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CARACTERISTICAS GENOTIPICAS DE Staphylococcus COAGULASE-
NEGATIVOS E TAXAS DE CURA DA MASTITE OVINA

RESUMO - A mastite em ovelhas de dupla aptiddo é reconhecida por afetar
a qualidade do leite. Staphylococcus coagulase-negativos (SCN) sdo os principais
micro-organismos responsaveis pela doenca, e o tratamento ao final da lactacao,
pode contribuir para a cura e prevencdo de casos subclinicos na lactacdo
consecutiva. Entretanto, fatores de viruléncia e mecanismos de resisténcia
apresentados por SCN podem reduzir as taxas de cura. Os objetivos deste trabalho
foram identificar no leite de ovelhas tratadas e nado tratadas a secagem com
antimicrobianos, as espécies de SCN antes e apés o tratamento e identificar nesses
micro-organismos a presenca dos genes mecA, icaA, icaC, icaD, bap, bhp, sea, seb,
sec, sed e tsst-1, determinar o perfil clonal das principais espécies identificadas e
relacionar os casos de cura ap0s o tratamento com a presenca/auséncia dos
respectivos genes. Sessenta ovelhas foram divididas em trés grupos experimentais:
G1, controle, metades mamarias que ndo receberam antimicrobiano; G2, metades
mamarias em que foram administrados 10 mL de cloxacilina-benzatina 100 mg via
intramamaria / estrutura convencional, G3, metades mamarias em que foram
administrados 86 mL de cloxacilina-benzatina 50 mg via intramamaria / estrutura
nanoencapsulada. As amostras de leite foram coletadas a secagem e aos 15 e 30
dias pos-parto da lactacao seguinte. As analises para identificacdo das espécies de
SCN foram realizadas por meio de testes bioquimicos e Internal Transcribe Spacer
(ITS-PCR), e a pesquisa dos genes responsaveis pelos fatores de viruléncia e pela
resisténcia a oxacilina foram realizados por meio da técnica de reagdo em cadeia de
polimerase (PCR). Dentre as espécies identificadas S. warneri prevaleceram nos
trés grupos experimentais. Nenhuma amostra foi positiva para o gene mecA. O Unico
gene relacionado com a producéo de enterotoxinas encontrado foi o sec. Dentre os
genes relacionados com a producédo de biofilme, icaD foi o Unico identificado nos
trés grupos experimentais. Staphylococcus warneri, S. simulans e S. epidermidis
apresentaram clones na mesma metade mamaria no pré e pés-parto das ovelhas. A
cloxacilina benzatina nanoparticulada 50mg / 86 mL foi eficiente para reduzir a
mastite subclinica no pds-parto de ovelhas (P= 0,0192). Staphylococcus warneri, S.
simulans, S. epidermidis e S. xylosus foram as espécies de maior ocorréncia. Os
genes icaA, icaC, icaD e bap foram encontrados nho momento da desmama e no
poOs-parto, 0os genes sec e icaD estdo associados a auséncia de cura da mastite
subclinica no pos-parto. Ovelhas em que foram isolados SCN portadores de genes
responsaveis pela formacdo de biofilme ndo apresentaram resultados satisfatérios
guando submetidas a esquemas de controle e ao tratamento da mastite subclinica.
Os genes sec e icaD, estdo associadas a auséncia de cura microbiologica da
mastite subclinica no pés-parto. Staphylococcus epidermidis e S. xylosus portador
do gene bap estdo associados a reinfeccao.

Palavras-chave: biofilme, enterotoxina, mastite subclinica, ovelhas, perfil clonal.
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GENOTYPIC CHARACTERISTICS OF COAGULASE-NEGATIVE Staphylococcus
AND CURE RATES FOR OVINE MASTITIS

ABSTRACT - Mastitis in dual-purpose sheep is recognized to affect their milk
quality. Coagulase-negative Staphylococcus (CNS) is the main microorganism
responsible for this disease and treatment at the end of lactation may contribute
towards curing it and preventing subclinical cases during the consecutive lactation.
However, virulence factors and resistance mechanisms presented by CNS may
reduce the cure rates. The aims of this study were to identify CNS species in sheep’s
milk with and without treatment with antimicrobials at the time of drying off and, in
these microorganisms, to identify presence of the genes mecA, icaA, icaC, icaD, bap,
bhp, sea, seb, sec, sed and tsst-1, determine clonal profile of the main species
identified and correlate the cases of cure after treatment with the presence or
absence of the respective genes. Sixty sheep were divided into three experimental
groups: G1 (control), mammary glands that did not receive antimicrobials; G2,
mammary glands to which 10 mL of cloxacillin-benzathine (100 mg) was
administered via the intramammary route in a conventional structure; and G3,
mammary glands to which 86 mL of cloxacillin-benzathine (50 mg) was administered
via the intramammary route in a nanoencapsulated structure. Milk samples were
collected at the time of drying off and 15 and 30 days after lambing in the next
lactation. The analyses to identify the CNS species were performed by means of
biochemical tests and internal transcribe spacer polymerase chain reaction (ITS-
PCR), and the genes responsible for the virulence factors and resistance to oxacillin
were investigated by means of the PCR technique. Among the species identified,
Staphylococcus warneri was most prevalent in the three experimental groups. None
of the samples were positive for the gene mecA. The only gene relating to production
of enterotoxins that was found was sec. Among the genes relating to biofilm
production, icaD was the only one identified in the three experimental groups.
Staphylococcus warneri, S. simulans and S. epidermidis presented clones in the
same mammary gland before and after lambing. The dose of 86 mL of
nanoparticulate cloxacillin-benzathine (50 mg) was efficient for reducing subclinical
mastitis after lambing (P = 0.0192). Staphylococcus warneri, S. simulans, S.
epidermidis and S. xylosus were the species that occurred most frequently. The
genes icaA, icaC, icaD and bap were found at the time of weaning and in the
postpartum period. The genes sec and icaD were correlated with absence of cure for
subclinical mastitis after lambing. Sheep in which CNS carrying genes responsible for
biofilm formation was isolated did not present satisfactory results when they were
subjected to regimens for controlling and treating subclinical mastitis. The genes sec
and icaD were correlated with absence of microbiological control over subclinical
mastitis after lambing. Staphylococcus epidermidis and S. xylosus carrying the gene
bap were correlated with reinfection.

Keywords: biofilm, enterotoxin, subclinical mastitis, sheep, clonal profile.
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1 - INTRODUCAO

A mastite € um processo inflamatério da glandula mamaria, considerada a
principal enfermidade que acomete os animais produtores de leite. Em ovinos de
dupla aptidao, essa doenca pode comprometer o desenvolvimento dos cordeiros e
gerar diversos prejuizos aos produtores. A doenca pode apresentar-se sob a forma
clinica ou subclinica. A mastite clinica € diagnosticada por meio das alteracdes
visiveis no leite e no Ubere. Na mastite subclinica ndo sdo observadas alteracdes
visiveis na glandula mamaria e no leite, podendo ocorrer diminuicdo da producéo,
alteracdes dos componentes do leite.

Staphylococcus coagulase-negativos (SCN) estdo entre os principais micro-
organismos responsaveis pela doenca em ovinos. Uma das formas de controle da
mastite causada por estes agentes é o tratamento com antimicrobianos ao final da
lactacdo. Entretanto, a presenca de estirpes de SCN portadores de genes
codificadores de proteinas responsaveis pela resisténcia aos antimicrobianos B—
lactamicos, formacdo de biofilme, producdo de enterotoxinas e toxina podem
acarretar a permanéncia dos micro-organismos na glandula mamaria, resultando em
infeccbes persistentes.

Devido a grande diversidade de espécies de SCN responsaveis pelos casos
de mastite em ovinos, 0 uso da eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) pode
ser atil por permitir evidenciar a presenca de um ou mais clones bacterianos
predominantes, além de avaliar se SCN portadores de fatores de viruléncia séo
transmitidos de animal para animal ou se esses fatores sdo adquiridos por meio do
uso inadequado de antimicrobianos.

O objetivo do trabalho foi determinar o perfil clonal das espécies de SCN
isolados de ovelhas antes e ap0s o tratamento da mastite subclinica, e relacionar os

fatores de viruléncia e de resisténcia antimicrobiana com a taxa de cura.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Mastite ovina

Mastite (do grego mastos) ou mamite (do latim mammae) € considerada a
enfermidade que causa mais prejuizos aos produtores, reduzindo em quantidade e
qualidade o leite e os derivados lacteos, podendo ocorrer destruicdo parcial ou total
da metade mamaria (MANIERI et al., 2014).

O primeiro relato de mastite em ovelhas de ambito nacional foi descrito por
Fernandes e Cardoso (1985), quando descreveram um surto de mastite por
Staphylococcus aureus no Rio Grande do Sul. Tempos depois Vaz (1996), através
de levantamento realizado em algumas regides do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina detectou mastite em ovelhas causada por Staphylococcus aureus e demais
patdgenos.

A mastite pode ser classificada em subclinica e clinica. A forma clinica se
divide em aguda e cronica, de acordo com a gravidade da inflamagdo e o
comprometimento sistémico. Diferente da mastite clinica, na mastite subclinica o
animal ndo apresenta sinais clinicos e o leite ndo contém alteracfes visiveis. A
mastite subclinica € a que mais se relaciona com 0s prejuizos dos produtores, pois
ndo pode ser diagnosticada por meio da observacgéo visual do Ubere ou do leite. O
diagnostico é realizado apenas com o uso de técnicas relacionadas com alteragcbes
na constituicdo do leite e confirmacao da etiologia infecciosa da doenca por meio da
identificacdo microbiol6gica do micro-organismo (MCDOUGALL et al., 2001).

As ovelhas destinadas a produgédo de carne produzem quantidade de leite
suficiente para desencadear a mastite. Ovelhas com mastite subclinica apresentam
o leite com as caracteristicas alteradas, como aumento de pH, aumento no teor de
cloreto, teores de soro-proteinas e células sométicas, baixas concentragbes de
imunoglobulinas, o que pode atrasar o ganho de peso dos cordeiros, além de
ocasionar o descarte dos animais nos primeiros dois a trés meses de lactacdo
(SANTOS et al., 2007; LEITNER et al., 2008; MARTINS et al., 2009; VERISSIMO et
al., 2010).



De acordo com Contreras et al. (2007), a prevaléncia da mastite subclinica
em ovelhas est4d em torno de 17,5%. Segundo Verissimo et al. (2007), 48,7% das
ovelhas em inicio de lactacdo podem apresentar mastite subclinica ou crénica em
pelo menos uma das metades mamarias. Guarana et al. (2009) verificaram que a
ocorréncia de mastite subclinica em ovelhas da raca Santa Inés em diferentes fases
de lactacdo oscilou entre 23,5% a 35,3%, enquanto que Oliveira et al. (2012)
encontraram 40,45% de mastite subclinica em ovelhas. De acordo com Santana et
al. (2014), as ocorréncias de mastite subclinica em ovelhas Santa Inés e Morada
Nova foram de 33,1% e 35,1%, respectivamente. Morais et al. (2011) realizaram
estudo para determinar o ocorréncia de mastite em ovelhas no norte do Estado de
Minas Gerais e encontraram 54,5% de mastite subclinica.

Os gastos dos produtores com a mastite incluem custos com medicamentos,
descarte dos animais, depreciacdo zootécnica da matriz afetada pela doenca,
honorarios com assisténcia técnica especializada e aumento da méo de obra devido
ao aleitamento artificial dos cordeiros (VERISSIMO et al., 2010). Dentre as diversas
racas de ovelhas criadas nos sistemas brasileiros, a raca Santa Inés, caracterizada
por possuir dupla aptiddo, com elevada caracteristicas para a producédo leiteira
apresenta maior susceptibilidade a mastite (DOMINGUES et al., 2006; MELO et al.,
2008).

2.2 - Mastite ovina causada por Staphylococcus coagulase-negativos

A etiologia da mastite & bastante ampla e, o patégeno de maior ocorréncia €
Staphylococcus spp. (CONTRERAS et al., 2007). Dentre Staphylococcus spp. que
causam mastite, os que apresentam maior frequéncia de isolamento sdo SCN
(ZAFALON et al., 2010). O termo “coagulase negativa” se refere a incapacidade
destas bactérias em coagular o plasma sanguineo, diferenciando este grupo dos
Staphylococcus coagulase-positivo.

Staphylococcus coagulase-negativos sao considerados os principais micro-
organismos isolados de leite de ovelhas com mastite (ALVES et al., 2010; SILVA et
al., 2010; VERISSIMO et al., 2010; LUCHEIS et al., 2010; MORAIS et al., 2011;



TEJADA et al., 2012, SILVA et al., 2013; TANAKA et al., 2013; ZAFALON et al.,
2013; PEREIRA et al., 2014; SANTANA et al., 2014).

De acordo com Silva (2012) os animais portadores de mastite causada por
SCN podem apresentar fibrose interalveolar do tecido mamario e perda da funcéo
secretoria de leite. Diversas espécies de SCN podem ser isoladas de ovelhas com
de mastite subclinica, predominando Staphylococcus epidermidis, S. simulans e S.
xylosus (AGNOL et al., 2013; PILON et al., 2014).

Moroni et al. (2007) encontraram 44,9% de SCN em amostras de leite
coletadas de ovelhas Bergamacia. Dentre as espécies identificadas, predominaram:
S. epidermidis 73,6%, seguidos por S. xylosus 15,5% e S. simulans 10,9%. Tejada
et al. (2012) coletaram amostras de leite de ovelhas de corte e identificaram S.
sciuri, S. vitulinus, S. haemolyticus e S. epidermidis.

Silva (2012) realizou analise laboratorial para identificar as espécies de SCN
isoladas de leite de ovelhas, e encontrou como espécie de maior ocorréncia S.
chromogenes (20,27%) seguidos pelos S. sciuri subesp. sciuri (6,76%), S. pasteuri e
S. xylosus (5,41%), S. equorum (4,05%), S. haemolyticus (2,70%), S. simulans, S.
saccharolyticus, S. schleiferi subesp. schleiferi e S. carnosus (1,35%).

Martins et al. (2013) realizaram a identificacdo das espécies de SCN isoladas
de ovelhas das racas Santa Inés e Bergamacia portadoras e ndo portadoras de
mastite subclinica e encontraram, S. simulans, S. warneri, S. xylosus e S.
epidermidis, dentre outras. Com base nos resultados os autores concluiram que
SCN foram os micro-organismos mais isolados em amostras de leite ovino. FrantiSek
et al. (2014) coletaram amostras de leite de ovelhas, e encontraram maior ocorréncia
de mastite subclinica causada pelos SCN, e as espécies identificadas foram: S.

simulans, S. epidermidis, S. schleiferi, S. chromogenes, dentre outras.

2.3 - Tratamento da mastite em ovelhas durante a secagem

Ovelhas com mastite subclinica, ndo tém sido tratadas durante a lactacéo, em
virtude da baixa efetividade dos antimicrobianos contra os micro-organismos do
género Staphylococcus spp, custos com antimastiticos, residuos de antimicrobianos
no leite, descarte do leite (BERGONIER et al., 2003).



Uma das formas de controlar a mastite em ovelhas é realizar o tratamento no
final da lactagdo, que se tem mostrado eficiente na redugcdo das infeccdes
intramamarias, proporcionando ganhos de producdo de leite, diminuicdo da
mortalidade dos cordeiros e maior tempo de permanéncia das matrizes no rebanho
(CHAFFER et al., 2003; GONZALO et al., 2004). De acordo com Melo et al. (2008) é
necessaria a utilizacdo de antimicrobianos no momento do desmame das ovelhas,
devido a evolucdo de uma provavel mastite para uma septicemia, causa comum de
morte em ovelhas Santa Inés.

Em rebanhos com alta quantidade de animais portadores de mastite
subclinica e leite com alta CCS é indicado o tratamento no periodo seco, porém
envolve uma série de fatores como: a escolha correta o antimicrobiano, a
susceptibilidade do micro-organismo, a duragéo do tratamento, dosagem, status do
animal e deve ser acompanhado de um médico veterinario (ANDERON et al., 2004;
SHWIMMER et al., 2008; MOTA, 2008).

O tratamento da mastite em ovelhas normalmente € realizado a base de
antimicrobianos de amplo espectro. Mello et al. (2008) aplicaram 5 mL de
enrofloxacina 250 mg, via intramuscular no momento da secagem de ovelhas Santa
Inés e verificaram que o tratamento reduziu significativamente os sinais clinicos da
doenca.

Coutinho et al. (2014) aplicaram antimicrobiano com o principio ativo cefalénio
anidro 250 mg, via intramamaria em ovelhas Santa Inés no momento da secagem e
verificaram que aos 20-25 e 40-45 dias de lactacdo, o nUmero de metades mamarias
com mastite foi menor em relacdo ao grupo controle. Os autores concluiram que o
antimicrobiano utilizado mostrou-se eficiente na terapia/profilaxia da mastite em
ovelhas Santa Inés.

Em trabalhos realizados no Canadd, Israel e Estados Unidos, os autores nao
observaram diferenca significativa na ocorréncia de novas infec¢cdes intramamarias
entre as ovelhas tratadas com antimicrobiano intramamario no momento da
secagem (CROFT et al.,, 2000; CHAFFER et al.,, 2003; SPANU et al., 2011),
enquanto que Gonzalo et al. (2004); Linage e Gonzales (2008) realizaram pesquisas
na Espanha e relataram uma reducdo significativa de mastite no pos-parto de

ovelhas tratadas com antimicrobianos na secagem.



Santos et al. (2007) realizaram concomitantemente trés aplicacdes
parenterais e intramamaria de antimicrobiano e anti-inflamatério em ovelhas
inoculadas via intramamaria com S. aureus. Os autores observaram que as ovelhas
restabeleceram os sinais clinicos, porém ocorreu a perda da producao de leite.

O tipo de exploracdo do rebanho, a prevaléncia de mastite, 0s micro-
organismo predominantes, os perfis antimicrobianos e a facilidade de aplicacéo de
medicamentos intramamdarios sdo decisivos na escolha da terapia e do
antimicrobiano que sera utilizado no periodo de secagem das ovelhas (MENZIES,
RAMANOON, 2001).

A utilizagéo excessiva e indiscriminada de antimicrobianos para controlar os
casos de mastite nos animais tem determinado a selecdo de estirpes
multirresistentes, ineficiéncia terapéutica e ocorréncia de reincidivas (TRONCARELLI
et al., 2013). O desenvolvimento de antimicrobianos nanoparticulados pode diminuir
a selecao de estirpes resistentes e causar menos efeitos colaterais (LIU et al., 2009).

O uso de antimicrobianos com menor concentragdo do principio ativo € mais
racional, uma vez que ha uma menor geracao de residuos em produtos de origem
animal. O intuito de utilizar produtos nanoparticulados € direcionar o antimicrobiano
para 0os agentes infecciosos, até mesmo no interior de células fagocitarias, mesmo
quando em menor concentracdo, o que facilita a sua acdo (BRANDAO et al., 2011;
UNDERWOOD & EPS, 2012).

As nanoparticulas sdo sistemas carreadores de farmacos que apresentam
didmetro inferior a 1 pum. O termo nanoparticula inclui as nanocapsulas e
nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composicdo e organizacao
estrutural. As nanocapsulas sdo constituidas por um invélucro polimérico disposto ao
redor de um nucleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste nucleo e/ou
adsorvido a parede polimérica, enquanto que as nanoesferas ndo apresentam 6leo
em sua composicao, sao formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode
ficar retido ou adsorvido (VAUTHLER-HOLTZSCHERER et al., 1991; PUISIEUX et
al., 1994).

A utilizagdo de antimicrobianos nanoparticulados é umas das areas mais
promissoras da nanotecnologia, podendo ser administrado por diversas vias de

aplicacdo, almejando uma distribuicdo mais seletiva dos mesmos, e assim um



aumento do indice terapéutico (PUISIEUX et al., 1994; PINTO-ALPHANDARY et al.,
2000; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Com a finalidade de controlar a mastite causada pelos Staphylococcus spp.
Pesquisadores da Embrapa Juiz de Fora — MG e da Universidade Federal de Ouro
Preto desenvolveram formulacbes de antimicrobianos nanoparticulados para
administracdo intramamaria, na qual as nanoparticulas séo capazes de direcionar o
antimicrobiano para a superficie do epitélio glandular e para o interior dos leucdcitos
polimorfonucleares, aumentando, desta maneira, a concentracdo do principio ativo
em compartimentos intracelulares (TRONCARELLI et al., 2013).

Dentre os diversos antimicrobianos utilizados no tratamento da mastite, a
cloxacilina benzatina, antibiético B-lactamico, muito utilizado em praticas veterinarias
devido a sua atividade contra as bactérias gram-positivas € um farmaco de grande
interesse na area da medicina veterinaria. Por aumentar a disponibilidade da
cloxacilina benzatina dentro das células infectadas e até mesmo dentro das metades
mamarias, onde as bactérias se instalam e sdo de dificil combate, uma das
alternativas € a encapsulacdo em vetores nanoestruturados (ARAUJO, 2009).

Santana (2014) realizaram estudo pioneiro, sobre a utilizacdo da cloxacilina
benzatina em estrutura nanoparticulada no tratamento da mastite subclinica no
momento da desmama em ovelhas Santa Inés e Morada Nova, e verificou que as
ovelhas tratadas com o respectivo antimicrobiano apresentaram maior taxa de cura
guando comparadas com as demais, 0 autores concluiram que o antimicrobiano &
eficiente para reduzir as infecgdes subclinicas no pés-parto de ovelhas.

Zafalon et al. (2014) administraram via intramamaria no momento da secagem
de ovelhas com mastite subclinica cloxacilina benzatina em estrutura
nanoparticulada, e verificaram no pds-parto que o grupo tratado apresentou 76,2%
de cura para a mastite subclinica, com base nos resultados os autores sugerem o
desenvolvimento de medicamento intramamario nanoparticulado contra a mastite

para a espécie ovina.

2.4 - Resisténcia a oxacilina — gene mecA



A terapia intramamaria visando a cura da mastite em ovinos tem sido
realizada com diferentes antimicrobianos (NACCARI et al., 2003). Porém, ndo estao
disponiveis no mercado atualmente, produtos comerciais elaborados
especificamente para pequenos ruminantes, restando na pratica a utilizacdo de
antimastisticos especificos para bovinos. Como consequéncia, o uso indiscriminado
e excessivo de antimicrobianos pode aumentar o risco de resisténcia dos patdégenos
a estes medicamentos (CONTRERAS et al., 2007), além da falta de critérios antes
dos tratamentos ndo precedidos por exames microbiologicos e antibiogramas
(PILON, 2012).

Coutinho et al. (2006) determinaram o perfil antimicrobiano de cepas de SCN
isolados de ovelhas Santa Inés com mastite subclinica e encontraram 5,3% de
resisténcia para a penicilina G. Della Libera et al. (2010) isolaram cepas de SCN do
leite de ovelhas Santa Inés e determinaram o perfil antimicrobiano, encontrando
14,1% de resisténcia para a oxacilina e 11,6% de resisténcia para a penicilina. Pilon
(2012) tracou o perfil antimicrobiano dos SCN isolados de leite de trés propriedades
e relatou varios perfis de resisténcia a penicilina e a oxacilina, que alcangaram
percentuais de até 52,2% para a penicilina e de 17,2% de cepas resistentes para a
oxacilina.

O aparecimento de SCN resistentes a meticilina ou oxacilina esta se tornando
um problema grave. De acordo com Sahm (1994) e Lee (2003) a resisténcia dos
Staphylococcus spp. a meticilina ou oxacilina esta relacionada a presenca do gene
mecA (determinante genético da resisténcia), que torna 0S micro-organismos
resistentes. Esta resisténcia ocorre devido a presenca de uma proteina ligadora de
penicilina (PBP- “Protein Binding Penicilin”), de baixa afinidade para os B-lactamicos,
chamada de “PBP 2’ ou “PBP 27, resistentes as penicilinases, presente na
membrana plasmatica e codificada pelo gene cromossémico mecA (CHAMBERS,
1998; HACKBARTH & CHAMBERS, 1989).

Staphylococcus spp. resistentes aos [ -lactdmicos possuem um elemento
cromossOmico movel, denominado SCCmec “staphylococcal cassette chromosome
mec”, onde contém o gene mecA, responsavel por codificar a proteina de ligacéao

alterada, resultando no quadro de multirresisténcia (RICARDO, 2004).



Atualmente sdo conhecidos trés mecanismos principais pelos quais pode
ocorrer resisténcia bacteriana aos B-lactamicos. O primeiro é a hiperproducéo da
enzima B-lactamase que hidrolisa os antibiéticos. O segundo é a alteracdo do sitio
de acao do antibiotico, ou seja, producéo da proteina ligadora de penicilina adicional
“PBP 2%, e o terceiro sdo as modificagbes na capacidade de ligagdo das “PBPs”
(TOMASZ et al., 1989; MENDONCA, 1997; HARBARTH et al., 1998). Segundo
Lencastre et al. (1991) os trés mecanismos de resisténcia aos B—lactamicos podem
estar presentes em uma mesma amostra, inclusive interagindo entre si.

Machado (2007) relatou prevaléncia do gene mecA em 71,3% de S.
haemolyticus, S. epidermidis e S. hominis. Rosa et al. (2009) identificaram SCN,
cujas espécies mais prevalentes foram S. epidermidis (41%). S. saprophyticus (25%)
e S. haemolyticus (18%), além de S. cohnii (8%), S. lugdunenses (4%), S. capitis
(1%) e S. simulans (1%), e o gene mecA foi encontrado em 75% destas estirpes.

Zafalon et al. (2012) isolaram SCN de ovelhas com mastite e determinaram o
perfil antimicrobiano destas amostras, encontrando 21,3% de resisténcia para a
oxacilina, 30,7% de resisténcia para a penicilina. Dentre as amostras resistentes a
oxacilina, 25% foram positivas para o gene mecA.

Segundo Maki & Murakami (1997), os fenétipos de resisténcias a meticilina
sdo determinados, ndo sO pela expressdao do gene mecA, mas também pelos
elementos genéticos préximos ao gene mecA no CromosSsSomo Como transposons e
sequéncias de insercdo. A presenca de genes mecA homélogos ou outras classes
de PBPs pode estar relacionadas aos mecanismos de resisténcias a oxacilina.

Franca et al. (2012) isolaram Staphylococcus spp. de pequenos ruminantes
portadores de mastite e encontraram 12,8% de resisténcia fenotipica a oxacilina, e
nenhuma amostra foi positiva para o gene mecA. Martins (2013) isolaram SCN de
ovelhas e determinaram o perfil antimicrobiano destes isolados, encontrando 17,6%
de resisténcia para a oxacilina, sendo todas estas negativas para a presenca do
gene mecA. Silva (2012) ndo encontrou nenhuma cepas de SCN isolado do leite de
ovelhas positiva para o gene mecA, o autor conclui que ndo houve correlacédo entre
os testes fenotipicos e genotipicos para a caracterizagdo da resisténcia aos f3-
lactamicos mediada pelo gene mecA.
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2.5 - Biofilmes

Os biofilmes podem ser denominados comunidades microbianas “sésseis”
caracterizadas por células ligadas a um substrato ou interface ou um as outras, que
sdo incorporadas a uma matriz polimérica chamada “slime”. Eles sdo considerados
importantes fatores de viruléncia, pois aumentam a capacidade das estirpes
aderirem e colonizarem as superficies, sdo formados por macromoléculas como
polissacarideos, proteinas, DNA, sais minerais, lipideos e no seu estado hidratado
pode conter cerca de 99% de agua, protegendo as células da desidratacdo
(AGUILAR et al., 2001). Os biofilmes podem ser constituidos de micro-organismos
de uma Unica espécie ou de espécies e géneros diferentes, que ficam alojados
dentro da matriz polimérica auto-produzida, as quais sdo aderidas em qualquer
superficie, inerte ou viva (COSTERTON et al., 1999).

Os biofilmes ndo sdo susceptiveis aos mecanismos de defesa do hospedeiro
(CUCARELLAS et al., 2004). Bactérias no interior dos biofiimes podem se tornar
resistentes a diversos antimicrobianos, devido a demora na penetracdo dos
antimicrobianos na matriz do biofilme (DONLAN & COSTERTON, 2002). Amorena et
al. (1999) realizaram estudos in vitro e demonstraram que as bactérias no interior
dos biofilmes tornaram-se de 10 a 1000 vezes mais resistentes aos efeitos dos
antimicrobianos quando comparadas com as células livres. Além disso, pode ocorrer
transferéncia horizontal de genes responsaveis pela viruléncia e resisténcia dos
micro-organismos (WUERTZ et al., 2004).

Bactérias que se multiplicam no interior dos biofilmes diferem in vivo em sua
capacidade de disseminacao nos rebanhos, em aumentar as células somaticas, em
desencadear mastite e até mesmo infecgbes persistentes, além de diminuicdo na
producédo de leite (SMITH et al., 1998; MIDDLETON e FOX, 2001; HAVERI et al.,
2005).

De acordo com Marques (2005), as formagbes dos biofilmes ocorrem em
cinco etapas: 1) ligacdo do material organico a superficie; 2) transporte de nutrientes
e células para o local de aderéncia; 3) adesdo bacteriana reversivel; 4) multiplicacdo
bacteriana e 5) adesao bacteriana irreversivel. A fase de crescimento ou maturacgao,

em que as bactérias se unem célula-célula é determinada por diversos acidos
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teicéicos, determinadas proteinas e por uma adesina denominada PIA
(polyssacharide intercellular adhesin), e €& composto por residuos N-

acetilglucosamina.

25.1-Geneica

O gene ica (intercellular adhesion), formado pelo operon icaABCD é
responsavel pela manifestagdo do PIA (FITZPATRICK et al., 2005). Os genes icaA,
icaC e icaD codificadores de proteinas, estdo localizados na membrana
citoplasmatica participam na extensdo da cadeia do polissacarideo. O gene icaA
codificador da proteina A representa atividade catalitica N-
acetilglicosaminatransferase, formando os primeiros oligossacarideos, e sozinho tem
baixa afinidade, que pode ser aumentada quando co-expressado junto com o0 gene
icaD, levando a uma sintese de residuos maiores de [B-1,6-N-acetilglicosamina
contendo de 10 a 20 oligbmeros (GOTZ, 2002). O gene icaC é responsavel pela
formacao de longos oligbmeros de até 130 residuos, e atua também no transporte
transmembranar do polimero formado (DOBINSKY et al., 2002).

Staphylococcus spp. formadores ou ndo de biofiilmes podem determinar a
cronicidade das infec¢des intramamérias em animais (MELCHIOR et al., 2006).
Bernardi et al. (2007) investigaram a producgédo de biofilme em 27 isolados de SCN e
relataram 77% de positividade. Em outro estudo Pereira (2010) trabalhou com 100
amostras Staphylococcus spp. e encontrou 15% de positividade para os genes icaA
e icaD.

Ergin et al. (2012) coletaram amostras de leite de ovelhas com mastite
subclinica, e verificarm que 60,0% SCN eram portadores do gene icaD. De acordo
com os autores os biofilmes ajudam Staphylococcus spp. a aderirem e colonizarem
o epitélio da glandula mamaria, aumentando a sobrevivéncia desses micro-
organismos neste ambiente. Goncgalves et al. (2014) encontraram diversas cepas de
SCN produtoras de biofilme.

Marques et al. (2013) investigaram a producéo de slime em estirpes de SCN
isolados de vacas, e constataram que 74,5% das cepas eram produtoras de slime,
porém 4,1% era portadora do gene icaA e 8,3% do gene icaD. Os autores
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concluiram que o slime facilita a adesdo dos Staphylococcus spp. ao tecido do
hospedeiro e a agregacédo célula-célula, favorecendo a formacgéo de biofilme.

De acordo com FrantiSek et al. (2014) as informacg0es sobre a formacéo de
biofilme pelas espécies de SCN associadas a mastite é limitada, porém, estirpes de
Staphylococcus spp. isolados de vacas com mastite apresentam maior capacidade

de formar biofilme, quando comparado com estirpes isolados de vacas sem mastite.

2.5.2 - Gene bap e bhp

A formacéo de biofilme ndo depende exclusivamente do locus ica, podendo
existir outros genes envolvidos. Um dos primeiros mecanismos estudados
independentemente do gene ica, foi gene bap (Biofilm associated protein / proteina
associada ao biofilme), gene que codifica uma proteina, pode promover tanto a
fixacdo primaria a superficie como a adeséo intercelular, sendo relatada sua
ocorréncia em S. aureus isolados de mastite bovina (CUCARELLAS et al., 2004).

O gene bap esta contido em um transposon junto com o gene transposase e
trés genes codificadores de proteinas de ATP-binding cassete (ABC) transporter,
podendo estar envolvido direta ou indiretamente na secrecdo de bap (LASA;
PENADES, 2006). Em S. aureus, o gene bap esté inserido na ilha de patogenicidade
movel estafilococica SaPlbov2 (TORMO et al., 2005).

Estudos relataram que estirpes portadoras do gene bap foram produtoras de
biofilme, mesmo na auséncia do operon icaABCD, e concluiram que a expresséo do
gene bap € suficiente para ocorrer a formacdo de biofilme e adesdo dos micro-
organismos as superficies (LATASA et al., 2006). De acordo com Cucarellas et al.
(2004) o gene bap pode facilitar a permanéncia dos S. aureus no interior da glandula
mamaria, pois estirpes de S. aureus bap positivas, mesmo com a inativacdo ou
auséncia do operon ica continuaram a apresentar sintese de biofilme in vitro. O gene
bap tem sido encontrado em algumas espécies de SCN como: S. epidermidis, S.
chromogenes, S. xylosus e S. simulans (TORMO et al., 2005). De acordo com Olson
et al. (2002) as infecgBes intramamarias em bovinos leiteiros estdo diretamente
ligada a formacao de biofilmes bacterianos. Staphylococcus epidermidis portadores
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do gene bap e do operon ica podem ser fortes produtores de biofilmes (LASA;
PENADES, 2006).

Um gene homdlogo ao bap, o bhp (Bap homologue protein), tem sido
encontrado em S. epidermidis isolados de humanos (TORMO et al., 2005). Martins
(2013) relatou que de todas as espécies de SCN identificadas, Staphylococcus
simulans, S. haemolyticus, S. warneri, S. xylosus, S. devriesei, S. epidermidis, S.
chromogenes, S. auriculares, S. caprae, S. arlettae e S. hominis apenas trés S.

epidermidis foram portadores do gene bhp.

2.6 - Enterotoxinas e toxina estafilocécicas

As enterotoxinas estafilococicas sdo proteinas simples de baixo peso
molecular (27,5 a 30,0 KDA) e suas cadeias apresentam quantidades consideraveis
de lisina, acido aspartico, acido glutdmico e tirosina, sua producdo pode ser
influenciada pela temperatura, pH e atividade de agua (WONG e BERDGOLL 2002;
FRANCO e LANDGRAF 2005).

Diversas enterotoxinas sdo reconhecidas atualmente: SEA, SEB, SEC;,
SEC,, SEC3, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEJ, SEM, SEN e SEO (LE LOIR et al.,
2003). Porém as enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED e SEE sao consideradas as
enterotoxinas classicas, e existe uma toxina designada de enterotoxinas F,
atualmente conhecida como toxina da sindrome do choque téxico (TSST-1),
considerada uma proteina com massa molar de 22.000 a 30.000 daltons, essa
toxina ganhou notoriedade quando foi detectada no leite de bovinos, ovinos e
caprinos portadores de mastite (BEZEK e HULL, 1995; FORSYTHE, 2002; STILES;
KRAKAUER 2005; HALE; SWIETNICKI 2006). Os genes das enterotoxinas
estafilococicas ficam organizados na ilha de patogenicidade (SaPl), classificadas
como elementos genéticos acessorios e que possuem tamanho entre 15 e 20 Kb, e
ficam nos cromossomos de cepas toxigénicas (NOVICK et al., 2001).

A maioria dos trabalhos encontrados na literatura relata a ocorréncia de genes
responsaveis pela producédo de enterotoxinas e toxina em S. aureus. Zafalon et al.
(2009) verificaram a ocorréncia dos genes responsaveis pela producdo de

enterotoxinas em S. aureus isolados de vacas em lactacdo, e encontraram 62,5% de
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sea, 18,8% de sec, 12,5% de tsst-1 e 6,2% de seb. Dias et al. (2011) determinaram
a ocorréncia de enterotoxinas em S. aureus isolados de amostras provenientes de
tanque de refrigeracdo de leite e encontraram, 60,0% de sea, 37,9% de seb e 6,9%
de sec. Ferreira et al. (2014) identificaram S. aureus no leite de cabras e
encontraram somente o gene sec. De acordo com Nader Filho et al. (2007), o leite
constitui um excelente substrato para a proliferacdo de S. aureus e a temperatura da
glandula mamaria é ideal para a producéo de enterotoxinas.

Segundo Mariano et al. (2007) S. capitis, S. cohnii, S. chromogenes, S.
lugdunensis, S. haemolyticus, S. simulans, S. caprae, S. warneri e S. epidermidis,
sédo produtores das toxinas SEA, SEB, SEC e SED. Martins (2013) identificaram
SCN no leite de ovelhas, e 62,5% das espécies identificadas apresentaram pelo
menos um gene codificador de enterotoxinas e toxina. FrantiSek et al. (2014)
identificaram apenas uma estirpe S. epidermidis portador do gene sec, isolados do
leite de ovelhas.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Geral

v' Determinar o perfil clonal de espécies de SCN isolados de ovelhas antes e
apos o tratamento da mastite subclinica, e relacionar os fatores de viruléncia e de

resisténcia antimicrobiana com a taxa de cura.

3.2 - Especificos

v Verificar a taxa de cura espontanea para a mastite ovina subclinica e as taxas
de cura apds o uso de antimicrobiano;

v ldentificar as espécies de Staphylococcus coagulase-negativos isoladas no
pré-parto e pos-parto de ovelhas;

v" Investigar o gene mecA codificador de proteina associada a resisténcia a
meticilina em Staphylococcus coagulase-negativos isolados no leite de ovelhas com
mastite subclinica, antes e depois do tratamento;

v Investigar a presengca dos genes de viruléncia sea, seb, sec, sed e tsst-1
codificadores de proteinas associadas a producdo de enterotoxinas e toxina da
sindrome do choque toxico em Staphylococcus coagulase-negativos isolados no
leite de ovelhas com mastite subclinica, antes e apos o tratamento;

v" Investigar a presenca dos genes de viruléncia icaA, icaC, icaD, bap e bhp
codificadores de proteinas associadas a formagédo de biofilmes em Staphylococcus
coagulase-negativos isolados no leite de ovelhas com mastite subclinica, antes e
apos o tratamento;

v Determinar o perfil clonal dos isolados de Staphylococcus coagulase-
negativos.

v" Verificar a associacdo dos casos de cura e de insucesso no tratamento da
mastite no periodo seco das ovelhas, assim como as taxas de cura espontanea, com
as estirpes de SCN, presenca/auséncia do gene mecA e dos genes de fatores de
viruléncia relacionados com a formacéo de biofilmes, producéo de enterotoxinas e

de toxina em Staphylococcus coagulase-negativos;
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Caracteristicas do rebanho

O trabalho foi realizado em rebanho experimental de 60 ovelhas das racas
Santa Inés e Morada Nova, pertencentes ao rebanho da Embrapa Pecuaria Sudeste,
localizada no municipio de Sdo Carlos - SP, no periodo de junho de 2012 a maio de
2014. Todos os animais foram submetidos ao mesmo sistema de manejo semi-
extensivo, mantidos em piquetes de capim coast-cross e Brachiaria decumbens e
suplementados diariamente com silagem de milho, sal mineral e 4gua, além de
racdo concentrada no sistema de flushing no ultimo més de gestacdo, e creep
feeding para os cordeiros.

O manejo reprodutivo foi realizado por monta natural com reprodutores
submetidos a dois exames androldgicos com intervalo de 60 dias, anterior a estacao
de acasalamento. Todos os animais foram vacinados contra clostridioses 45 e 15
dias antes do parto e, ap0s esse periodo semestralmente, vinte e um dias antes do
periodo reprodutivo os animais foram examinados para identificar sinais clinicos de
verminose e submetidos ao casqueamento preventivo. Os locais onde os animais
eram recolhidos para repouso ou se abrigarem da chuva eram limpos
constantemente.

Os cordeiros foram desmamados com aproximadamente 100 dias pés-
nascimento e as ovelhas foram examinadas periodicamente para diagnéstico da

mastite clinica, na época das coletas de leite.

4.2 - Determinacdo da mastite subclinica infecciosa e avaliagcdo da glandula

mamaria

As metades mamarias que nao apresentavam anormalidades clinicas
detectaveis e foram bacteriologicamente positivas, com resultado positivo ao CMT
ou CCS > 2,5 x 10° células / mL de leite foram consideradas positivas para a mastite

subclinica (PENGOV, 2001). J& as metades mamarias que nao apresentaram
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anormalidades clinicas e foram bacteriologicamente negativas, com escore negativo

ao CMT e CCS <2,5x 105 células/ mL, foram consideradas saudaveis.

4.2.1 - Realizacdo do Califérnia Mastitis Test (CMT) e contagem de células

somaéticas (CCS)

As amostras de leite foram submetidas ao California Mastitis Test (CMT) e
analisadas depois da mistura de leite de cada metade mamaria com o reagente
(detergente tensoativo aniénico neutro). Apdés a homogeneizacdo, os graus de
viscosidade foram classificados em: negativo (-), fracamento positivo (1+), positivo
(2+) ou fortemente positivo (3+) (SCHALM; NOORLANDER, 1957).

Para determinar a CCS foram coletadas 60 mL de leite de cada metade
mamaria em frascos plasticos com capacidade de 40 mL, contendo duas pastilhas
do conservante bronopol (2-bromo-2-nitropropane-1,3-diol) e encaminhadas para o
laboratério da Clinica do Leite, localizado em Piracicaba, SP, para realizar os
procedimentos de contagem de células em aparelho eletrénico, por citometria de
fluxo Somacount 300 (Bentley Instruments®), calibrado com leite bovino.

No momento do exame as amostras de leite foram mantidas em banho-maria
a 40°C, durante 15 minutos em seguida foram homogeneizadas manualmente, e
dispostas no equipamento de forma que a agulha de succéo aspira 3 mL de leite
misturando-se com o0 corante brometo de etideo para a contagem de células

somaéticas.
4.3 - Coletas das amostras de leite

As amostras de leite foram coletadas aos 15 dias antes do desmame e no 15°
e 30° dia pds-parto (lactagdo seguinte), posteriormente ao exame fisico da metade
mamaria, a lavagem das maos do ordenhador com agua e sabao, e a antissepsia do
orificio dos tetos com algoddo umedecido com alcool isopropilico 70%. Coletou-se

um volume de aproximadamente 5 mL de leite de cada metade mamaria em tubos



18

de vidro esterilizados que, em seguida, foram acondicionados em caixas isotérmicas
e encaminhadas ao laboratoério para diagnéstico microbiolégico.
A rotina de coleta de leite das ovelhas esta descrito no esquema a seguir:

85diasem 100 dias de 15 dias 30 dias
lactac&o lactac&o Dia 0 pos-parto pos-parto
| | | | |
12 coleta Desmame Parto 2 2 coleta 32 coleta

4.4 — Formacao dos grupos experimentais

ApOs a realizagdo dos testes de CMT e CCS os animais foram distribuidos em
trés grupos experimentais da seguinte maneira:
a) Grupo 1: grupo controle composto por 21 animais com mastite subclinica sem
tratamento antimicrobiano intramamario;
b) Grupo 2: composto por 19 animais com mastite subclinica em que administrou-se
antimicrobiano na concentracdo de 100 mg de cloxacilina solubilizada em
triglicerideo de acido céprico/caprilico grau farmacéutico, em volume total de 10 mL
via intramamaria;
c) Grupo 3: composto por 20 animais com mastite subclinica em que foram
administrados 50 mg de cloxacilina em estrutura nanoparticulada, de acordo com a
metodologia descrita na patente US2013/0189368A1, em volume de 86 mL via

intramamaria.

4.5 — Determinacgéo da sensibilidade antimicrobiana

As estirpes isoladas foram submetidas aos testes de sensibilidade “in vitro” de
acordo com os padrdes do Clinical and Laboratory Standards Institute CLSI (2012).
Foi utilizado disco impregnado com o seguinte principio ativo: cefoxitina (CFO 30 ug)
para verificar os perfis de resisténcia dos SCN frente a meticilina, ou seja, todos os
animais tratados apresentaram SCN sensiveis ao principio ativo. As leituras foram
realizadas apés 24 horas de incubacdo a 35°C através da afericdo dos halos de

inibicdo formados em torno dos respectivos principios ativos.
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5 - Elaboracao dos antimicrobianos

5.1 - Antimicrobiano nanoencapsulado

O antimicrobiano foi elaborado nos laboratérios da Embrapa Gado Leite,
localizada no municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, de acordo com a metodologia
descrita na patente publicada n° US2013/0189368Al1. Os nanocarregadores
contendo a cloxacilina benzatina foram confeccionados com o0s seguintes
componentes (% Vv:v): poli-E-caprolactona (PCL; P42500Da; Sigma, USA) (0,80%);
lecitina de soja (0,40%); triglicerideos de acido céaprico/caprilico (Labrafac CC)
(0,25%); poloxamero 188 (Pluronix F68) (0,60%); quitosana (Sigma, USA) (0,10%);
cloxacilina benzatina estéril (Sigma, USA) (0,25%); e 4gua MilliQ (100%).

Para a preparacdo das nanocapsulas contendo cloxacilina benzatina, o
polimero poli- €-caprolactona (PCL) foi duluido em 23 mL de uma solu¢do de
acetona contendo lecitina de soja (Epikuron 170) e labrafac CC. A cloxacilina
benzatina foi previamente solubilizada em 7mL de metanol e adicionada a uma
solucdo de acetona. Esta fase permaneceu por acdo de calor e de agitacéo
moderada (entre 30 e 45°C) até a dissolucdo completa dos componentes.
Subsequentemente, a solucdo organica foi rediluida em solucdo aquosa
previamente preparada contendo poloxamero 188 e 10 mg de quitosana de baixo
peso molecular solivel em agua, seguido por agitacdo a uma velocidade moderada
a temperatura ambiente por meio de agitador magnético durante 10 minutos. Depois,
a suspensao foi levada ao evaporador rotativo, mantendo a temperatura do banho
entre 40 e 45°C para a evaporacéo dos solventes a pressao reduzida. O tamanho e
o potencial zeta das nanocapsulas obtidas foram 291nm e +16mV, respectivamente.
A eficiéncia de encapsulacao foi de 87%.

As nanoparticulas confeccionadas foram compostas por um nucleo oleoso
formado por polimero hidrofébico associado a cloxacilina benzatina e coberto por
uma membrana polimérica catinbnica dispersa em um meio aquoso externo. A
concentracdo do farmaco foi determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de arranjos de diodos (CLAE-DAD) durante a validacdo do método

para obtencdo da respectiva patente. Apos a encapsulacéo, a solucao foi congelada
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a -85°C por 24 horas e submetida a secagem por liofilizacdo. O soluto foi
resuspendido em &gua MilliQ para concentracdo final de 50 mg de cloxacilina
benzatina 86 mL de solugcdo, baseando-se no volume de aplicacdo de menor
diluicdo possivel do farmaco, que ndo favorecesse aglutinagcbes macroscopicas e
qgue fosse suportado pelos limites fisicos da metade mamaria ovina. A dose a ser
aplicada foi acondicionada em duas seringas plasticas estéreis com émbolo plastico

de volume de 60 mL.

5.2 - Antimicrobiano convencional (Forma livre)

O antimicrobiano convencional foi elaborado nos laboratérios da Embrapa
Pecuaria Sudeste, por meio da solubilizacdo de 100 mg de cloxaxilina benzatina
estéril em triglicerideo de acido céprico/caprilico grau farmacéutico, em volume total

de 10 mL e acondicionado em seringas plasticas estéreis.

6 - Administracdo dos antimicrobianos (Intramamaria)

A administracdo dos antimicrobianos intramamarios foi realizada apds esgota
manual completa do Ubere e antissepsia com alcool isopropilico 70% dos esfincteres
dos tetos, procedimentos realizados trés dias ap6s o desmame dos cordeiros. Tendo
em vista que ndo existem canulas apropriadas para infusdo de medicamentos
intramamarios na espécie ovina, seguiu-se o0 método descrito por Mavrogianni et al.
(2007), utilizando a estrutura flexivel de um cateter intravenoso tamanho n° 20 (1,1
mm calibre x 48 mm comprimento) estéril para cada tratamento intramamario,
adentrando meio centimetro no canal do teto.

ApoOs a infusdo do antimicrobiano foi realizada massagem nas metades
mamarias para obter uma distribuicio homogénea do medicamento. Foram
realizados exames clinicos das metades mamarias através de palpacéo e inspec¢ao
antes, durante, uma e 24 horas ap0s a administracdo do medicamento. Todos 0s
animais que participaram do experimento permaneceram juntos e foram submetidos

ao mesmo manejo semi-intensivo.
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7 - Determinacéo da cura microbioldgica

As metades maméarias das ovelhas dos grupos experimentais foram
consideradas “curadas” quando nao apresentaram isolamento das espécies que
estavam presentes antes do tratamento, enquanto as ovelhas “ndao curadas”
apresentaram isolamento do mesmo patdgeno identificado antes do tratamento.
Também foram consideradas “ndo curadas” as ovelhas “reinfectadas”, ou seja,
aguelas que apresentaram isolamento de espécies diferentes das isoladas antes da
secagem ou quando surgiu metade mamaria infectada que anteriormente era néo
infectada. (EUROPEAN COMISSION, 2010). Os animais que apresentaram mastite
clinica durante o experimento foram retirados do experimento.

A confirmacédo da cura microbioldgica foi feita apods as coletas de leite com
intervalo médio de 15 dias, ou seja, 15 e 30 dias pds-parto. Em conjunto com os
resultados obtidos nos testes microbioldgicos, foram consideradas curadas as
metades mamarias que apresentaram resultados negativos ao CMT e CCS < 2,5 x
10° células / mL / leite.

8 - Andlises laboratoriais

8.1 - Diagndstico microbioldgico

Aliguotas de 10 pL de leite foram semeadas em A&gar-sangue ovino
desfibrinado a 5%, incubadas a 37°C por até 72 horas, com leituras a cada 24 horas
(Figura 1). A identificagéo estafilococica foi realizada de acordo com Krieg e Holt
(1994). Staphylococcus spp. foram submetidos a prova da coagulase lenta em
plasma de coelho, com leituras realizadas uma, duas, trés, quatro e 24 horas apds a
incubacdo das amostras a 37°C (GARCIA et al., 1980). Testes de oxidase e a prova
de resisténcia a furazolidona (FRZ-100 pg) foram usados para diferenciar SCN
(sensivel - halos = 15 mm) de Micrococcus spp. (resistente - halos < 14 mm)
(BAKER, 1984).
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Figura 1. Placa de agar sangue ovino desfibrinado a
5% com crescimento bacteriano, sugestivo
de Staphylococcus spp.

8.2 - Identificacédo fenotipica dos Staphylococcus coagulase-negativos

A identificagédo fenotipica das espécies de SCN seguiu 0 esquema proposto
por Kloss e Schleifer (1975), por meio do uso de provas bioquimicas com os
acucares xilose, arabinose, sacarose, trealose, manitol, maltose, lactose, xilitol,
ribose e frutose, além da caracterizagdo de hemolisinas e prova de reducdo de
nitrato.

As analises laboratoriais descritas até aqui foram realizadas no Laboratério da
Embrapa Pecuaria Sudeste, localizada no municipio de Sao Carlos — SP.

8.3 - Analises genotipicas
8.3.1 - Internal Transcribed Spacer (ITS) - PCR

A caracterizacdo genotipica das espécies de SCN foi realizada usando
primers de sequéncias conservadas adjacentes aos genes 16S e 23S pela técnica

Internal Transcribed Spacer PCR (ITS-PCR) descrita por Couto et al. (2001), usando
os primers G1 “GAAGTCGTAACAAGG” 16S e L1 “CAAGGCATCCACCGT” 23S. A
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eficiéncia das amplificacdes foi monitorada pela eletroforese em agarose metaphor

3% preparada em tampéao 1,0 X TBE e corado com Saber Safe.

8.3.2 - Deteccdo da presenca de genes relacionados com a resisténcia a

oxacilina, producéo de biofilme, enterotoxinas e toxina.
8.3.2.1 - Extragdo do DNA

Com a finalidade de investigar genes relacionados com a resisténcia
antimicrobiana e com fatores de viruléncia, o acido nucléico total foi extraido a partir
das amostras de Staphylococcus spp., cultivadas em agar sangue, inoculadas
individualmente em BHI e incubadas a 37°C por 24 horas. A extracdo foi realizada
com o Kit lllustra ® (GE Heatchare) que consiste na digest&o inicial das células de
Staphylococcus spp. com lisozima (10 mg/mL) e proteinase K (20 mg/mL). A seguir,
500 mL de solucao de lise foram adicionados a mistura e esta foi centrifugada a
5.000 x g por um minuto. Posteriormente, o sobrenadante foi transferido para a
coluna e centrifugado a 11.000 x g por um minuto. A parte liquida foi descartada e
500 pl de solucdo de lise foram novamente adicionados a coluna. Apds a
centrifugacdo a 11.000 x g por um minuto e descarte da parte liquida, 500 uL da
solucdo de lavagem foram adicionados a coluna que foi submetida a centrifugacéo a
11.000 x g por trés minutos. A seguir, a coluna foi transferida para um tubo de 1,5
mL e 200 pL de agua Milli Q aquecida a 70°C que foi utilizada para a eluicdo. As
amostras foram centrifugadas a 5.000 x g por um minuto, e a coluna desprezada. O

DNA extraido foi armazenado a -20°C.

8.3.2.2 - Amplificacdo do DNA para deteccao de genes codificadores de

resisténcia a oxacilina em Staphylococcus coagulase-negativos.

As reacgfes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 mL
em volumes totais de 25 pL contendo 20 pmol de cada primer, 2,5 U de Tag DNA
polimerase, 200 uM dNTPs, 20 mM de Tris-HCI, pH 8,4, 1,5 nM de Mgcl,, e 3 uL de
DNA. A incubacéo foi realizada em termociclador apropriado, utilizando os primers
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mecA (AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG) e mecA2 (AGT TCT GCA GTA CCG
GAT TTG) — 533 (pb), empregando os parametros descritos por Murakami et al.
(1991): 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por trinta segundos, anelamento dos
primers a 55,5°C por trinta segundos e extensdo a 72°C por um minuto. Apos
completar os 40 ciclos, os tubos foram incubados a 72°C por cinco minutos antes de
resfriarem a 4°C. Em todas as reacdes realizadas foram utilizadas linhagens de
referéncia internacional: controle positivo (S. aureus ATCC 33591) e negativo (S.
aureus ATCC 25923).

8.3.2.3 - Amplificacdo do DNA para deteccdo de genes codificadores de

biofilmes em Staphylococcus coagulase-negativos.

Por meio de reacdes de PCR foram efetuadas as amplificacbes dos genes
icaA, icaC e icaD, em tubos de microcentrifuga de 0,5 mL em volumes de 25 pL
contendo 10 pmol de cada oligonucleotideo (Tabela 1), 2,0 U de Taq DNA
polimerase, 100 gM de desoxirribonucleotideos trifosfatados, 10 mM de Tris-HCI (pH
8,4), 0,75 mM de MgCl, e 3gL de &cido nucléico. A incubacao foi realizada em
termociclador tipo Mj Research empregando os parametros descritos por Arciola et
al. (2005), que consistem de: 94°C por cinco minutos para o primeiro ciclo, seguido
por 50 ciclos de desnaturacdo a 94°C por trinta segundos, anelamento dos
oligonucleotideos a 55,5°C por trinta segundos e extensdo a 72°C por trinta
segundos. Ap6s completar os 50 ciclos, os tubos foram incubados a 72°C por um
minuto antes de resfriarem a 4°C. Em todas as reacoes realizadas, foram utilizadas
linhagens de referéncia internacional com controle positivo e negativo, S.
epidermidis (ATCC 35985) produtora de biofilme e um controle negativo S.
epidermidis (ATCC 12228).

Para amplificacdo do gene bap foram utilizados 100 pmol de primers (Tabela
1), 200 uM dNTPs, Buffer 1X, 1mM MgCl,, 1U de Taq polimerase, 100 ng de DNA,
onde foram empregadas as seguintes condicdes de amplificacdo descritas por
Cucarellas et al. (2004): desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos, 40 ciclos de 94°C
durante 20 segundos, 42°C durante 20 segundos, e 72°C por 50 segundos, com

uma etapa final a 72°C por cinco minutos. Foi utilizada como controle a cepa ATCC
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25923. Para amplificacdo do gene bhp foram utilizados 20 pmol de cada primer
(Tabela 1), 2,5 U de Tag DNA polimerase, 200 puM dNTPs, 20 mM de Tris-HCI, pH
8,4, 1,5 mM de MgCl,, e 3 uL de DNA, sendo as condicbes de amplificacéo
utilizadas descritas por Qin et al. (2007): aquecimento a 94°C por cinco minutos, 30

ciclos de 94°C por 45 segundos, 54°C por 45 segundos e 72°C por 90 segundos.

Tabela 1. Iniciadores utilizados para deteccdo de genes codificadores de proteinas
responsaveis pela producédo biofilmes em linhagens de Staphylococcus
isoladas de leite ovino.

Produto

Genes Sequéncia de nucleotideos 5’ a 3’ amplificado
(pb)

_ ACA GTC GCT ACG AAA AGA AA
IcaA 103
GGA AAT GCC ATA ATG AGA AC

TAACTT TAG GCG CATATG TTT
icaC 400
TTC CAG TTAGGC TGG TAT TG

caD ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG 108
IcCa
CGT GTT TTC AAC ATT TAA TGCAA

B CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTGCAC 1919
a
P GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC

ATGAAAAATAAACAAGGATTTC
Bhp 1300
GCCTAAGCTAGATAATGTTTG

Fonte: Arciola et al., 2005; Cucarellas et al., 2004; Qin et al., 2007.

8.3.2.4 - Amplificacdo do DNA para deteccdo de genes codificadores de

enterotoxinas e toxina em Staphylococcus coagulase-negativos

As reacdes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 mL,
em volumes totais de 25 pL, contendo 20 pmol de cada primer (Tabela 2), 2,5 U de
Taq DNA polimerase, 200 uM dNTPs, 20 mM de Tris-HCI, pH 8,4, 1,5 mM de MgCl,,
e 3 UL de DNA. Em todas as reac¢des que foram realizadas foi utilizado um controle

negativo, substituindo-se DNA por agua. A amplificacdo foi realizada em
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termociclador MJ Research PTC-100 como descrito por Johnson et al. (1991) com
modificacdes propostas por Cunha et al. (2006), que consistem em: um primeiro
ciclo a 94°C por quatro minutos, desnaturagao a 94°C por dois minutos, anelamento
dos primers a 55°C e extensdo a 72°C por um minuto, anelamento a 53°C e
extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos. No terceiro ciclo, a temperatura de
anelamento foi reduzida para 51°C, seguido por mais 37 ciclos com estes mesmos
parametros. Apos os 40 ciclos, os tubos foram incubados a 72°C por mais 7 minutos

e posteriormente resfriados a 4°C.

Tabela 2. Iniciadores utilizados para deteccdo de genes codificadores de proteinas
responsaveis pela producdo de enterotoxinas e toxina em linhagens de
Staphylococus isoladas de leite ovino utilizando PCR.

G Sequéncia de oligonucleotideos Produto
ene
(5°-3) amplificado (pb)
TTG GAA ACG GTT AAA ACG AA
sea 120

GAA CCT TCC CAT CAA AAA CA

b TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG 478
se
GCA GGT ACT CTATAAGTG CC

GAC ATA AAA GCT AGG AATTT -
Sec
AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC

q CTAGTT TGG TAATAT CTCCT 317
se
TAATGC TAT ATC TTA TAG GG

ATG GCAGCATCAGCTTGATA
tsst-1 350
TTT CCAATAACCACCCGTTT

Fonte: Johnson et al., 1991.

8.3.2.5 - Eletroforese em gel de agarose

Para a separacdo do DNA amplificado, os géis de agarose foram preparados
em concentracéo de 2,0% em TBE 1X, corados com SYBER SAFE DNA Gel Stain®
(Invitrogen) e visualizados em transluminador de luz UV. As reacdes de PCR que
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apresentaram fragmentos amplificados maiores que 1000 pb foram submetidos a

eletroforese em gel de agarose a 0,8%.
8.3.2.6 - Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE)

O PFGE foi realizado com as espécies de SCN de maior ocorréncia, e que
foram encontradas na mesma metade mamaria durante o pré-tratamento, 15 e/ou 30
dias pés-parto. As andlises foram realizadas segundo o protocolo modificado de
Mcdougal et al. (2003), a fim de identificar as linhagens bacterianas, e o perfil clonal
dos microrganismos similaridade = 80%. As amostras foram colocadas em caldo BHI
onde cresceram por 24 horas. Em um microtubo previamente pesado, 0,5 mL da
amostra crescida foi centrifugada a 12.000 rpm por 50 segundos. Depois de
desprezado o sobrenadante, o microtubo foi novamente pesado e foram adicionados
300 pl de solugao TE (10mM de Tris, 1mM EDTA [pH 8,0]) mais a diferenca entre o
peso final e inicial em mL. As amostras foram deixadas em banho-maria por 10
minutos a 37°C. Ap6s a homogeneizagdo, foram adicionados 5ul de Lisostafina
(Img/mL em 20mM de acetato de sédio [pH 4,5]) e 300ul de agarose low melt. As
amostras foram vertidas nos moldes para pluges até que solidificassem e, entéo
colocadas em 2mL de solugdo EC (6mM Tris-HCI, 1M NaCl, 100mM EDTA, 0,5%
Brij-58, 0,2% deoxicolato de sdodio), 0,5% laurilsarcosil sédico) e incubadas a 37°C
por pelo menos 4 horas. A solucéo foi retirada e os pluges foram lavados com 2mL
de TE quatro vezes a temperatura ambiente por meia hora. A restricdio do DNA
gendmico foi feita com metade de um plugue, utilizando-se a enzima Smal (Fast
Digest Smal®, Fermentas Life Science, Canada) em 50pl de tamp&o de restricdo. A
eletroforese foi executada em aparelho CHEF-DR Il System® (BioRad Laboratories,
EUA) em gel de agarose a 1% (Pulsed Field Certified Agarose, BioRad Laboratories,
EUA) feito com TBE 0,5X sob as seguintes condi¢cbes de corrida: intervalos de
tempo de pulso de 5 a 40 segundos por 21 horas; em rampa linear; 6V/cm; angulo
de 120°; 14°C; 0,5X TBE como tampao de corrida. Foi utilizado Lambda Ladder PFG
Marker® (New England BioLabs) como marcador molecular. Os géis foram corados
com GelRed® (10.000X em &gua, Biotium, EUA) por 45 minutos, e fotografado sob

transluminacéo UV.
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Todas as andlises genotipicas foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista, Campus
de Botucatu.

9 - Analises Estatisticas

Efetuou-se a confrontacdo das distribuicbes de frequéncia dos casos de
mastite subclinica por meio do Teste do Qui-quadrado. Os valores significativos que
estiveram proximos aos de referéncia de significancia foram ajustados, de acordo
com a correcdo de continuidade de Yates (P=0,05) (SAMPAIO, 1998), e foram
realizados no programa Bioestat verséo 5.3.

Para determinar a similaridade das espécies de Staphylococcus coagulase-
negativos calcularam-se os coeficientes de correlacédo de Dice, com a criacdo dos
dendogramas pelo método UPGMA (Unweighted pair group method artithmetic
averages), por meio do software BioNumerics® (versdo 6.1; Applied Maths, Bélgica).

O teste do Qui-quadrado também foi realizado no programa Statistical
Analisys System (SAS, 2010) para verificar a associacdo entre todas as variaveis
estudadas: espécies de SCN identificadas, presenca dos genes mecA, icaA, icaC,
icaD, bap, bhp, sea, seb, sec, sed, tsst-1, em relacdo aos grupos controle, tratados
com cloxacilina benzatina 100 mg e cloxacilina 50 mg em estrutura nanoparticulada.
Para determinar as relacfes conjuntas entre as variaveis estudadas, realizou-se a
analise de correspondéncia multipla (ACM), no programa STATISTICA verséo 7.0
(STATSFT, 2004; GREENACRE, 2008).
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10 - RESULTADOS E DISCUSSAO

10.1 — Ocorréncias dos SCN e presenga/auséncia de cura

Na Tabela 3 ¢é visualizada a distribuicho das ovelhas nos grupos
experimentais antes da desmama, ou seja, antes do tratamento, como também aos

15 e 30 dias poOs-parto da lactacdo consecutiva.

Tabela 3. Distribuicdo das ovelhas com mastite subclinica por SCN em diferentes
grupos de acordo com a efetivacdo ou ndo do tratamento, antes da
desmama, aos 15 e 30 dias pés-parto.

Grupo

Periodo G1l G2 G3 Total

N % N % N % N %
Antes dadesmama 21 35,0 19 31,7 20 33,3 60 100,0
15 dias pés-parto ~ 16* 444 13* 361 7° 195 36  100,0
30 dias pés-parto ~ 15% 44,1 11* 323 8 236 34  100,0

G1: Grupo de ovelhas que ndo receberam antimicrobiano intramamario; G2: Ovelhas que foram tratadas com antimicrobiano
convencional (100 mg de cloxacilina—benzatina) e G3: grupo de ovelhas que foram tratadas com antimicrobiano
nanoencapsulado (50 mg de cloxacilina-benzatina). Valores com letras diferentes na mesma linha: P < 0,05.

N: nimero de animais.

Todos os animais apresentaram mastite subclinica em pelo menos uma das
metades mamarias, enquanto as outras podiam estar sadias. Verissimo et al. (2010)
relataram ocorréncia de 64,3% de SCN em amostras de leite provenientes de
ovelhas Santa Inés, ocorréncia semelhante a relatada por Pereira et al. (2014). A
elevada ocorréncia destes agentes também foi verificada por diversos autores
(ZAFALON et al., 2013; PEREIRA et al., 2014; SANTANA et al., 2014). SCN também
podem ser isolados em animais portadores de mastite clinica (LUCHEIS et al.,
2010). Estes micro-organismos séo considerados colonizadores da pele do teto, ou
seja, qualquer falha no manejo dos animais pode facilitar a penetracdo na glandula
mamaria, desencadear mastite, alterar os componentes do leite como, aumentar o
pH, aumentar os teores de soro-proteinas, baixar as concentracbes de

imunoglobulinas atrasando o ganho de peso, e aumentar a mortalidade dos
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cordeiros (LAFFRANCHI et al., 2001; LEITNER et al., 2008; VERISSIMO et al.,
2010).

As ovelhas do grupo controle, ndo apresentaram reducdo significativa nos
casos de mastite subclinica no pos-parto em relacdo ao pré-tratamento, ou seja, 0s
mecanismos de defesa da glandula mamaria ndo eliminaram os SCN durante o
periodo seco. A administracdo de antimicrobiano convencional ndo eliminou a nivel
significativo os SCN no pos-parto, ou seja, os SCN podem desencadear mastite nas
ovelhas durante a lactacédo, resultados que podem estar relacionados a inexisténcia
de antimastiticos especificos para pequenos ruminantes, restando na pratica a
utilizacao de produtos especificos para bovinos.

Mello et al. (2008) aplicaram enrofloxacina, via intramuscular no momento da
secagem de ovelhas Santa Inés, e verificaram que o tratamento reduziu
significativamente os sinais clinicos da doenca. Coutinho et al. (2014) aplicaram
antimicrobiano cefalénio anidro, via intramamaria em ovelhas Santa Inés no
momento da secagem e verificaram que aos 20-25 e 40-45 dias de lactacdo, o
namero de metades mamarias com mastite foi menor em relagéo ao grupo controle.
Os autores concluiram que o antimicrobiano utilizado mostrou-se eficiente na
terapia/profilaxia da mastite em ovelhas Santa Inés. A diferenca dos resultados
encontrados pelos autores com o presente estudo pode estar relacionada ao
principio ativo dos antimicrobianos utilizados.

Uma das maneiras ideais de evitar fibrose intralveolar e até mesmo a perda
da funcdo secretoria de leite € o tratamento da mastite subclinica no final da
lactacdo, no momento da secagem. As ovelhas com mastite subclinica no momento
do desmame dos cordeiros, tratadas com antimicrobiano nanoparticulado
apresentaram maior ocorréncia de cura quando comparadas com as ovelhas néo
tratadas (G1) (P=0,0192), provavelmente devido ao mecanismo de acdo do
antimicrobiano nanoparticulado administrado durante a secagem das ovelhas.

As nanoparticulas direcionam os antimicrobianos para os agentes infecciosos,
até mesmo no interior das células fagocitarias, mesmo quando em menor
concentragdo, facilitando sua acg&o, além de diminuir o numero de estirpes
multirresistentes (BRANDAO et al., 2011; UNDERWOOD & EPS, 2012;
TRONCARELLI et al., 2013).
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De acordo com Troncareli et al. (2013) existem poucos relatos da utilizacédo
de nanoestruturas nas areas de producdo e sanidade animal. Lecéroz et al. (2006)
estudaram o efeito in vitro da gentamicina nanoparticulada e relataram a eficiéncia
do antimicrobiano ao ser melhor direcionado para o sitio de acdo da Brucella
melitensis no interior das células fagocitarias.

A utilizacdo do antimicrobiano cloxacilina benzatina nanoparticulado tem se
mostrado eficiente no tratamento da mastite subclinica em ovelhas. Santana et al.
(2014) realizou a aplicacdo de cloxacilina benzatina nanoparticulada durante a
secagem de ovelhas com mastite subclinica e verificaram reducéo significativa no
namero de animais portadores de mastite subclinica durante o p6s-parto.

Trés micro-organismos isolados antes da desmama em ovelhas tratadas com
antimicrobiano convencional (G2) ndo foram recuperados ap0s a estocagem sob
congelamento, o que impossibilitou andlises posteriores para identificacdo da

espécie.

10.2 — Resultados fenotipicos para identificar as espécies de SCN

Dentre as espécies de SCN identificadas Staphylococcus xylosus foi a
espécie de maior ocorréncia nos trés grupos experimentais durante o pré-
tratamento. Resultado semelhante ao encontrado por Radostits et al. (2002), cujos
achados demonstraram que S. xylosus é a espécie mais frequentemente isolada a
partir de casos de mastite subclinica em ovelhas.

Agnol et al. (2013) coletaram amostras de leite de ovelhas e encontraram S.
epidermidis e S. simulans como micro-organismos de maior ocorréncia, resultados
semelhantes aos encontrados no presente estudo, e que mostram a importancia dos
SCN na etiologia da mastite subclinica em ovelhas.

A Tabela 4 apresenta as espécies de SCN isoladas no pré-tratamento,
distribuidas nos trés grupos experimentais, apos a identificagcdo por meio dos testes

bioquimicos.
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Tabela 4. Espécies de Staphylococcus coagulase-negativos isoladas das ovelhas
com mastite subclinica durante o pré-tratamento, identificadas por meio
dos testes bioquimicos.

Grupo Experimental

Espécie de Staphylococcus Gl G2 G3
coagulase-negativos Pré-tratamento

N % N % N %
S. xylosus 6 28,6 6 37,5 3 15,0
S. warneri 4 19,0 2 12,5 1 5,0
S. cohnii 2 9,5 1 6,3 -- --
S. simulans 1 4,8 -- -- 3 15,0
S. hominis 1 4,8 -- -- 2 10,0
S. epidermidis 1 4.8 -- -- -- --
S. saprophyticus - - 1 6,3 -- --
S. capitis - - - -- -- --
N&o identificado* 6 28,6 6 37,5 11 55,0
Total 21 100,0 16 100,0 20 100,0

G1: Grupo controle, G2: Infus&@o de antimicrobiano convencional e G3: infuséo de antimicrobiano nanoencapsulado.
* Espécies ndo identificadas por meio dos testes bioquimicos.
N: nimero de animais.

Dentre as espécies de SCN identificadas Staphylococcus xylosus foi a
espécie de maior ocorréncia aos 15 e 30 dias pos-parto em G1 e G2. Em G3, aos 15
dias pés-parto identificou-se somente S. xylosus, enquanto aos 30 dias pos-parto S.
xylosus, S. cohnii, S. hominis e S. saprophyticus apresentaram a mesma frequéncia
de isolamento.

Por meio dos testes bioquimicos nao foi possivel identificar todas as espécies
de SCN antes do tratamento, 15 e 30 dias pés-parto. De acordo com Onni et al.
(2010), a padronizacdo de um meétodo genotipico para a identificagdo de SCN
isoladas a partir de metades mamarias de ovelhas é essencial para se evitar
discrepancias entre métodos de identificacdo, o que pode ser observado entre as
espécies de SCN identificadas fenotipicamente e genotipicamente.
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As infeccdes causadas pelos SCN vém aumentando com o passar do tempo,
fato este que levou os profissionais a estudarem as espécies existentes, pois estas
sdo responsaveis por diversas patologias em animais, inclusive a mastite.

Os resultados fenotipicos das espécies de SCN identificadas aos 15 e 30 dias

poOs-parto estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Espécies de Staphylococcus coagulase-negativos isoladas de ovelhas
com mastite subclinica aos 15 e 30 dias poés-parto, identificadas por
testes bioquimicos.

Grupo Experimental

Espécie de Gl G2 G3
Staphylococcus 15dias 30dias 15dias 30dias 15dias 30 dias
coagulase- pos- pos- pos- pos- pos- pos-
negativos parto parto parto parto parto parto
N % N % N % N % N % N %
S. xylosus 8 500 6 400 3 231 2 182 4 571 1 125
S. warneri 2 125 3 200 1 77 1 91 - - - -
S. simulans 1 63 3 200 1 7,7 1 91 -- -- -- --
S. cohnii - - - = - - - - - - 1 125
S. hominis - - - = - - - - - - 1 125
S. saprophyticus - - - - - -1 91 - - 1 125
S. capitis - - == = -~ - 1 91 - - - -
Nao identificado* 5 31,3 3 200 8 615 5 455 3 429 4 50,0
Total 16 100,0 15 100,0 13 100,0 11 100,0 7 100,0 8 100,0

G1: Grupo controle, G2: Infusdo de antimicrobiano convencional e G3: infusdo de antimicrobiano nanoencapsulado.
* Espécies nao identificadas por meio dos testes bioquimicos.
N: nimero de animais.

10.3 — Internal Transcribed Spacer (ITS - PCR) para identificar as espécies de
SCN

A Tabela 6 apresenta as espécies de SCN identificadas antes da desmama
em ovelhas com mastite subclinica, distribuidas nos trés grupos experimentais,

identificadas por meio do teste genotipico Figura 2.
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Tabela 6. Espécies de Staphylococcus coagulase-negativos identificadas antes da
desmama em ovelhas com mastite subclinica distribuidas em trés grupos
experimentais.

Espécie Staphylococcus Grupo Experimental
coagulase-negativos Gl G2 G3

N % N % N %
S. warneri 8 38,1 2 12,5 5 25,0
S. simulans 5 23,8 5 31,3 4 20,0
S. xylosus 4 19,0 2 12,5 2 10,0
S. epidermidis 2 9,5 3 18,8 4 20,0
S. lentus 1 4,8
S. caprae 1 4.8
S. haemolyticus 2 12,5
S. hominis 1 5,0
S. cohnii 1 5,0
S. capitis 1 5,0
S. chromogenes 2 12,5 1 5,0
S. auriculares 1 50
Total 21  100,0 16 100,0 20 100,0

G1: Grupo controle, composto de ovelhas que ndo receberam antimicrobiano intramamario; G2: Grupo de ovelhas que foram
tratadas com antimicrobiano convencional (100 mg de cloxacilina—benzatina) e G3: grupo de ovelhas que foram tratadas com
antimicrobiano nanoencapsulado (50 mg de cloxacilina-benzatina). N: nimero de animais.

Antes da desmama, S. warneri prevaleceram em Gl e G3. Em G2, S.
simulans apresentaram maior ocorréncia, seguidos por S. epidermidis. As espécies
de maior ocorréncia no leite de ovelhas com mastite subclinica antes do tratamento,
a secagem estdo em consonancia com as isoladas por outros autores, também em
casos subclinicos (MARTINS, 2013; PILON et al., 2014).

Staphylococcus coagulase-negativos foram isolados do leite de pequenos
ruminantes em varios paises. Ariznabarreta et al. (2002) coletaram amostras de leite
de pequenos ruminantes pertencentes a rebanhos da Espanha e identificaram S.
chromogenes, S. simulans, S. xylosus, e S. epidermidis. Moroni et al. (2007)
coletaram amostras de leite de pequenos ruminantes na lItalia e identificaram S.

epidermidis. Pilip€inova et al. (2010) identificaram S. epidermidis, S. hominis, s.
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chromogenes, S. xylosus, S. warneri e S. capitis como as espécies de SCN isoladas
do leite de ovelhas da Eslovaquia. As espécies identificadas pelos autores condizem
com as identificadas no presente estudo, mostrando que o0s resultados sao os

principais micro-organismos causadores de mastite em pequenos ruminantes.

Figura 2. Produto de Internal Transcribed Spacer (ITS - PCR) em gel de agarose
metaphor 2% para identificar as espécies de Staphylococcus coagulase-
negativos. Legenda: 1 - DNA Ladder; 2 — Controle positivo (ATCC —
Staphylococcus simulans); 3 /4 /7 /8 / 9 / 10: Outras espécies de
Staphylococcus coagulase-negativos; 5/ 6: Staphylococcus simulans.

A Tabela 7 apresenta as espécies de SCN identificadas nas ovelhas aos 15 e
30 dias pés-parto, e identificadas por meio do teste genotipico.

Aos 15 e 30 dias p6s-parto S. warneri permaneceu como a espécie de maior
ocorréncia em G1 e G3, neste ultimo mesmo apds o tratamento no final da lactacéo
anterior. Em G2 aos 15 dias pos-parto, S. simulans foi a espécie de maior
ocorréncia, assim como antes do tratamento.

Staphylococcus coagulase-negativos representam o maior componente da
microbiota cutanea e por viverem em equilibrio com esse ecossistema foram
descritos como micro-organismos avirulentos. Durante a Ultima década, houve um
progresso na identificacdo de género, espécies e subespécies de patdgenos,

permitindo aos clinicos identificarem as variedades de SCN presentes em amostras
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clinicas e os implicaram como agentes etiologicos de uma séria de processos

infecciosos, sendo considerado um dos principais patdgenos isolados de metades

mamarias de animais portadores de mastite (BONNA et al., 2007; PARADIS et al.,

2010).

Tabela 7. Espécies de Staphylococcus coagulase-negativos identificadas de ovelhas
tratadas e ndo tratadas aos 15 e 30 dias pds-parto apds o tratamento
contra a mastite antes da desmama.

Grupo experimental

Gl G2 G3
Espécie . . . . . .
15dias 30dias 15dias 30dias 15dias 30 dias
Staphylococcus i ] ] ] ] ]
_ pos- pos- pos- pos- pos- pos-
coagulase-negativos
parto parto parto parto parto parto
N % N % N % N % N % N %
S. warneri 4 250 6 400 1 7,7 2 182 2 28,6 4 50,0
S. xylosus 3 188 1 6,7 - -1 91 1 143 - -
S. epidermidis 2 125 1 6,7 2 154 - - 1 143 - -
S. cohnii 1 63 1 6,7 1 7,7 1 91 - - 1 125
S. haemolyticus 2 125 1 6,7 - - - - - - - -
S. simulans 1 63 2 130 4 308 1 91 - - 1 125
S. hominis 1 6,3 2 130 - - - - 1 14,3 - -
S. saprophyticus 1 63 - - - - - - 1 143 - -
S. capitis 1 63 1 6,7 1 7,7 2 18,2 - - - -
S. lentus - - - - 1 77 1 91 - - - -
S. caprae - - - - 1 7,7 1 91 - - - -
S. schleiferi schleiferi - - - - 1 7,7 - - 1 14,3 - -
S. sciuri sciuri - - - - 1 7,7 - - - - 1 125
S. cohnii cohnii - - - - - -1 91 - - - -
S. chromogenes - - - - - -1 91 - - 1 125
Total 16 100 15 100 13 100 11 100 7 100 8 100

G1: Grupo controle, composto de ovelhas que ndo receberam antimicrobiano intramamario; G2: Grupo de ovelhas que foram
tratadas com antimicrobiano convencional (100 mg de cloxacilina—benzatina) e G3: Ovelhas que foram tratadas com

antimicrobiano nanoencapsulado (50 mg de cloxacilina-benzatina).

N: nimero de animais.
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O isolamento de SCN nao esta restrito apenas a bovinos ou ovinos. Laffranchi
et al. (2001) coletaram amostras de leite durante o pds-parto de vacas primiparas e
verificaram maior ocorréncia de SCN. Os autores observaram que as infeccdes
persistiram e, a0 mesmo tempo, ocorreram novas infec¢cdes ao longo de todo o
experimento, e verificaram que existe uma tendéncia dos SCN persistirem na
glandula mamaria, independente do periodo da infeccdo. Resultados semelhantes
aos encontrados no presente estudo, pois foram isoladas diversas espécies de SCN
aos 15 e 30 dias pds-parto, mostrando que esses micro-organismos estdo cada vez

mais presentes na glandula mamaria dos animais, desencadeando mastite.

10.4 — Deteccao dos genes de viruléncia

10.4.1 — Gene mecA responsavel pelaresisténcia a oxacilina

Nenhuma das espécies de SCN identificadas apresentou o gene mecA,
relacionado com a resisténcia a oxacilina, conforme mostra a Figura 3, o que condiz
com relatos de outros autores. Franca et al. (2012) coletaram amostras de leite de
ovelhas com mastite, e ndo encontraram nenhuma estirpes de SCN portadora do
gene mecA. Silva et al. (2012) ndo encontraram o0 gene mecA em nenhuma estirpe
de SCN isolada do leite de ovelhas sadias e com mastite subclinica. De acordo com
Omni et al. (2010), espécies de SCN isoladas de ovelhas, e resistentes a oxacilina
sdo incomuns na medicina veterinaria, relatos que condizem com os resultados
encontrados no presente estudo.

Alguns principios podem justificar o 100% de auséncia do gene mecAcomo,
por exemplo, mecanismos de resisténcia a oxacilina distintos, néo relacionados com
a expressdo do mecA podem estar presentes (ZAFALON et al., 2012). A presenca
de genes mecA homodlogos ou outras classes de Penicillin-binding proteins pode
estar relacionada aos mecanismos de resisténcia a oxacilina (MENDONCA et al.,
2012).

As ovelhas utilizadas no presente estudo ndo sédo destinadas exclusivamente

a producdo de leite, o0 que as tornam menos susceptiveis aos micro-organismos



38

causadores de mastite, 0 que leva ao uso menos frequente de antimicrobianos, e

consequentemente menor resisténcia.

Figura 3. Produto de PCR em gel de agarose metaphor 2% para identificar as
espécies de Staphylococcus coagulase-negativos portadoras do gene
mecA. Legenda: 1 - DNA Ladder; 2 — Controle positivo (ATCC — controle
positivo); 3 - Controle negativo (ATCC — controle negativo); 4/5/6/7 /8
/9/10/11/12 — amostras negativas para o gene mecA.

10.4.2 — Genes sea, seb, sec, sed e tsst-1, responsaveis pela producao de

enterotoxinas e toxina da sindrome do choque téxico

Na Tabela 8 consta a distribuicdo do gene sec em espécies de SCN antes do
tratamento, assim como aos 15 e 30 dias pos-parto. Dentre 0s genes sea, seb, sec,
sed e tsst-1, o sec foi 0 unico identificado, conforme mostra a Figura 4.

A ndo comprovacgdo dos demais genes codificadores de proteinas associados
a producédo de enterotoxinas pode estar relacionada ao fato das amostras serem
provenientes de ovelhas com mastite subclinica. Segundo Bezek & Hull (1995), os
micro-organismos isolados de animais portadores de mastite clinica apresentam com
maior capacidade de viruléncia, quando comparados com micro-organismos

isolados de quadros de mastite subclinica, quando estudada na espécie caprina.



39

Salienta-se, entretanto, que ndo foram encontrados trabalhos que justificassem essa

analogia entre ovelhas e cabras.

1 220304 %586 81 81 8 LA0IIRG WINiheel 55168 47418" 19 20

Figura 4. Produto de PCR em gel de agarose metaphor 2% para identificar as
espécies de Staphylococcus coagulase-negativos portadoras do gene
sec. Legenda: 1 - DNA Ladder; 2 — Controle positivo (ATCC — controle
positivo); 4 Controle negativo (ATCC — controle negativo); 3 até 16 / 18 /
20 — amostras positivas para 0 gene sec; 17 e 19 - amostras negativas
para o gene sec.

Na literatura ndo ha relatos relacionando estirpes de SCN com genes
responsaveis pela producdo de enterotoxinas ou toxina da sindrome do choque
toxico com taxas de cura da mastite em ovelhas, mas sim com os riscos a saude
publica devido ao consumo de leite contaminado com micro-organismos produtores
de enterotoxinas e toxina da sindrome do choque téxico (NADER FILHO et al., 2007,
MARIANO et al., 2007).
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Tabela 8. Distribuicio do gene sec em Staphylococcus coagulase-negativos
identificados na desmama, ou seja, pré-tratamento, e aos 15 e 30 dias
poés-parto da lactacao seguinte.

sec
Espécie Gl G2 3
N % N % N %
Pré-tratamento

S. warneri 60,0 - - 1 33,3

S. simulans 3 30,0 1 50,0 - -

S. xylosus 1 10,0 - - 1 33,3

S. epidermidis - - 1 50,0 - -

S. chromogenes - - - - 1 33,3

15 dias poOs-parto

S. warneri 2 100,0 - - 1 50,0

S. simulans - - 1 100,0 - -

S. epidermidis - - - - 1 50,0

30 dias pdés-parto

S. warneri 2 50,0 1 25,0 4 57,1

S. epidermidis 1 25,0 - - 1 14,3

S. simulans 1 25,0 - - 1 14,3

S. cohnii cohnii - - 1 25,0 - -

S. lentus - - 1 25,0 - -

S. xylosus - - 1 25,0 - -

S. sciuri sciuri - - - - 1 14,3

Gl

antimicrobiano nanoencapsulado (50 mg de cloxacilina-benzatina).

: Grupo controle, composto de ovelhas que ndo receberam antimicrobiano intramamario; G2: Grupo de ovelhas que foram
tratadas com antimicrobiano convencional (100 mg de cloxacilina—benzatina) e G3: grupo de ovelhas que foram tratadas com

N: nimero de animais.
sec gene codificador de proteina responséavel pela producédo de enterotoxina C.

10.4.3 — Genes icaA, icaC, icaD, bap e bhp responsaveis pela producédo de

bi

ofilme.
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Na Tabela 9 sdo apresentadas as distribuicbes dos genes codificadores de
proteinas associados a formacao de biofilme icaC, icaD e bap dentre as espécies de
SCN identificadas nas amostras de leite coletadas na desmama, conforme mostra a
Figura 5.

A producdo de biofilmes pode colaborar com a manutencdo de SCN no
interior da glandula mamaria. Ela pode ser codificada pelos genes icaA, icaC, icaD,
bap e bhp. Todos as espécies de SCN estudadas foram negativas para os genes
icaA e bhp. Entretanto, o gene icaC estava presente em SCN isolados em ovelhas
de G1 e G3, enquanto o gene icaD e bap foram encontrados em SCN isolados de
ovelhas distribuidas nos trés grupos. Segundo Arciola et al. (2005), os genes do
operon ica sdo responsaveis por sintetizarem a producao de proteinas associadas a
formacao de biofilme. Estirpes de SCN portadoras dos genes ica podem codificar
proteinas associadas a biofilmes, que levam a dificuldade na cura da metade
mamaria, apos o tratamento. De acordo com Cucarellas et al. (2004), estirpes de S.
aureus bap positivas, mesmo com inativacdo ou auséncia do operon ica continuaram
a apresentar sintese de biofilme in vitro, tornando-se de 10 a 1000 vezes mais
resistentes aos antimicrobianos quando comparadas com as células livres
(AMORENA et al., 1999).
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Figura 5. Produto de PCR em gel de agarose metaphor 2% para identificar as
espécies de Staphylococcus coagulase-negativos portadoras do gene
icaC. Legenda: 1 - DNA Ladder; 2 — Controle negativo (ATCC — controle
negativo); 3 - Controle positivo (ATCC - controle positivo); 4/5/8/9/ 11
/13/14/15/ 16/ 17/ 18 — amostras positivas para o gene icaC; 6/ 7 /
10/ 12/ 19 — amostras negativas para o gene icaC.
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Tabela 9. Distribuicdo dos genes icaC, icaD e bap nas espécies de SCN
identificadas na desmama de ovelhas com mastite subclinica
imediatamente antes do periodo seco.

icaC icaD bap
Espécie N % N % N %
Gl

S. epidermidis 1 33,3 2 33,3 - -

S. xylosus 1 33,3 - - 1 100,0

S. simulans 1 33,3 1 17,0 - -

S. warneri - - 3 50,0 - -

G2

S. xylosus - - - - 1 100,0

S. simulans - - 1 50,0 - -

S. warneri - - 1 50,0 - -

G3

S. epidermidis 1 33,3 - - 1 100,0

S. simulans 2 67,0 3 37,5 - -

S. warneri - - 4 50,0 - -

S. chromogenes - - 1 12,5 - -

G1: Grupo controle, composto de ovelhas que ndo receberam antimicrobiano intramamario; G2: Grupo de ovelhas que foram
tratadas com antimicrobiano convencional (100 mg de cloxacilina—benzatina) e G3: grupo de ovelhas que foram tratadas com

antimicrobiano nanoencapsulado (50 mg de cloxacilina-benzatina).
icaC, icaD e bap: genes codificadores de proteinas responséaveis pela pela formagao do biofilme.

encontram-se na Tabela 10.

As distribuicbes dos genes icaA, icaC e icaD aos 15 e 30 dias poés-parto

Marques et al. (2013) investigaram a producéo de slime em estirpes de SCN

isolados do leite de vacas, e constataram que 74,5% dos isolados eram produtores

de slime, porém 4,1% eram portadores do gene icaA e 8,3% do gene icaD. Os

autores concluiram gue o slime facilita a adesédo dos Staphylococcus spp. ao tecido

do hospedeiro e a agregacgdo célula-célula, favorecendo a formacdo de biofilme, e

dificultando a eliminagdo dos micro-organismos.
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Tabela 10. Distribuicdo dos genes icaA, icaC e icaD em espécies de SCN
identificados aos 15 e 30 dias pos-parto em ovelhas pertencentes aos
trés grupos experimentais.

icaA icaC
1?)(;155 30 dias poés- 15 dias p6s- 30 dias p6s- 15 dias pés- 30 dias pés-
Espécies parto parto parto parto Parto parto
N % N % N % N % N % N %
Gl

S. haemolyticus 1 50,0 1 50,0 2 28,6 1 11,1 2 25,0 1 7,7

S. xylosus 1 50,0 - - 3 429 1 11,1 3 38,0 1 7,7

S. hominis - - - - 1 14,3 1 13,0 1 7,7

S. warneri - - - - 1 14,3 4 44,4 1 13,0 6 46,0

S. epidermidis - - - - - - 1 11,1 1 13,0

S. simulans - - - - - - 1 11,1 - - 2 15,0

S. capitis - - 1 50,0 - - - - - - 1 7,7

S. cohnii - - - - - - 1111 - - 1 7,7

S. cohnii cohnii - - - - - - - - - - - -

S. lentus - - - - - - - - - - - -

G2

S. haemolyticus - - - - - - - - - - - -

S. xylosus - - - - - - 1 20,0 - - 1 17,0

S. hominis - - - - - - - - - - R -

S. warneri - - - - 1 25,0 1 20,0 - - 1 17,0

S. epidermidis - - - - 2 50,0 - - 2 67,0 - -

S. simulans - - - - 1 25,0 1 20,0 1 33,0 1 17,0

S. capitis - - - - - - - - - - 2 33,3

S. cohnii - - - - - - - - - -

S. cohnii cohnii - - - - - - 1 20,0 - - 1 17,0

S. lentus - - - - - - 1 20,0 - - - -

G3

S. haemolyticus - - - - - - - - - - - -

S. xylosus - - - - - - - - - - - -

S. hominis - - - - - - - - - - - -

S. warneri - - - - 1 50,0 3 75,0 1 50,0 3 60,0

S. epidermidis - - - - 1 50,0 - - 1 50,0 - -

S. simulans - - - - - - 1 25,0 - - - -

S. capitis - - - - - - - - - - - -

S. cohnii - - - - - - - - - - - -

S. cohnii cohnii - - - - - - - - - - - -

S. lentus - -

S. chromogenes - - - - - - - - - - 1 20,0

S. sciuri sciuri - - - - - - - - - - 1 20,0

G1: Grupo controle, composto de ovelhas que n&o receberam antimicrobiano intramamario; G2: Grupo de ovelhas que foram
tratadas com antimicrobiano convencional (100 mg de cloxacilina—benzatina) e G3: grupo de ovelhas que foram tratadas com
antimicrobiano nanoencapsulado (50 mg de cloxacilina-benzatina). icaA, icaC e icaD: genes codificadores de proteinas
responsaveis pela formacao do biofilme.
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Staphylococcus coagulase-negativos identificados aos 15 e 30 dias pds-parto
da lactacdo consecutiva ndo apresentaram o0 gene bap. O gene icaA esteve
presente em trés espécies estafilococicas isoladas no leite de ovelhas de G1,
enquanto os genes icaC e icaD foram encontrados em um maior nimero de
espécies em todos os grupos experimentais. O relato da presenca do gene icaA aqui
relatada difere dos resultados de (MARTINS, 2013). Ergun et al. (2012) investigaram
amostras de leite de ovelhas com mastite subclinica e relataram 60,0% de SCN
portadores do gene icaD. Pereira (2010) trabalhou com 100 amostras
Staphylococcus spp. e encontrou 15% de positividade para os genes icaA e icaD.

Os resultados obtidos mostraram que varias espécies de SCN séo portadoras
de pelo menos um gene codificador de proteina responsavel pela formacédo de
biofilme, resultado semelhante ao encontrado por Goncalves et al. (2014). Nos trés
periodos foram encontradas espécies de SCN portadoras de genes codificadores de
proteinas responsaveis pela formacdo de biofilme, o que pode comprometer os
tratamentos realizados, pois os biofilmes séo capazes de manter protegidos os SCN.

10.5 - Relacéo de cura e ndo cura com os fatores de viruléncia

Na tabela 11 sdo apresentados os resultados de deteccdo de SCN e genes
de fatores de viruléncia em ovelhas curadas e ndo curadas aos 15 e 30 dias pos-
parto.

No grupo de animais nao tratados, seis ovelhas em cujas metades mamarias
foram isolados S. warneri antes da desmama com genes de fatores de viruléncia,
permaneceram com mastite subclinica na lactacdo seguinte. Destas, trés eram
portadoras do gene sec, enquanto as demais foram portadoras concomitantemente
dos genes icaD e sec. Duas ovelhas sem tratamento com isolamento de S.
epidermidis antes da desmama ndo apresentaram recuperacao espontanea aos 15 e
30 dias pOs-parto, uma das quais cujo micro-organismo apresentou o gene icaD,

enquanto a outra apresentou concomitantemente os genes icaC e icaD.
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Tabela 11. Espécies de SCN identificadas no desmame e seus genes de fatores de
viruléncia identificados em metades mamarias curadas e nao curadas.

Antes da desmama 15 dias pos-parto 30 dias pos-parto
Espécie Genes Genes Cura’ Genes Cura Reinfecgéo®
Gl
sec - - - - -
sec - + - + -
S. simulans icaCD/sec - + - + -
- - - icaD/sec - -
- - + - + -
bap - - - - -
icaClsec - + - + -
S. xylosus
- - + - + -
sec - - - - -
sec - - - - -
sec - - icaD - -
icaD/sec - - - - -
S. warneri -
icaD/sec - - - - -
icaD/sec - - - - -
- - - icaD - -
icaCD - - - - -
S. epidermidis - -
icaD - - icaC/sec - -
S. lentus - - + - + -
G2
icaD - - - - -
sec - + - + -
S. simulans - - - - - -
- - + - + -
icaD - + - - +
S. warneri
- - + - + -
bap - + - - +
S. xylosus
- - + - + -
sec - - - - -
S. epidermidis - icaCD - - - -
- - + - + -
- - + - - +
S. chromogenes
- - + - + -
- - + - - -

S. haemolyticus
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continuagédo da tabela 11.

G3

bap - + - +
icaC - - - -

S. epidermidis
+ +
+ +
icaD - + - +
icaD/sec - + - +
S. warneri icaD - - - -
icaD - + - +
icaCD/sec - - -
icaD - - - -
icaCD - + - +

S. simulans

icaCD - + - +
+ +
S. xylosus sec - + - +
+ +
S. chromogenes icaD/sec - + - +
S. cohnii - - + B 4
S. capitis - - + - +

G1: Grupo de ovelhas sem tratamento com antimicrobiano intramamario; G2: Grupo de ovelhas tratadas com antimicrobiano
convencional; e G3: ovelhas tratadas com antimicrobiano nanoencapsulado. *Cura: ovelhas curadas (auséncia de micro-
organismos, em conjunto com CCC < 2,5 x 10° células / mL de leite e/lou CMT negativo). *Reinfec¢éo: animais curados com 15
dias pos-parto, e que apresentaram mastite subclinica 30 dias pos-parto. “+” = Ocorréncia, “-“ = Nao ocorréncia.

Em G2, metades mamarias infectadas por S. simulans cujo gene icaD foi
identificado e por S. epidermidis portador do gene sec ndo foram curadas apés o
tratamento da mastite subclinica, conforme andlises na reavaliagdo das metades
mamarias aos 15 e 30 dias pos-parto. Trés ovelhas apresentaram reinfeccédo aos 30
dias poés-parto, mesmo com o tratamento anterior com 100 mg de cloxacilina—
benzatina (G2). Dessas, uma apresentou S. warneri portador do gene icaD, outra
apresentou S. xylosus portador do gene bap e a seguinte apresentou S.
chromogenes sem ocorréncia de fatores de viruléncia no pré-tratamento. De acordo
com Rasmussen & Givskov (2006), bactérias no interior dos biofilmes sofrem menor
acdo dos neutrofilos, facilitando a multiplicagdo bacteriana por longos periodos.
Consequentemente pode haver ineficiéncia do antimicrobiano. Ovelhas que
apresentam estirpes de SCN portadoras de genes associados a formacdo de

biofilme, durante o pré-parto, podem permanecer com mastite subclinica durante o



47

periodo seco e na proxima lactacdo caso haja a formacéo do biofilme, uma vez que
a presenca de genes nao necessariamente esté vinculada a esta formacéo.

Nas ovelhas tratadas com antimicrobiano nanoparticulado, os casos com
auséncia de cura aos 15 e 30 dias pés-parto foram de metades mamarias infectadas
por S. epidermidis, S. warneri e S. simulans. Houve presenca no pré-tratamento do
gene icaC na ovelha infectada por S. epidermidis e do gene icaD nas ovelhas
infectadas por S. warneri e S. simulans. A maioria das ovelhas tratadas a desmama
(G2 e G3) que ndo apresentaram cura da mastite subclinica aos 15 e 30 dias pés-
parto, foram portadoras dos genes do locus ica, que codifica a sintese de biofilme
(O’'Toole, 2000). A produgdo de fatores de viruléncia ndo foi investigada e a
presenca dos genes nao significa que estes fatores seriam produzidos pelos micro-
organismos. Porém, estudos sobre a capacidade de SCN em casos de mastite
subclinica permanecer na metade mamaria ovina, mesmo apdés 0 tratamento
intramamario, podem colaborar com informacdes relativas a epidemiologia da

doenca e contribuir com a adoc¢do de medidas de controle futuras.

10.6 — Caracterizacdo molecular por meio do PFGE

A figura 6 mostra o gel resultante da analise de PFGE, e as figuras 7, 8, 9 e
10 apresentam as tipagens moleculares por PFGE das espécies de SCN
encontradas na mesma metade mamaria no pré-tratamento e 15 dias pds-parto.
Estas espécies permaneceram ou ndo na mesma metade mamaria até os 30 dias

pos-parto.



48

-
-
—
Eand
—
o
el

Figura 6. Gel resultante da analise de PFGE corados com GelRed® e fotografado
sob transluminacdo UV. Amostras: A/ B / C — DNA Ladder; 1 a 12 —
cepas de Staphylococcus coagulase-negativos.

10.6.1 — Staphylococcus warneri

A tipagem molecular foi realizada com 33 isolados de S. warneri identificadas
nos trés grupos experimentais, durante o pré-tratamento aos 15 e 30 dias pos-parto,
uma estirpe ndo possivel de ser tipada (Figura 7). A Tabela 12 mostra clones
revelados na mesma metade mamaria em coletas e lactacdes diferentes em duas
ovelhas. A ovelha 1377D (G1) ndo apresentou cura da mastite subclinica aos 30
dias pés-parto, e foi revelado clone o mesmo S. warneri com o gene sec identificado
no pré-tratamento e aos 30 dias poOs-parto, aos 15 dias po6s-parto foi identificada
outra estirpe de SCN. A ovelha 28D (G3) ndo apresentou cura da mastite subclinica
aos 15 pos-parto, e S. warneri identificado no pré-tratamento e S. warneri portador
concomitantemente dos genes icaC, icaD e sec aos 15 dias poés-parto, foram
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similares. A auséncia de cura da mastite subclinica pode estar relacionada com a
presenca dos genes responsaveis pela producdo de proteinas associadas a
formacdo de biofilme e producdo de enterotoxinas. As bactérias no interior dos
biofilmes ficam protegidas contra os mecanismos de defesa do organismo e sofrem

menor acdo dos antimicrobianos, conforme ja mencionado anteriormente.

Tabela 12. Caracteristicas dos clones de S. warneri identificados no pré-tratamento,
15 e/ou 30 dias pés-parto de ovelhas ndo curadas da mastite subclinica,
e seus fatores de viruléncia.

Numero Coletas
Grupo : . .
Animal  Grupos de Pré- 15 dias 30 dias
clonal _ ) )
isolados tratamento pos-parto poOs-parto
A 1377 D Gl 2 1 (sec) - 1
C 28D G3 2 1 1 (sec/icaCD) -

A/ C: Grupos clonais. G1: Grupo de ovelhas sem tratamento com antimicrobiano intramamério e G3: ovelhas tratadas com
antimicrobiano nanoencapsulado. sec: genes que codificam as protetinas responsaveis pela producdo da enterotoxina C.
icaCD: genes que codificam as protetinas responsaveis pela producéo de biofilme. “-“ = Ndo ocorréncia.

Na coleta realizada durante o pré-tratamento, foram encontrados dois clones
de S. warneri, ambos portadores dos genes sec e icaD e pertencentes ao G1. Aos
15 dias poés-parto, duas estirpes isoladas no leite das ovelhas 43D (G3) e 14D (G1)
foram considerados clones, ambas negativas para fatores de viruléncia. Aos 30 dias
pos-parto, foram encontradas trés estirpes clones, provenientes das ovelhas 14D
(G1), 12E (G3) e 28E (G3), duas delas portadoras dos genes sec, icaC e icaD e uma
portadora do gene icaD. Segundo Pilipinova et al. (2010), a ampla disseminagao de
cepas homologas de SCN pode estar relacionada a sua afinidade por pele e
mucosas, 0 que elucidaria o perfil clonal entre S. warneri isolados de leite de ovelhas
na Eslovaquia, semelhante a encontrada no pré-parto aos 15 e 30 dias pds-parto no

presente trabalho.
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Animal bap Collections Enterotoxin Group ica  Species
Pré-tratamento  seC Gl icaD  S. warneri
30 dias pos-parto G1 S. warneri
Pré-tratamento  seC Gl S. warneri
15 dias pds-parto G2 icaC  S. warneri
15 dias pds-parto Gl S. warneri
30 dias pos-parto  seC G2 icaCD S. warneri
" 15 dias pds-parto seC Gl icaCD S. warneri
30 dias pos-parto  seC Gl icaCD S. warneri
Pré-tratamento Gl S. warneri
0 30 dias pos-parto Gl icaCD S. warneri
Pré-tratamento G3 icaD  S. warneri
3 Pré-tratamento  seC 6 G1 icaD  S.warneri
5 30 dias pos-parto  seC 8G3 icaCD S. warneri
5 30 dias pos-parto 6G1 icaD  S.warneri
B 5 30 dias pos-parto seC 8G3 icaCD S. warneri
%0 3Pré-tratamento  seC 6G1  icaD S.warneri
425 937 415 dias pos-parto G3 S. warneri
30 dias pos-parto  seC G3 icaC  S. warneri
—] 415 dias pds-parto G1 S. warneri
30 dias pos-parto  seC Gl icaCD S. warneri
15 dias pds-parto seC G3 icaCD S. warneri
Pré-tratamento G3 S. warneri
15 dias pds-parto Gl S. warneri
Pré-tratamento  seC G3 icaD S. warneri
Pré-tratamento G2 S. warneri
Pré-tratamento 7G2 icaD  S. warneri
30 dias pos-parto 7G2 S. warneri
Pré-tratamento  seC Gl S. warneri
MN 6. 30 dias pos-parto  seC G3 icaD S. warneri
1431 E Pré-tratamento G1 S. warneri
11E Pré-tratamento G3 icaD  S. warneri
30E Pré-tratamento G3 icaD S. warneri
42E * 30 dias pos-parto Gl icaCD S. warneri

Figura 7. Dendrograma gerado pela analise Dice/lUPGMA (Bionumerics, Applied

Maths) dos perfis PFGE — Smal dos 33 isolados de Staphylococcus
warneri (similaridade = 80%), encontrados no pré-tratamento, 15 e 30 dias
pdos-parto, nos trés grupos experimentais.

D: metade mamaria direita. E: metade mamaria esquerda.

*. ovelha submetida ao segundo periodo de coleta, na segunda estacdo
de monta. 1 / 2; clones bacterianos encontrados na mesma metade
mamaria em coletas diferentes. 3: clones bacterianos encontrados
durante o pré-tratamento. 4: clones bacterianos encontrados aos 15 dias
pds-parto. 5: clones bacterianos encontrados aos 30 dias pds-parto. 6:
clones bacterianos encontrados em G1. 7: clones bacterianos
encontrados em G2. 8: clones bacterianos encontrados em G3. A/ B/ C:
Grupos clonais.
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Em G1, foram encontradas trés estirpes clones provenientes das ovelhas
14D, 10E e 51D, sendo duas delas portadoras dos genes sec e icaD e uma
portadora do gene icaD. Duas estirpes provenientes das ovelhas 176E e 42E,
ambas pertencentes ao G2 séo clones, sendo uma portadora do gene icaD e uma
negativa para os fatores de viruléncia estudados. Ja em G3, outras duas estirpes
provenientes das ovelhas 12E e 28E séao clones, ambas portadoras dos genes sec,
icaC e icaD. Os trés grupos experimentais tiveram pelo menos uma estirpe portadora
do gene icaD, resultados inferiores aos encontrados por Ergin et al. (2012), ao
coletarem amostras de leite de ovelhas com mastite subclinica e relatarem 60,0% de
SCN portadores do gene icaD. De acordo com estes autores, os biofilmes ajudam os
Staphylococcus spp. a aderirem e colonizarem o epitélio da glandula mamaria,
melhorando a sobrevivéncia neste ambiente.

Quando os 33 perfis de S. warneri foram agrupados entre si, revelaram-se
trés grupos clonais (A / B/ C). O grupo clonal A, composto por nove estirpes de S.
warneri sendo trés isoladas durante o pré-tratamento, uma portadora dos genes sec
e icaD, uma portadora do gene sec e uma negativa para os fatores de viruléncia
estudados. Trés estirpes isoladas aos 15 dias pés-parto, sendo uma portadora dos
genes sec e icaCD, uma portadora do gene icaC e uma negativa para oS genes
estudados. Trés estirpes isoladas aos 30 dias pés-parto, sendo duas portadora
concomitantemente dos genes sec e icaCD e uma negativa para 0S genes
estudados.

O grupo clonal B, composto por oito estirpes de S. warneri sendo duas
isoladas no pré-tratamento, ambas portadoras concomitantemente dos genes sec e
icaD, duas isoladas aos 15 dias pOs-parto e negativas para os fatores de viruléncia
estudados, e quatro isolados aos 30 dias pés-parto, sendo duas portadoras
concomitantemente dos genes sec e icaCD, duas portadoras dos genes icaCD, uma
portadora do gene icaC e uma portadora do gene icaD. O grupo clonal C, composto
por sete estirpes de S. warneri sendo quatro isoladas no pré-tratamento, onde uma é
portadora concomitantemente dos genes sec e icaD, uma portadora do gene icaD e
uma negativa para os fatores de viruléncia estudados. Duas estirpes isoladas aos 15
dias pds-parto, sendo uma portadora dos genes sec e icaD e uma negativa para 0s
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genes pesquisados. Uma estirpe negativa para os fatores de viruléncia estudados,
isolada aos 30 dias pés-parto.

A diversidade clonal de S. warneri encontrada no presente estudo pode estar
relacionada ao ato de mamar dos cordeiros, pois durante a mamada ocorre a
remocao do tampédo de queratina, tornando o esfincter flacido e mais vulneravel a
entrada de micro-organismos no canal do teto e na glandula mamaria.

A diversidade clonal de cepas causadoras de mastite em ovelhas, néo
restringe apenas a SCN. Almeida (2009) encontrou quatro perfis clonais distintos de
S. aureus isolados de ovelhas portadoras de mastite clinica e subclinica. Verificou
gue cinco isolados de S. aureus pertencem ao mesmo grupo clonal, e sé&o
provenientes de ovelhas portadoras de mastite subclinica. Concluiu que uma
consideravel proporcdo dos casos de mastite deve-se a ocorréncia cada vez mais
frequente de linhagens genomicamente diversificadas e portadoras de multiplos
fatores de viruléncia, o que pode ser confirmado pela diversidade de genes de

viruléncia encontrados no presente estudo.

10.6.2 — Staphylococcus simulans

O dendrograma a seguir representa o perfil clonal dos S. simulans
identificados durante o pré-tratamento, 15 e 30 dias poOs-parto, nos trés grupos
experimentais (Figura 8).

Na Tabela 13 pode ser visualizado clones de S. simulans na mesma metade
mamaria em coletas e lactacdes diferentes em duas ovelhas pertencentes ao G2,
uma estirpe nao foi tipada. A ovelha 688E n&o apresentou cura da mastite subclinica
aos 15 dias poOs-parto, porém S. simulans isolados no pré-tratamento e aos 15 dias
pos-parto, ambos negativos para os fatores de viruléncia, sdo considerados clones.
A ovelha 5863E também n&o apresentou cura da mastite subclinica aos 15 dias pos-
parto, e foi revelado clone entre S. simulans portador do gene icaD isolado no pré-

tratamento e aos 15 dias pés-parto.
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PFGE PFGE
Animal bap Collections Enterotoxin Group ica Species
! | S 20D Pré-tratamento G2 S. simulans
i ' 0 aam 50 Pré-tratamento G3 S. simulans
L s e s E} , 15dias pés-parto G2 S. simulans
| : 688 E Pré-tratamento G2 S. simulans
o : 133E  3Prétratamento seC G1 S. simulans
B 857 65E 3 Pré-tratamento G2 S. simulans
e | MN 6. 30 dias pds-partseC G3 icaC S.simulans
43D Pré-tratamento seC G2 S. simulans
o 5368 E 15 dias pés-parto G2 S. simulans
5863 E 2 15 dias pés-parto 6 G2 S. simulans
5863 E Pré-tratamento 6 G2 icaD S.simulans
56 E 15 dias pés-parto G1 S. simulans
1228D Pré-tratamento seC G1 S. simulans
B 43D Pré-tratamento G3 icaD S. simulans
593D 15 dias pés-parteeC G2  icaCDS. simulans
. 593D 30 dias pos-parto G2  icaCDS. simulans
I 42D Pré-tratamento seC G1 icaCDS. simulans
R ..a..‘ 5939 E Pré-tratamento G1 S. simulans
i " 1339E 3 Pré-tratamento 7 G3  icaCDS. simulans
, | MN 116 D 3 Pré-tratamento 7G3  icaCDS. simulans

0 N 133D “30dias pos-parto 5G1 icaCDS. simulans
TP o0 ‘sodaspospatseC S G1 o icaD S. simulans

Figura 8. Dendrograma gerado pela andlise Dice/lUPGMA (Bionumerics, Applied
Maths) dos perfis PFGE — Smal dos 22 isolados de Staphylococcus
simulans (similaridade = 80%), encontrados no pré-tratamento, 15 e 30
dias pOs-parto, nos trés grupos experimentais.
D: metade mamaéria direita. E: metade mamaria esquerda.
1 / 2: clones bacterianos encontrados na mesma metade mamaria. 3:
clones bacterianos encontrados no pré-parto. 4: clones bacterianos
encontrados aos 30 dias pds-parto. 5: clones bacterianos encontrados em
G1. 6: clones bacterianos encontrados em G2 e 7: clones bacterianos
encontrados em G3. A/ B/ C: Grupos clonais.

Aos 15 dias poés-parto ndo foram encontrados clones de S. simulans, o que
leva a hipétese de que estirpes presentes no interior da metade mamaria tenham
sido eliminadas pelos mecanismos de defesa da glandula mamaria ou pelos
antimicrobianos utilizados no momento da secagem dos animais. Ap6s os 15 dias
pbs-parto, estirpes clones de SCN presentes na pele do teto podem ter penetrado na
metade mamaria, levando ao isolamento de clones de S. simulans aos 30 dias pos-
parto, uma vez que SCN sao designados como “microbiota oportunista de pele e
teto” (TRINDAD et al., 1990).
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Tabela 13. Caracteristicas dos clones de S. simulans identificados no pré-
tratamento, 15 e/ou 30 dias pos-parto de ovelhas ndo curadas da
mastite subclinica, e seus fatores de viruléncia.

NUumero Coletas

Grupo clonal  Animal  Grupo de Pré- 15 dias 30 dias
isolados  tratamento pds-parto pds-parto
A 688 E G2 2 1 1 -
- 5863 E G2 2 1 (icaD) 1 -

A: Grupo clonal. G2: Grupo de ovelhas tratadas com antimicrobiano convencional icaD: genes que codificam as protetinas
responsaveis pela produgéo de biofilme. “-“ = Ndo ocorréncia.

Em G1, duas estirpes de S. simulans provenientes das ovelhas 133D e 5939E
sendo, uma delas portadora dos genes icaC e icaD e a outra portadora dos genes
sec e icaD, sdo consideradas clones. Em G2, as duas estirpes provenientes da
ovelha 5863E séo clones, uma delas portadora do gene icaD e a outra negativa para
os fatores de viruléncia. Em G3, duas estirpes provenientes das ovelhas 1339E e
MN116D sédo clones, ambas portadoras dos genes icaC e icaD. A ocorréncia do
gene icaD em S. simulans isolados do leite de ovelhas também foi relatada por
(MARTINS, 2013).

Quando os 22 perfis de S. simulans foram agrupados entre si, revelaram-se
trés grupos clonais (A / B / C). O grupo clonal A, composto por quatro estirpes,
sendo trés isoladas durante o pré-tratamento e uma isolada aos 15 dias pés-parto,
todas negativas para os fatores de viruléncia estudados. O Grupo clonal B,
composto por trés estirpes, duas isoladas durante o pré-tratamento, sendo uma
portadora do gene sec e uma negativa para 0s genes pesquisados. O grupo clonal
C, composto trés estirpes, uma isolada durante o pré-tratamento e portadora do
gene sec, uma isolada aos 15 dias pos-parto e portadora concomitantemente dos
genes sec e icaCD, e uma isolada aos 30 dias poés-parto, portadora dos genes
icaCD.

Além de clones de SCN clones de S. aureus tambem séo isolados de animais
portadores de mastite. Melo (2011) realizou o0 PFGE com 225 estirpes de S. aureus
isolados de vacas com mastite, do tanque de expansdo, das mé&os dos
ordenhadores, e demais locais pertentes aos equipamento de ordenha, e verificaram

gue as estirpes isoladas do leite de vacas apresentaram maiores grupos clonais. A
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autora concluiu que houve falha no processo de higienizacdo e manutencdo dos
equipamentos da ordenha mecanica, e sugeriu a constituicdo de uma linha correta
de ordenha, a fim de evitar a disseminacdo do S. aureus nos insufladores de outros
pontos do ambiente de ordenha.

A correta higienizacdo dos equipamentos de ordenha pode evitar a
disseminag&o de micro-organismos entre 0s animais destinados a producéo de leite
e que frequentam a ordenha, porém os perfis clonais encontrados no presente
estudo séo oriundos de ovelhas de dupla aptiddo, e que ndo frequentam ambiente
de ordenha, ou seja, € necessario realizar mais trabalhos com a finalidade de

identificar os locais passiveis de transmissdo de micro-organismos para as ovelhas.

10.6.3 — Staphylococcus epidermidis

Na figura 9 esta repesentado o perfil clonal de S. epidermidis identificados
durante o pré-tratamento, 15 e 30 dias pés-parto, nos trés grupos experimentais.

Em uma mesma metade mamaria, em coletas e lactacdes diferentes foram
revelados clones de S. epidermidis em uma ovelha pertencentes ao G1 (Tabela 14)
e uma pertencente ao G2, uma estirpe nao foi tipada. A ovelha 430E (G1) néo
apresentou cura da mastite subclinica aos 30 dias pos-parto, as estirpes de S.
epidermidis portadora dos genes icaC e icaD isoladas no pré-tratamento e S.
epidermidis portadora dos genes sec e icaC isolada aos 30 dias poOs-parto, sdo
clones. A ovelha 642D (G2) também nao apresentou cura da mastite subclinica aos
30 dias pos-parto e foi constatado que S. epidermidis isolado no pré-tratamento e S.
epidermidis portador dos genes icaC e icaD isolado aos 15 dias pds-parto séo

clones bacterianos.
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PFGE PFGE
s g & Animal bap Collections  Enterotoxin Group ica  Species
,

| adn ‘ mu 642D 2 15 dias pds-parto 562 icaCD S. epidermidis
. 1228D 3 Pré-tratamento 6G3  icaC S.epidermidis
, - . 1316D 3 Pré-tratamento 6G3 S. epidermidis
A "J‘ ' 1 ||- 430E © = Pré-tratamento 4Gl icaD S. epidermidis
T . 3 ' 642D 2 3 Pré-tratamento 5 (2 S. epidermidis
AL | LM 0E * WdaspispatoseC 6L icaC . epidemis
10 " m_m 49D 3 bap Pré-tratamento 63 S. epidermidis
51 “ |l l. 17D Pré-tratamento G3 S. epidermidis

. ' W“ 1228E 15 dias pds-parto seC G3  icaCD S. epidermidis

l o HE 15 dias pds-parto Gl icaD . epidermidis
B 65D Pré-ratamento G2 S. epidermidis
I : | P

677D  Pré-ratamento seC G2 S. epidermidis
1228E  Pré-tratamento G1  icaCD S. epidermidis
~ bR2E 15 dias pds-parto G2 icaCD S. epidermidis

Figura 9. Dendrograma gerado pela anélise Dice/lUPGMA (Bionumerics, Applied
Maths) dos perfis PFGE — Smal dos 14 isolados de Staphylococcus
epidermidis (similaridade = 80%), encontrados no pré-tratamento, 15 e 30
dias pOs-parto, nos trés grupos experimentais.

D: metade mamaria direita. E: metade mamaria esquerda.

1 / 2: clones bacterianos encontrados na mesma metade mamaria. 3:
clones bacterianos encontrados no pré-parto. 4: clones bacterianos
encontrados em GL1. 5: clones bacterianos encontrados em G2 e 6: clones
bacterianos encontrados em G3. A: Grupo clonal.

Nas coletas realizadas nas ovelhas com mastite subclinica durante o pre-
tratamento, houve cinco estirpes de S. epidermidis clones, provenientes das ovelhas
1228D (G3), portador do gene icaC; 430E (G1), portador do gene icaD; 49D (G3),
portador do bap; 642D (G2) e 1316D (G3), negativos para os fatores de viruléncia.
Aos 15 e 30 dias poOs-parto o PFGE néao revelou clones de S. epidermidis. O
aparecimento de clones de S. epidermidis portadores de fatores de viruléncia

somente no pré-parto de ovelhas com mastite subclinica ndo significa que esses
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animais estejam livres de patdgenos causadores de mastite no pds-parto, uma vez
gue séo considerados micro-organismos colonizadores de pele e teto e falhas no
manejo dos animais podem facilitar a sua penetracdo na glandula mamaria e

acarretar um quadro de mastite nos animais.

Tabela 14. Caracteristicas dos clones de S. epidermidis identificados no pré-
tratamento, 15 e/ou 30 dias pds-parto de ovelhas ndo curadas da
mastite subclinica, e seus fatores de viruléncia.

Numero Coletas
Grupo . - — ——
onal Animal Grupos de Pré- 15 dias pos- 30 dias pos-
clona
isolados  tratamento parto parto
A 430 E Gl 2 1(icaD) - 1(sec /icaC)
A 642 D G2 2 1 1 (icaC / icaD) -

A: Grupo clonal. G1: Grupo de ovelhas sem tratamento com antimicrobiano intramamario. icaCD: genes que codificam as
protetinas responsaveis pela producdo de biofilme. sec: genes que codificam as protetinas responsaveis pela produgéo de
enterotoxina. “-“ = Nao ocorréncia.

Em G1, dois isolados de S. epidermidis provenientes da ovelha 430E séo
clones, um deles portador do gene icaD e outro portador dos genes sec e icaC. Em
G2, outros dois isolados provenientes das ovelhas 642D, sendo um deles portador
dos genes icaC e icaD e outro sem a presenca de fatores de viruléncia, sao clones
bacterianos. Em G3, dois isolados originados das ovelhas 1228D e 1316D, onde um
deles portador do gene icaC e outro negativo para fatores de viruléncia, sao
considerados clones.

Quando os 14 perfis de S. epidermidis foram agrupados entre si, revelaram
um grupo clonal (A), composto por sete estirpes. Durante o pré-tratamento foram
isoladas cinco estirpes, sendo uma portadora do gene icaC, uma portadora do gene
icaD, uma portadora do gene bap, e duas negativas para os fatores de viruléncia
estudados. Aos 15 dias pos-parto foi isolada uma estirpe portadora dos genes

icaCD, e aos 30 dias pés-parto foi isolado uma estirpes portadora do gene icaC.

10.6.4 — Staphylococcus xylosus
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O dendrograma da figura 10 representa o perfil clonal dos S. xylosus
identificados durante o pré-tratamento, 15 e 30 dias poOs-parto, nos trés grupos

experimentais.

PFGE PFGE
g g 8 Animal bap Collections EnterotoxinGroupica  Species
i ‘ e %D 1 Pré-tratamento 2 G3 S. xylosus
A ‘ M | - 1393E 15 dias pos-parto Gl icaCD S.xylosus
65 R B - MN65D 1 Prétratamento seC 2 G3 S. xylosus
s 1431D 30 dias pés-parto Gl icaCD S.xylosus
w01 ”. . 1R 6003D Pré-tratamento G2 S. xylosus
» 1408 D Pré-tratamento  seC Gl icaC  S.xylosus
n 42D 30 dias pos-parto seC G2 icaCD S. xylosus
1431D Pré-tratamento Gl S. xylosus
12E 15 dias pos-parto G3 S. xylosus
39E  bap Pré-tratamento Gl S. xylosus
5388 E bap Pré-tratamento G2 S. xylosus
1281D Pré-tratamento Gl S. xylosus
10E 15 dias pés-parto Gl icaACD S. xylosus
' . 1377D 15 dias pos-parto Gl icaCD S.xylosus

Figura 10. Dendrograma gerado pela andalise Dice/lUPGMA (Bionumerics, Applied
Maths) dos perfis PFGE — Smal dos 14 isolados de Staphylococcus
xylosus (similaridade = 80%), encontrados no pré-tratamento, 15 e 30
dias pOs-parto, nos trés grupos experimentais.
D: metade mamaéria direita. E: metade mamaria esquerda.
1. clones bacterianos encontrados no pré-tratamento e 2: clones
bacterianos encontrados em G3. A: Grupo clonal.

N&o foram encontrados clones de S. xylosus na mesma metade mamaria nas
coletas durante o pré-tratamento, aos 15 e 30 dias pés-parto. Nas coletas realizadas
nas ovelhas pertencentes ao G3 com mastite subclinica durante o pré-tratamento,
encontrou-se dois clones, um deles portador do gene sec e outro negativo para 0s
fatores de viruléncia. Foram encontradas estirpes de S. xylosus clones em amostras
de leite provenientes das ovelhas 96D (G3) e MN 65D (G3), porém um deles foi
portador do gene sec, enquanto que o outro foi negativo para os fatores de viruléncia

estudados.
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Quando os 33 perfis de S. xylosus foram agrupados entre si, revelaram
apenas um grupo clonal (A), composto por trés estirpes. Duas isoladas durante o
pré-tratamento, sendo uma portadora do gene sec, e uma negativa para 0s genes
pesquisados, e a outra estirpe isolada aos 15 dias pos-parto é portadora

concomitantemente dos genes icaCD.

11 — Mapa de analise de correspondéncia multipla

A figura 11 apresenta as relacbes de correspondéncia entre as ovelhas
curadas e nao curadas distribuidas nos grupos experimentais, com as estirpes de
SCN identificadas e os fatores de viruléncia. O mapa bidimensional formado pelos
fatores 1 (20,04%) e fator 2 (15,25%) sdo responsaveis por 35,29% da variancia
explicada pela andlise de correspondéncia multipla (ACM). Os grupos tratados 2 e 3
estdo mais préximos da cura da mastite subclinica aos 15 e 30 dias pos-parto dentro
do mapa a seguir, ou seja, as ovelhas pertencentes a estes grupos apresentaram
maior associacdo com a cura da mastite subclinica no pés-parto em relacdo ao G1

sem tratamento.

3.0 T : T . . .
T A
[ Il |
25
T bap(+)
2.0 L
r Reinfegqéoﬁ)
1.5
< S.xylosus(+)
i 1.0 f GRUPO2 i
o Tk -
ey [
= 0,5 [ S/Cura (20 dias pos parto) - ical (-)
o~ | SiCura (15 dias bos parto) | S. simufans (-} 5. ‘epidermidis{+)
S got GRUPO1, ‘ icaCT-) | sec(-) o = «S. wamer (-} -
= O - e | o epidermidis(-) < =
H.s. wamen (+) sec (+)* | splosus(-) bap(-) S. simulans (+) Cura (15 digs pés parto)
-0.5 r Reinfeccg&o(-) ’ - Cura (30 dias pos parto)|
4o E icaD (+) - GRUPO3
1.5 _ icac (+)
-2,0 ' ' 1] ' ' " ' ' ' IV ' '
-1,2 -1.,0 -0.8 -0,6 -0.4 -0.,2 0,0 0,2 0.4 0.6 0,8 1,0 1,2

Fator1 (20,04%)

Figura 11. Mapa da andlise de correspondéncia multipla mostrando a associacéo
entre 0s grupos, as estirpes de SCN, os fatores de viruléncia e a
presenca/auséncia de cura da mastite subclinica aos 15 e 30 dias pos-
parto. (+) presenca; (-) auséncia.
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Ao analisar a figura, observa-se que os quadrantes Il e Il englobam as
ovelhas pertencentes ao G1 com mastite causada por S. warneri portador
concomitantemente dos genes sec e icaD no pré-tratamento, sem cura espontanea
aos 15 e 30 dias pés-parto. Depreende-se que a presenca dos genes sec e icaD
pode ter relagdo com a manutencédo dos casos de mastite subclinica no pos-parto de
ovelhas. Os mecanismos de defesa da glandula mamaria de ovelhas com mastite
subclinica durante o pré-tratamento ndo séo capazes de eliminar S. warneri portador
dos genes sec e icaD durante o periodo seco, ou seja, esses micro-organismos
permanecem no interior da glandula mamaria, podendo desencadear mastite no
pés-parto. De acordo com Gerke et al. (1998) o gene icaD tem sido apontado como
fundamental na maxima expresséo do N-acetilglicosamina transferase, conduzindo a
expressao fenotipica do polissacarideo capsular, e que 0s genes icaA e icaD sdo
significantes na formacéao de biofilme em S. epidermidis (ARCIOLA et al., 2001).

O quadrante | engloba ovelhas pertencentes ao G2, tratadas com cloxacilina
benzatina contra mastite causada pelo S. xylosus portador do gene bap. Essas
ovelhas apresentaram reinfec¢do da mastite subclinica aos 30 dias pds-parto. A
reinfeccdo pode estar associada as estirpes portadoras do gene bap, pois ele
promove a fixacdo primaria dos micro-organismos a superficie e a adesao
intercelular, e é suficiente para ocorrer a formacéao de biofilme (LATASA et al., 2006).
O gene bap tem sido encontrado em algumas espécies de SCN como: S.
epidermidis, S. chromogenes, S. xylosus e S. simulans, resultados que semelhantes
aos encontrados no presente estudo (TORMO et al., 2005).

O quadrante IV mostra que existe associagao entre as ovelhas pertencentes
ao (G3), ao S. simulans portador do gene icaC isolado durante o pré-tratamento, e a
cura da mastite subclinica aos 15 e 30 dias pdés-parto. A maior taxa de cura
apresentada pelas ovelhas pertencentes ao G3 pode estar relacionada ao
antimicrobiano nanoparticulado administrado via intramamaria durante a secagem
das ovelhas. As nanoparticulas sdo capazes de direcionar os antimicrobianos para o
epitélio glandular e para o interior de polimorfonucleares (TRONCARELLI et al.,
2013).
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12 - CONCLUSOES

- Os mecanismos de defesa da glandula mamaria e o tratamento com 100 mg
cloxacilina benzatina convencional ndo eliminaram todas as espécies de SCN no
pos-parto das ovelhas. O uso da cloxacilina nanoencapsulada na concentracdo de
50 mg na secagem das ovelhas foi eficiente para curar a mastite subclinica aos 30
dias pés-parto.

- Staphylococcus warneri, S. simulans, S. epidermidis e S. xylosus foram as
principais espécies de SCN identificadas no pré e pos de ovelhas.

- Nenhuma das estirpes de SCN apresentou 0 gene mecA.

- O gene sec foi 0 Unico gene relacionado com a producdo de enterotoxina
identificado no momento da desmama, aos 15 e 30 dias pds-parto de ovelhas.

- Os genes relacionados com a formacdo de biofiime encontrados na
desmama de ovelhas com mastite subclinica foram icaC, icaD, bap, e aos 15 e 30
dias pos-parto foram icaA, icaD, bap.

- Staphylococcus warneri, Staphylococcus simulans e Staphylococcus
epidermidis portadores de genes codificadores de proteinas responséaveis pela
producdo de enterotoxina e formacéo de biofilme podem sobreviver durante todo o
periodo seco na glandula maméaria de ovelhas tratadas e ndo tratadas durante a
secagem e desencadear mastite no pés-parto.

- Estirpes de Staphylococcus warneri portadoras dos genes sec e icaD, estao
associadas a auséncia de cura microbioldgica da mastite subclinica em ovelhas aos
15 e 30 dias pés-parto. Staphylococcus xylosus portador do gene bap estdo
associados a quadro de reinfeccdo da mastite subclinica aos 30 dias pos-parto.
Staphylococcus simulans portador do gene icaC nao interferem na taxa de cura da

mastite subclinica aos 15 e 30 dias pés-parto.
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14 - Anexos

Tabela 15. Resultados do CMT obtidos das metades mamarias durante o pré-

tratamento.
Resultados do CMT
Grupos Negativo 1+ 2+ 3+
N % N % N % N %
G1 6 28,6 1 4,8 2 9,7 12 57,1
G2 7 36,9 3 15,0 4 21,0 5 26,3
G3 3 15,0 9 45,0 3 15,0 5 25,0

G1: Grupo controle, composto de ovelhas que n&do receberam antimicrobiano intramamario; G2: Grupo de ovelhas que foram
tratadas com antimicrobiano convencional (100 mg de cloxacilina—benzatina) e G3: Ovelhas que foram tratadas com
antimicrobiano nanoencapsulado (50 mg de cloxacilina-benzatina).

N: nimero de animais.

Tabela 16. Médias da CCS das amostras de leite coletadas durante o pré-tratamento
das ovelhas portadoras de mastite subclinica.
CCS<250x10° CCS=2251e<500x10° CCS > 501 x 10°

Grupos células/ mL de leite células/ mL de leite células/ mL de leite
Gl 136.000 403.000 3,789.000
G2 - 328.000 2,578.000
G3 130.000 388.000 2,520.000

G1: Grupo controle, composto de ovelhas que ndo receberam antimicrobiano intramamario; G2: Grupo de ovelhas que foram
tratadas com antimicrobiano convencional (100 mg de cloxacilina—benzatina) e G3: Ovelhas que foram tratadas com
antimicrobiano nanoencapsulado (50 mg de cloxacilina-benzatina).

CCS: Contagem de células sométicas.



Tabela 17. Tabela das probabilidades, das respectivas tabelas de contingéncia, geradas pelo teste de qui-quadrado.
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curaaos cura aos
15 dias 30 dias
S. S. S. S. pos- pos-
warneri simulans epidermidis xylosus sec icaC icaD bap parto parto reinfeccao

grupos 0,338 0,616 0,429 0,838 0,023 0,277 0,037 0,213 0,116 0,072 0,978
S. warneri - 0,002 0,020 0,030 0,096 0,068 0,766 0,236 0,522 0,301 0,910
S. simulans - 0,027 0,040 0,856 0,264 0,766 0,236 0,522 0,301 0,910
S. epidermidis - 0,125 0,160 0,362 0,459 0,534 0,710 0,935 0,377
S. xylosus - 0,713 0,960 0,030 0,020 0,120 0,293 0,451
sec - 0,869 0,766 0,236 0,522 0,801 0,910
icaC - 0,056 0,488 0,381 0,268 0,488
icaD - 0,213 0,753 0,592 0,978
bap - 0,550 0,658 0,052
cura aos 15
dias poés-parto - 0,0001 0,073
cura aos 30
dias p6s-parto - 0,658
reinfeccao -

sec: gene responsavel pela produgéo de enterotoxina. icaC

, icaD e bap: genes responsaveis pela producéo de biofiime.



