTGCCTATGCTTC 516 Vesterholm-
R: CTTGACCACCTTTTATCAGC Nielsen et al., 1999
vanA F:ATGGCAAGTCAGGTGAAATGG 399 Woodford et al.,

R:TCCACCTCGCCAACAACTAACG

1986 (mod.)

Tabela 2: Sequéncias de primers para PCR e seus respectivos tamanhos de

amplicons em pares de bases (pb) e referéncias.
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2.2.6 Teste de suscetibilidade antimicrobiana

Dentre os isolados de S. aureus que apresentaram diferentes genes de
resisténcia por PCR, foram submetidos ao antibiograma, seguindo o método de
difusdo em disco Kirby-Bauer (CLSI, 2017).

As aliquotas selecionadas foram estriadas em agar BHI (Oxoid Ltd.,
Basingstoke, Inglaterra) de acordo com as diretrizes do Instituto de Padrdes
Clinicos e Laboratoriais (2017), incubadas a 37°C por 24 horas, e as colbnias
isoladas suspenderam NaCl 0,85% (m/v) até obter uma suspensao com turbidez
semelhante a escala de McFarland 0,5, o que corresponde a aproximadamente
1,5 x 108 UFC/mL. As suspensbes dos isolados foram entdo distribuidas
uniformemente na superficie do agar Mueller Hinton (Kasvi, Sdo José dos
Pinhais, Brasil) e, apds secagem, foram avaliadas quanto a resisténcia a 10
antibioticos: ciprofloxacina, clindamicina, cloranfenicol, eritromicina,
estreptomicina, gentamicina, oxacilina, penicilina, tetraciclina e vancomicina.

Apoés incubagdo a 37°C por 24 horas, os halos de inibicdo (quando
presentes) foram medidos com paquimetro, e os isolados classificados como

resistentes ou sensiveis aos antibidticos avaliados (CLSI, 2017).

2.2.7 Genotipagem REP-PCR

A reacao de amplificagéo para REP-PCR foi realizada conforme protocolo,
com modificagdes. O DNA gendmico foi extraido pelo método Fenol: Cloroférmio:
Alcool isoamilico (Sambrook et al., 1989) com modificagbes. A reacdo de
amplificagdo para REP-PCR foi realizada conforme protocolo descrito por Van
Der Zee et al. (1999), com modificagdes. As reacdes continham um volume total
de 25 L, contendo tampao (1X), MgCI2 (3 mM), dNTPs (200 uM de cada), primer
RW3A (5'-TCG CTC AAA ACA ACG ACACC-3') (1 pmol), Tag DNA polimerase
(1U), agua ultrapura e 100ng de DNA gendmico alvo. A mistura reacional foi
incubada em um termociclador (TPersonalThermocycler, Biometra®, Alemanha)
sob as seguintes condigdes de ciclo: desnaturagao inicial a 94°C por 3 minutos,

seguida por 30 ciclos de amplificacdo (desnaturagcdo a 94°C por 1 minuto,



53

recozimento a 50 °C por 1 minuto e polimerizagdo a 72°C por 2 minutos) e
extenséo final a 72°C por 5 minutos.

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% em tampao TAE 1X a uma voltagem constante de 400 V/cm e
corados com brometo de etidio (0,5 pg/ml). O tamanho dos fragmentos foi
visualizado utilizando um transiluminador UV (Carestream Molecular Imaging
Software - Versao 5.0, ©Carestream Health, Inc, EUA) e esses fragmentos foram
comparados com um padrao de peso molecular de 100 pb (Ludwig Biotec,
Brasil). Como controle positivo, foi utilizada a cepa padréo S. aureus USA 400.

O dendrograma foi construido pelo método de grupos de pares nao
ponderados com algoritmo de agrupamento de média aritmética (UPGMA) e a
similaridade genética entre os isolados foi calculada através do coeficiente de
Jaccard (tolerancia de 1%), utilizando o software BioNumerics® (versao 7.1,

AppliedMaths, Bélgica).

2.3 RESULTADOS

As propriedades estudadas possuiam uma produgao de 20 a 260 litros de
leite por dia e uma produtividade das vacas de 2 a 30 L/dia, além disso duas
delas afirmaram n&o respeitar o periodo de caréncia para enviar o leite para a
industria (Tabela 3).

Producaol/leite/dia Producao Respeita o periodo
Fazenda
(L) vacas (L) de caréncia
1 155 16 S
2 200 20 NI
3 70 7 S
4 200 14 S
5 260 17 S
6 160 30 NI
7 150 10 N
8 60 12 S
9 180 10 N
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10 800 22 S
11 50 2 S
12 20 5 NI

Tabela 3: Produgado de leite/dia e produtividade de vacas em amostras das
propriedades de producao leiteira de Sao José dos Pinhais-PR, Brasil.
*S: Sim; N: N&o; NI: N&o informou.

De um total de 122 amostras analisadas, 23 apresentaram contagens de
Staphylococcus coagulase-positivas, predominantemente nas amostras de leite
(10/12), seguidas de maos (5/24), uberes (4/24), agua residual (2/2),
equipamentos (1/24) e peneira (1/24). Todas as amostras de agua apresentaram
<100 UFC/ml para o microrganismo (Tabela 4).

Um total de 85 colbnias obtidas foram analisadas por meio de testes
fenotipicos e genotipicos para identificagao preliminar de S. aureus, sendo que
56 isolados foram compativeis com a espécie. 53 isolados apresentaram o gene
femA, confirmando a presenca de S. aureus, bem como 45 (85%) deles
apresentaram femB (Tabela 5).

Os isolados apresentaram sensibilidade fenotipica de 78 a 100% aos
antibidticos testados (Tabela 5). Cepas multirresistentes ocorreram em 3
fazendas (2, 3 e 7). 5 isolados foram positivos para vanA nas maos e no leite, e
1 isolado de leite foi positivo para mecC e para vanA.

Fenotipicamente houve isolados resistentes a penicilina 9 (22%), oxacilina
5 (12%), clindamicina 3 (7%), eritromicina 2 (5%), estreptomicina 2 (5%),
gentamicina 2 (5%) tetraciclina 1 (2%) e vancomicina 5 (12%); nenhum isolado
apresentou resisténcia a ciprofloxacina e ao cloranfenicol (Tabela 5).

Nao houve correlacdo entre as cepas encontradas no leite e nas maos

(Figura 1), mas houve correlagdo entre cepas de diferentes fazendas (1, 2 e 3).
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Figura 1: Dendrograma — Genotipagem REP-PCR.
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No dendrograma, as amostras 3, 4 e 5 sdo de leite da fazenda 2. As
amostras 7 e 8 sdo de méos, e 54 é de leite da fazenda 3. A amostra 17 é de
leite da fazenda 7.
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2.4 DISCUSSAO

S. aureus foi confirmado neste estudo pela detecgdo de femA em 53
cepas. Esses isolados originaram-se de amostras de leite (33, 62%), méos (11,
21%), tetos (4,8%), teteiras (2,4%), aguas residuais (2,4%) e filtro (1,2%). Os
resultados apontaram altas frequéncias de S. aureus em amostras de leite cru,
principalmente em comparagdo com estudos semelhantes desenvolvidos em
outros paises e regides do Brasil, que relataram baixa prevaléncia de S. aureus
femA-positivo (Obaidat et al., 2018).

A presenga de S. aureus no leite cru esta associada a mas praticas de
ordenha e manejo inadequado de animais, utensilios e equipamentos de
ordenha, destacando a importancia dessas praticas para a obtencao de leite de
alta qualidade (Arenas et al., 2017).

Dos 53 isolados de S. aureus, 10 (19%) foram positivos para blaZ. A
expressao do gene blaZ determina a resisténcia aos betalactamicos e
caracteriza a producao de penicilinases/beta-lactamases, enzimas responsaveis
pela inativagado dos betalactamicos, que sdo um grupo de antibiéticos, composto
por  penicilinas, incluindo  meticilina, cefalosporinas, cefamicinas,
monobactamicos e carbapenémicos (Bush, 2018).

A fazenda 1 apresentou maior contagem de SCP no leite, mao direita, teto
A, teto B e utensilios, esse resultado pode ser atribuido a ineficacia do processo
de higiene e condi¢des sanitarias na ordenha ou contaminagao pos-ordenha. S.
aureus foi detectado na teteira, leite e teto. O agricultor informou que respeita o
periodo de caréncia dos medicamentos administrados as vacas. A cepa lactea
nao apresentou resisténcia fenotipica aos antibidticos. As linhagens do teto
apresentaram gene blaZ. Infelizmente, as cepas foram perdidas por acidente de
laboratério, portanto o perfil fenotipico de resisténcia nio foi alcangado.

Na fazenda 2 foi detectado S. aureus no leite. O agricultor ndo informou
sobre o periodo de caréncia. A cepa lactea apresentou resisténcia fenotipica a
clindamicina, eritromicina, estreptomicina, oxacilina, penicilina e vancomicina.
Além disso, as cepas apresentaram genes vanA e blaZ. O dendrograma
apresentou a amostra 3 (leite) proxima da amostra 54 (leite da fazenda 3) em
semelhanga com USA400 (clone MRSA). Podemos sugerir que as cepas

estavam circulando pela vizinhanca e pode ser transmitido de pessoa para
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pessoa ou por equipamento de transporte de leite para uma fabrica de laticinios.

Na fazenda 3 foi detectado S. aureus nas maos do ordenhador e no leite.
O agricultor informou que respeita o periodo de caréncia dos medicamentos
administrados as vacas. O leite e a mao esquerda apresentaram resisténcia
fenotipica a penicilina, o leite a clindamicina e a oxacilina e a mao direita a
oxacilina. As cepas da mao esquerda mostraram genes vanA e blaZ. O
dendrograma mostrou semelhanga da amostra 8 (mao do ordenador) e do
USA400 (clone de MRSA). A amostra também se aproxima da amostra 54 (leite
da mesma fazenda), provavelmente diminuindo a transferéncia de material
genético entre espécies (humana e bovina).

O risco de contagio de MRSA de origem bovina para a populagdo humana
€ baixo. Em geral, as pessoas ndo correm risco se nao consumirem leite cru.
Embora, pessoas em contato préximo com bovinos infectados por MRSA,
incluindo veterinarios, agricultores, ordenhadores e pessoas que trabalham em
matadouros, possam ser infectadas (Caruso, 2016).

Na fazenda 4 foi detectado S. aureus nas maos, leite e agua residual. O
agricultor informou que respeita o periodo de caréncia dos medicamentos
administrados as vacas. A amostra da mao apresentou resisténcia fenotipica a
penicilina e tetraciclina e positivas para o gene tetK.

Na fazenda 5 foi detectado S. aureus no leite e no teto. O agricultor
informou que respeita o periodo de caréncia dos medicamentos administrados
as vacas. As cepas nao apresentaram genes de resisténcia a antibidticos.
Infelizmente, as cepas foram perdidas por acidente de laboratério, portanto o
perfil fenotipico de resisténcia nao foi alcangado.

A fazenda 6 apresentou a melhor produtividade por vaca entre as
fazendas estudadas. Nesta fazenda nao foi detectado S. aureus.

Na fazenda 7 o S. aureus foi detectado apenas no leite. O produtor
informou que respeita o periodo de caréncia dos medicamentos administrados
as vacas. Este leite apresentou genes mecC e vanA, além de resisténcia
fenotipica a estreptomicina e gentamicina. Apesar disso, a amostra de leite ndo
estava préxima ao USA400 (clone MRSA) no dendrograma (Figura 1). Até agora,
poucos estudos relataram cepas de MRSA resistentes a vancomicina em

animais, e o primeiro relato de MRSA em alimentos de origem animal ocorreu na
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india (Bhattacharyya et al., 2016). Da mesma forma, a presenca de isolados
vanA positivos no leite e nas maos dos ordenhadores € motivo de preocupacao
e, embora seja muito dificil determinar a origem destes isolados, a sua presenca
em multiplos locais indica a sua circulagdo no ambiente de producéao leiteira
(Keyvan et al., 2020).

A fazenda 8 € uma propriedade de baixa produtividade, considerada um
risco pelo possivel autoconsumo de leite e produtos lacteos crus, mas nesta
fazenda néo foi detectado S. aureus.

Na fazenda 9 foram detectados S. aureus no leite. O agricultor informou
que respeita o periodo de caréncia dos medicamentos administrados as vacas,
no entanto a cepa lactea apresentou resisténcia a penicilina e apresentou gene
blaZ.

Na fazenda 10 foram detectados S. aureus no leite. O agricultor informou
que respeita o periodo de caréncia dos medicamentos administrados as vacas.
A cepa lactea nao apresentou resisténcia fenotipica a antibidticos, mas
apresentou gene blaZ.

Na fazenda 11 foram detectados S. aureus no leite. O agricultor informou
que respeita o periodo de caréncia dos medicamentos administrados as vacas.
A cepa lactea nao apresentou resisténcia a antibidticos, nem apresentou
resisténcia fenotipica aos compostos testados.

Na fazenda 12 foram detectados S. aureus no leite e nas maos. O produtor
nao informou se respeita o periodo de caréncia dos medicamentos
administrados as vacas. A cepa do leite ndo apresentou resisténcia a
antibidticos. A cepa da mao mostrou gene de oxacilina, mas o exame foi feito
pelo teste de Kirby Bauer. Além disso, 60% dos S. aureus isolados de vacas
leiteiras eram resistentes a pelo menos um antimicrobiano.

Neste cenario, 20% (n = 2) apresentaram resisténcia a apenas um
antimicrobiano, em comparagao com 20% de resisténcia a dois antimicrobianos
e 20% de resisténcia a mais de trés antimicrobianos. Os isolados resistentes
apresentaram oito padrbes de resisténcia diferentes. Embora n&o tenha sido
possivel obter informagdes precisas sobre os padrdes de uso de antibidticos nas
propriedades leiteiras incluidas neste estudo, a ocorréncia de altos niveis de

resisténcia aos antibidticos pode indicar variagdes na selegcao de antibidticos e
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nas praticas de uso.

O gene mecA nao foi encontrado em nenhum isolado deste estudo,
corroborando com o estudo realizado por Pekana e Green em 2018, que mostrou
auséncia de mecA nas 200 amostras de leite avaliadas.

Dez isolados (19%) destacaram a presenca do gene blaZ. Dentre eles, 7
(70%) eram fenotipicamente resistentes a penicilina e dois a oxacilina (tabela 4).
Esses resultados foram semelhantes aos observados por Pekana e Green
(2018), que encontraram prevaléncia de 14,9% do gene blaZ em isolados obtidos
de leite e carcacgas bovinas.

Em comparagado com estudos anteriores, o MRSA ainda € um problema
de saude publica para o leite e produtos lacteos. Programas de vigilancia e
adogao de sistemas de garantia de qualidade sdo necessarios para controlar o
S. aureus, MRSA e outros patégenos na industria de laticinios. O surgimento e
a ampla disseminagdo de MRSA devido ao uso indevido de agentes
antimicrobianos em vacas leiteiras destacam a relevancia epidemiologica desta
espécie animal para a transmissdo desses microrganismos e a ocorréncia de
infeccbes em humanos e animais em todo o mundo (Dweba, 2019).

Com a crescente expansao da abordagem saude unica, a melhor forma
de gerir o problema da resisténcia antimicrobiana inclui tomar medidas para
preservar a eficacia do uso continuo de antimicrobianos existentes, bem como,
tentar eliminar o uso inadequado, especialmente quando sao usados em

grandes volumes (Collignon e McEwen, 2019).

2.5 CONCLUSAO

A alta capacidade de disseminagao e a plasticidade gendmica para o
desenvolvimento de resisténcia aos antibioticos destacadas pelo presente
estudo, corroboram com as atuais preocupacdes de saude unica (saude animal,
humana e ambiental). Esses estudos deverdo abordar diferentes espécies
animais, como animais de estimacdo, animais silvestres, de criacdo e toda a

cadeia produtiva de alimentos de origem animal para consumo humano, e
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chamar a atencao para a necessidade de programas de vigilancia e educagao
para os produtores de leite.

Além disso, recomenda-se que os ordenhadores sejam conscientizados
sobre a importancia da higiene pessoal e do ambiente de ordenha, do uso
racional de antimicrobianos e da escolha dos antimicrobianos somente apds a
realizacao de testes de sensibilidade in vitro, reduzindo a possibilidade da

selecao de S. aureus resistente.
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