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FATORES DE PATOGENICIDADE DE Staphylococcus spp. EM LEITE DE
VACAS COM TRATAMENTO NAO CONVENCIONAL DA MASTITE

RESUMO - Objetivou-se caracterizar e comparar a formacgéo de biofilme,
suscetibilidade a antimicrobianos in vitro, presenca e distribuicAo de genes de
viruléncia e de resisténcia antimicrobiana, além de determinar a diversidade clonal
de estirpes de Staphylococcus spp. isoladas em leite de vacas tratadas e nao
tratadas com homeopatia. Os isolados de Staphylococcus spp. foram identificados
por reacdo em cadeia da polimerase-espaco transcrito interno (ITS-PCR) e foram
investigados quanto a presenca dos genes sea, seb, sec, sed, see, tsst-1, pvl e eta
codificadores de toxinas, dos genes icaABCD, bap, aap, atlE e bhp relacionados com
a producdo de biofilme e dos genes blaZ e mecA associados com a resisténcia
antimicrobiana. Amostras mecA positivas foram tipadas para o tipo SCCmec por
Multiplex Polymerase Chain Reaction (PCR Multiplex), enquanto a pesquisa de
producdo in vitro de bioflme ocorreu pelo método de aderéncia em placas de
poliestireno. O perfil de resisténcia antimicrobiana foi determinado pelo método de
disco-difusdo em agar e o perfil de restricdo enzimatica por Pulsed-Field Gel
Electroforesis (PFGE). Clusters de S. aureus e S. epidermidis com trés ou mais
isolados tiveram uma linhagem selecionada para tipagem por Multilocus Sequence
Typing (MLST), cujas sequéncias foram analisadas por banco de dados
(http://www.mlst.net). Verificou-se prevaléncia de S. aureus (50,5%), que apresentou
distribuicdo semelhante nos dois grupos, enquanto Staphylococcus spp. coagulase-
negativos (CoNS) (70,8%) foram frequentes em vacas tratadas (p=0,036). O gene
sec ocorreu apenas em S. chromogenes, com maior frequéncia em animais tratados
(p=0,004) e o gene pvl foi encontrado em 66,7% de S. aureus. O operon icaADBC e
0S genes icaA e icaD associados prevaleceram em S. aureus, porém o gene icaD foi
predominante no grupo de vacas tratadas (p=0,012). Os genes atlE e aap foram
carreados apenas por S. epidermidis. Entre as estirpes com producédo de biofilme in
vitro, 76,8% continham pelo menos um gene relacionado com esta caracteristica. Os
genes mecA e Blaz apresentaram distribuicdo similar em vacas tratadas e nao
tratadas, porém mecA foi identificado apenas em S. epidermidis (12,1%), todos
tipados como SCCmec tipo I. A susceptibilidade antimicrobiana revelou um perfil de
multirresisténcia em 29,3% das estirpes. Houve predominédncia de um cluster
majoritario em S. epidermidis e S. chromogenes, 0 que ndo ocorreu para S. aureus.
A sequéncia do tipo (ST) 81 foi predominante em S. epidermidis, enquanto as STs
1,5e 126 em S. aureus. A presenca de genes de toxinas, resisténcia antimicrobiana
e biofilme, bem como a producéo in vitro deste fator de patogenicidade, aliados a
persisténcia de perfis clonais bacterianos, demonstram que sistemas em transi¢ao
para manejos organicos podem representar risco a satde publica pela circulacdo de
patdgenos zoondticos em leite bovino. Medidas eficazes devem ser tomadas no
controle dos produtos lacteos e manejo dos animais.

Palavras-chave: multirresisténcia, homeopatia, persisténcia bacteriana, biofilmes



PATHOGENICITY FACTORS OF Staphylococcus spp. IN MILK FROM COWS
RECEIVING UNCONVENTIONAL MASTITIS TREATMENT

ABSTRACT - The present study aimed to characterize and compare biofilm
formation, in vitro antimicrobial susceptibility, and the presence and distribution of
virulence and antimicrobial resistance genes, as well as to determine the clonal
diversity of Staphylococcus spp. strains isolated in milk from cows treated or not with
homeopathy. The Staphylococcus spp. isolates were identified by polymerase chain
reaction targeting the internal transcribed spacer (ITS-PCR) and were investigated
regarding the presence of the sea, seb, sec, sed, see, tsst-1, pvl, and eta toxin-
encoding genes, the icaABCD, bap, aap, atlE, and bhp genes, related to the
production of biofilm, and the blaZ and mecA genes, which are associated with
antimicrobial resistance. mecA-positive samples were typed for SCCmec by Multiplex
Polymerase Chain Reaction (Multiplex PCR), while the assessment of in vitro biofilm
production was carried out using the polystyrene plate adhesion method. The
antimicrobial resistance profile was determined using the agar disc diffusion method,
and the enzyme restriction profile, by Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE).
Clusters of S. aureus and S. epidermidis with three or more isolates had one strain
selected for typing by Multilocus Sequence Typing (MLST), and the sequences were
analyzed on an online database (http://www.mist.net). A 50.5% prevalence of S.
aureus was observed, with similar distribution in both groups, while coagulase-
negative Staphylococcus spp. (CoNS) were frequent (70.8%) in treated cows
(p=0.036). The sec gene was found only in S. chromogenes and more frequently in
treated animals (p=0.004), while the pvl gene was observed in 66.7% of the S.
aureus. The icaADBC operon and the associated icaA and icaD genes prevailed in
S. aureus, although the icaD gene was predominant in the treated cows group
(p=0.012). The atlE and aap genes were carried only by S. epidermidis. Among the
strains presenting in vitro biofilm production, 76.8% had at least one gene related to
this trait. The mecA and Blaz genes exhibited similar distribution in treated and
untreated cows, although mecA was identified only in S. epidermidis (12.1%), all of
which were typed as SCCmec type I. The antimicrobial susceptibility assay revealed
a multiresistance profile in 29.3% of the strains. There was a predominance of a major
cluster in S. epidermidis and S. chromogenes, which did not occur for S. aureus.
Sequence type (ST) 81 was predominant in S. epidermidis, while STs 1, 5, and 126
were prevalent in S. aureus. The presence of genes related to toxin production,
antimicrobial resistance, and biofilm formation, as well as the in vitro production of
this pathogenicity factor, combined with the persistence of bacterial clonal profiles,
demonstrate that systems in transition to organic management can represent a risk
to public health due to the circulation of zoonotic pathogens in bovine milk. Effective
measures must be taken to control dairy products and animal management.

Keywords: multiresistance, homeopathy, bacterial persistence, biofilms
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1 INTRODUCAO

A mastite consiste na inflamacéo da glandula maméria, considerada uma das
doencas mais comuns em vacas leiteiras (Dai et al., 2020). Dentre os principais
agentes etiologicos as bactérias sdo as maiores causadoras, sendo frequentemente
contagiosas e amplamente distribuidas no ambiente de animais leiteiros,
contribuindo assim para o aumento da taxa de prevaléncia das infeccbes
intramamarias (Kibebew, 2017). Em mastites subclinicas, o estafilococo ndo aureus
€ 0 segundo maior causador, apds Staphylococcus aureus (Persson et al., 2011).

S. aureus possui uma variedade de fatores de viruléncia que contribuem para
o tipo e a gravidade das infec¢fes estafilocécicas. A maioria dos genes de viruléncia
de S. aureus é suportada por elementos genéticos moveis (MGE) e pelo tipo de S.
aureus, portanto, as infeccdes dependem tanto de caracteristicas especificas da
cepa quanto de caracteristicas do hospedeiro (Imanishi et al., 2019). Embora S.
aureus seja o agente mais envolvido na mastite subclinica, estafilococos coagulase-
negativos (CoNS) ganharam importancia como agentes causadores de infeccdes
intramamarias (Mello et al., 2016), devido a seus diversos fatores de viruléncia, tanto
em humanos quanto em animais (Ruiz-Romero et al., 2018). Muitos S.
aureus isolados da mastite bovina possuem genes que codificam toxinas
superantigénicas, como as enterotoxinas estafilocécicas (SEs). Estas compdem a
familia de toxinas pirogénicas, que inclui toxinas classicas, como enterotoxina
estafilococica (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) e toxinas recém-descritas, como a SEG,
SEl e SEK (Fang et al., 2019).

A persisténcia do S. aureus na glandula mamaria tem sido associada a
multiplos fatores de viruléncia (Torres et al.,, 2019), entre eles a producdo de
biofilmes. Os mecanismos responsaveis pela producéo de biofilmes mais estudados
estdo relacionados aos biofilmes dependentes da adesdo intercelular de
polissacarideos (PIA), associados ao operon ica, e aos biofilmes independentes de
PIA, geralmente mediados pela proteina associada ao biofiime (BAP), que é
codificada pelo gene bap (Mccarthy et al., 2015). Apds formado, o biofilme pode
atuar como uma barreira que impede a adsorcao/penetracédo de antimicrobianos, e
a matriz promove sua diluicdo para concentracdes subinibitérias (Marques et al.,
2017).



Estudos sobre a presenca e os efeitos do Staphylococcus spp. em sistemas
tradicionais de producéo de leite sGo amplamente descritos na literatura. No entanto,
em sistemas de producéo de leite organico os animais sdo submetidos a métodos
alternativos para tratamento da mastite, como a homeopatia, e poucos sao os relatos
de patdgenos e seus genes de viruléncia envolvidos em mastites de animais criados
nesse tipo de sistema.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mastite bovina

Em vacas leiteiras a mastite € um desafio global, porque prejudica a saude e
o bem-estar dos animais (Ren et al., 2020), além de estar entre as doencas mais
caras que a industria de laticinios enfrenta atualmente (Rocha et al., 2019; Wallis et
al., 2019). Este 6nus econOGmico deve-se aos gastos com sua prevengao e
tratamento, reducdo da producao e qualidade do leite e descarte de leite e vacas
(Schukken et al., 2011; McMillan et al., 2016; Goetz., 2017; Aghamohammadi et al.,
2018; Ren et al., 2020).

A mastite é a inflamacdo da glandula mamaria geralmente causada por
patégenos que se desenvolvem na cisterna da glandula e alvéolos apds penetracao
no canal do teto (Banos et al., 2017). A doenca infecciosa é definida pela presenca
de bactérias em conjunto com contagens de células sométicas (CCS) elevadas, em
amostras de quartos individuais ou compostas (Tremblay et al., 2013). Pode ocorrer
nas formas clinica e subclinica (Kurjogi e Kaliwal, 2014). A forma clinica é
caracterizada por inicio subito, inchaco e vermelhiddo do Ubere, dor, febre,
depressao e anorexia, além da diminuicéo e alteracéo do leite dos quartos afetados,
que pode conter coagulos ou flocos e tornar-se aquoso. A forma subclinica
caracteriza-se pela auséncia de sinais visiveis no Ubere ou no leite, porém héa
aumento de CCS e diminui¢do da producéo (Hamadani et al., 2013; Langoni, 2013)
e gualidade do leite, por nem sempre ser detectada pelos produtores, torna-se de
desenvolvimento silencioso evoluindo frequentemente para infeccbes crbnicas
(Rocha et al., 2019).

Durante a invasdo bacteriana no Ubere, um pequeno numero de células
somaticas que estdo comumente presentes no leite € mobilizado para o combate a
invasdo dos micro-organismos. As células soméaticas do leite incluem 75% de
leucocitos (neutrofilos, macréfagos e linfocitos) e eritrocitos e 25% de células
epiteliais e podem ser utilizadas para monitorar o nivel ou a ocorréncia de mastite
subclinica em rebanhos ou vacas individualmente (Sharma et al., 2011).

A inflamacdo da glandula mamaria possui uma variedade de agentes
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mastite (De Vliegher et al., 2012). Em func&o do impacto sobre a saude do ubere, 0s
agentes infecciosos da mastite bovina sdo divididos em primarios e secundarios
(Vanderhaeghen et al., 2015). Os patdgenos primarios mais frequentes incluem S.
aureus, Streptococcus agalactiae, coliformes, estreptococos e enterococos de
origem ambiental (Souza et al.,, 2009). Entre os patdégenos secundarios estao
espécies de Staphylococcus coagulase negativas, tais como Staphylococcus hyicus,
Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus sciuri,
Staphylococcus warneri, Staphylococcus simulans e Staphylococcus epidermidis
(Hamadani et al., 2013). Estudos epidemiologicos nacionais e internacionais
destacam o género Staphylococcus spp. ho envolvimento de aproximadamente 50%
dos casos de mastite bovina, com ocorréncia do S. aureus tanto na forma subclinica
como clinica (Radostitis et al., 2007; Turkyilmaz et al., 2010; Mello et al., 2016),
porém mais frequente em mastites subclinicas (Song et al., 2016).

Os patogenos envolvidos em infec¢gBes intramamarias também podem ser
classificados em contagiosos e ambientais. Os agentes contagiosos, transmitidos
durante a ordenha, incluem S. agalactiae, S. aureus e Mycobacterium bovis,
enquanto os agentes ambientais, reconhecidos por estarem no ambiente dos
animais, sado representados por Streptococcus spp. (Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus equinus) e coliformes ambientais
(Escherichia coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp.) (Hamadani et al., 2013). Os
agentes patogénicos contagiosos geralmente causam maior elevacdo de CCS
guando comparados aos ambientais (Sharma et al., 2011).

Uma vez que um animal afetado por mastite tenha sido identificado, a
eliminacdo da doenca € importante (Ebert et al., 2017), visto que o leite produzido
representa uma ameaca para a saude humana, pela eliminacéo constante de grande
namero de células bacterianas (McMillan et al., 2016). Principalmente em infeccdes
subclinicas, que exibem leite sem alteragBes sensoriais do produto, contribuindo
para a disseminacao de micro-organismos pela cadeia de laticinios (Caruso et al.,
2016). Acredita-se que para cada caso de mastite clinica confirmada ha pelo menos
40 outros animais no rebanho com mastite subclinica (Banos et al., 2017).

As medidas preventivas da transmissdo da mastite entre animais geralmente

falham em eliminar o problema dos rebanhos leiteiros, pois a transmissao ocorre



principalmente por meio de maquinas de ordenha, panos de limpeza do Ubere ou
maos dos ordenhadores. Apesar de décadas de pesquisa, o controle de mastite em
rebanhos leiteiros ainda depende de esfor¢os conscientes e continuos por parte do
agricultor ou gerente de rebanho e sua equipe (Zadoks et al., 2011).

2.2 Staphylococcus spp. envolvidos em mastites bovinas

O Staphylococcus spp. € um género de bactérias Gram-positivas (Duracova
et al., 2018) que desempenham um papel importante na etiologia das infeccdes
intramamarias em bovinos leiteiros (Marques et al., 2017). Sao bactérias comensais
normais da pele e membranas mucosas de humanos e outros animais (Gémez-Sanz
et al, 2019). At¢é o momento, mais de 50 espécies e subespécies
de Staphylococcus spp. foram caracterizadas como agentes causais da mastite (Qu
et al., 2019).

No diagnéstico da mastite, os estafilococos podem ser divididos em
coagulase-positivos (CoPS) e coagulase-negativos (CoNS), com base na
capacidade de coagular o plasma de coelho (Xu et al., 2015). Dentre as espécies de
CoNS mais prevalentes em infec¢des intramamarias bovinas tem-se Staphylococcus
chromogenes, S. epidermidis, S. simulans, S. hyicus, S. xylosus, S.
warneri e Staphylococcus equorum (Jenkins et al., 2019), enquanto entre as CoPS
destaca-se S. aureus (Podkowik et al., 2013). A mastite bovina causada por S.
aureus e CoNS continua a ser um problema consideravel para os produtores de leite
em todo o mundo (Darwish e Asfour, 2013).

S. aureus geralmente reside inofensivamente desde em amostras
ambientais até na pele e mucosa de humanos e outros animais. No entanto, algumas
cepas sdo altamente patogénicas e frequentemente implicadas em doencas
humanas e animais (McMillan et al., 2016), como infec¢cbes de pele, abscessos,
doencas respiratorias e intoxicacdo alimentar (Duracova et al., 2018). E
possivelmente o patdégeno da mastite mais estudado em bovinos leiteiros (Zadoks et
al., 2011), caracterizado como oportunista e que pode causar multiplas infeccbes
com severidade diversa. Sua epidemiologia em animais ganhou interesse nos
altimos anos, devido ao surgimento de algumas linhagens clonais associadas aos

animais e com potencial zoonético cada vez mais evidenciado (Lozano et al., 2016).



Pode ser transmitido entre vacas, por meio de contato com leite contaminado, e
resultar em mastite subclinica que geralmente é dificil de detectar na fase inicial
(Feng et al., 2016).

S. aureus pode também apresentar varios fatores de viruléncia que incluem
producdo de antigenos, toxinas e varias proteinas de resisténcia a antimicrobianos
(McMillan et al., 2016), em que a auséncia, presenca ou combinacdo destes,
determinam as diferencas de contagiosidade de cepas no desenvolvimento da
mastite (Magro et al., 2017). Coombs et al. (2020) afirmam que 0O sucesso
de S. aureus apresenta capacidade de utilizar elementos genéticos moveis para
adquirir e disseminar resisténcia a antibioticos, viruléncia e mecanismos adaptativos
entre as populacdes estafilococicas (Coombs et al., 2020). Tal caracteristica permite
sua evasdo de quase todas as estratégias de reconhecimento imunolégico e
conseqguente sobrevivéncia durante a infeccao, tornando-o adaptado e limitando os
esforcos para o seu controle (Alonzo e Torres, 2014).

Os CoNS constituem um grupo heterogéneo de bactérias conhecidas como
patbgenos comuns e frequentemente envolvidos na mastite bovina (Antok et al.,
2020), e em medicina humana séo patégenos nosocomiais oportunistas (Klibi et al.,
2018). Até recentemente, era dificil tirar conclusbes consistentes sobre sua
relevancia na saude do Ubere bovino (Isaac et al., 2017). Porém CoNS atualmente
sdo cada vez mais reconhecidos como causas de mastite clinica e subclinica em
vacas leiteiras em todo o mundo (Qu et al., 2019). Apesar do potencial patogénico
bem conhecido, as causas potenciais e 0s mecanismos permanecem obscuros (Lee
et al., 2019). Embora o nivel de resposta imunolégica de vacas a infeccao por CoNS
seja moderada, em comparag¢ao com a resposta a S. aureus, a elevada CCS também
contribui para a reducdo da qualidade do produto e uma diminuicdo geral da
producao de leite no periodo lactacdo (Rasooly et al., 2020).

No que diz respeito ao diagnostico de mastite, 0 CoNS geralmente ndo é
identificado no nivel da espécie e é tratado como um grupo uniforme (Tremblay et
al., 2013). No entanto, novos métodos de identificagdo de CoNS, baseados em
biologia molecular, permitem investigacbes em nivel de linhagem e comparacéo
entre diferentes fontes (Taponen et al.,, 2008). Bem como para S. aureus, varias

tecnologias de tipagem tém se mostrado uteis para explorar linhagens e tracar sua



relacdo clonal em investigacdes epidemiolégicas em isolados veterinarias e
humanas (Saei e Panahi, 2020).

Nas ultimas duas décadas, diversos métodos de fenotipagem e genotipagem
foram desenvolvidos ou implementados em estudos com bactérias causadoras de
mastite em gado leiteiro. Os métodos de genotipagem usados para caracterizar
patdogenos variam de simples restricdo por digestdo até o sequenciamento do
genoma total. Tais estudos contribuem para melhor compreensao dos mecanismos
de adaptacao ao hospedeiro e causa de doencas, além de fornecerem informacdes
sobre a evolucdo de patdgenos e o risco de troca de elementos genéticos ou

patdgenos entre espécies bacterianas e espécies hospedeiras (Zadoks et al., 2011).

2.3 Biofilmes compostos por Staphylococcus spp.

A sobrevivéncia dos patdgenos bacterianos as condicdes adversas impostas
pelo ambiente € possivel pela expressdo de seus diferentes fatores de viruléncia
(Thanert et al., 2017), cujas fungdes primarias sdo inibir as respostas imunitarias
do hospedeiro e contribuir para a patogénese da mastite (Una et al., 2012). Para
algumas espécies, como S. aureus, a presenca de um vasto numero de fatores de
viruléncia, muitos codificados por elementos genéticos moveis como os plasmideos,
permite maior versatilidade pela transferéncia horizontal de genes (Otto, 2014).

Entre os fatores de viruléncia de Staphylococcus spp. tem-se os biofilmes,
constituidos por bactérias aderidas a uma superficie e envolvidas por uma matriz de
polimeros organicos de natureza proteica ou polissacaridica, denominados
glicocalice (Costerton et al., 1999). A estrutura dos biofilmes pode ser encontrada em
todas as superficies abitticas e bidticas (Nakamura et al., 2016) e sua associacao a
superficie € uma forma eficiente de permanecer em um microambiente favoravel, em
vez de ser removido (Watnick e Koller, 2000).

Em ambientes naturais, o biofiime é normalmente uma comunidade
microbiana multiespécie que abriga bactérias que permanecem e saem com um
propésito e compartilham seu material genético a altas taxas (Watnick e Koller,
2000). A formacdo de biofiime €& um processo de desenvolvimento genético
desencadeado por sinais de estresse que foram selecionados através da evolugéo

para permitir a sobrevivéncia bacteriana em condi¢des adversas (Fuente-Nufez et



al., 2013). Sua formacéo envolve as etapas de aderéncia, acumulo, maturacéo e
dispersdo, em que a inicial € mediada por proteinas ancoradas na parede celular
como (proteina homdloga a BAP) Bhp e AtIE (autolisina E). O estagio acumulativo é
caracterizado pela producdo de PIA codificada pelo operon icaADBC, além da
formacdo de biofilme independente de PIA por meio de proteinas associadas a
superficie celular, Aap (proteina associada a acumulacdo) (Soumya et al., 2017) e
BAP (Guo et al., 2019).

A sintese de biofilmes codificadas pelo locus ica do operon icaADBC é
responsavel pela producéo da N-acetilglucosamina polimérica, principal componente
da matriz de biofilmes estafilococica que esta relacionada a adesao intercelular
(Feng et al., 2017). Enquanto AtIE é uma autolisina bifuncional com um dominio
alanina amidase N-terminal, de ancoragem na parede celular central, que consiste
em trés repeticdes (R1 a R3), cada uma com cerca de 165 aminoacidos e um dominio
de glucosaminidase C-terminal (Sivadon et al., 2006), a Aap € uma proteina com
funcdo na adeséo e agregacao intercelular (Salgueiro et al., 2017), capaz de formar
tufos de fibrilas proteicas localizadas na superficie celular (Soumya et al., 2017) e
mediar formacdo de biofilme na auséncia de PIA (Schaeffer et al., 2015). A BAP é
de superficie e possui 239 KD, cuja proteina homodloga € denominada Bhp (Peerayeh
et al., 2016), e que tem funcéo de auxiliar na adesao intercelular e na formacao de
biofilme (Marques et al., 2017).

A composicao de um biofilme maduro inclui a incorporacgdo de ions metélicos
e macromoléculas, como proteinas, DNA, lipideos e substancias organicas, que
conferem ao biofilme uma estrutura tridimensional (Soumya et al.,, 2017). Neste
estagio, os biofilmes produzem compostos que induzem sua dispersao, permitindo a
colonizacdo de novas superficies (Fuente-Nufiez et al., 2013). A espessura e a
composicdo do biofilme contribuem para sua funcionalidade, em que a matriz
polimérica atua como barreira e reduzindo ou bloqueando a difusdo de antibioticos.
Deste modo, um biofilme mais espesso dificulta a penetracdo dos antibiéticos e o
alcance de células bacterianas. Além disso, cargas eletrostaticas na superficie da
matriz se ligam aos agentes microbianos e impedem que eles atinjam sua

concentracdo efetiva (Goetz et al., 2017), o que levaria a maior resisténcia aos



antimicrobianos devido a reducéo da penetracdo antimicrobiana e a troca mais facil
de genes de resisténcia entre células (Montazeri et al., 2020).

Portanto, uma infeccao por biofilme é geralmente uma infec¢do crénica com
exacerbacdes intermitentes, em que tratamentos com antibiéticos podem ser Gteis
no controle das exacerbacdes agudas, no entanto dificeis de erradicar (Wu et al.,
2014).

2.4 Toxinas produzidas por Staphylococcus spp.

A intoxicacéo alimentar por Staphylococcus spp. é causada pela ingestéo de
alimentos contaminados com enterotoxinas produzidas por bactérias deste género
(Nunes et al., 2015). As SEs sao proteinas de aproximadamente 30 kDa que
interagem com a mucosa intestinal (Duracova et al., 2018), causando colicas
abdominais, nauseas, vomito, acompanhado ou ndo por diarreia logo apés a
ingestdo (Maina et al., 2012). SEs pertencem a uma familia de superantigenos
(SAgs) que foram originalmente identificados em S. aureus (Podkowik et al., 2013).

As enterotoxinas de S. aureus sdo consideradas as principais causas
associadas a intoxicacao alimentar (Ren et al., 2020). O Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) estima que mais de 240.000 pessoas sejam afetadas
anualmente pela ingestédo de enterotoxinas estafilococicas produzidas por S. aureus,
das quais 23 foram identificadas até momento (Rasooly et al., 2017), com destaque
para as SEs classicas dos tipos A, B, C, D e E (Mello et al., 2016), capazes de causar
incidentes esporadicos de intoxicacdo ou surtos de origem alimentar (Wang et al.,
2018).

As enterotoxinas sdo estaveis ao calor e podem permanecer nos alimentos
apos processamento térmico, mesmo na auséncia de células viaveis de
Staphylococcus spp. Uma abordagem diagndstica aplicada aos produtos lacteos
deve considerar a deteccao de enterotoxinas e a triagem de genes que codificam
SE, com o intuito de garantir a seguranca do consumidor (Cavicchioli et al.,
2015). Embora uma grande variedade de métodos de deteccdo de SE tenham sido
desenvolvidos, a detec¢cdo molecular de genes SE continua a ser o método mais
comumente usado para investigar a possivel contribuicdo de SE em relacdo a

intoxicacdo alimentar por estafilococos (Fisher et al., 2018).
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Além das enterotoxinas, Staphylococcus spp. podem expressar toxinas
citoliticas que incluem hemolisinas, leucocidinas e modulinas que participam do
desenvolvimento de mastites bovinas (Fursova et al., 2018). A leucocidina Panton-
Valentine (PVL) endbégena é uma porotoxina, uma das principais toxinas
extracelulares de S. aureus, composta pelas proteinas LukS-PV (31-32 kDa) e LukF-
PV (33-34 kDa) que apos serem secretadas formam heptameros que danificam
posteriormente as células (Liu et al., 2018; Jia et al., 2020). Essa toxina possui alta
especificidade de espécie (Niemann et al., 2018) e tem como principais células-alvo
os leucocitos polimorfonucleares (PMNLs, neutréfilos), enfraquecendo a resposta
imune do hospedeiro (Magro et al., 2017) e induzindo a liberagdo de citocinas pro-
inflamatdrias (Ma et al., 2012). A patogénese inclui a ligacéo inicial da proteina LukS-
PV a um receptor com alta afinidade na membrana da célula hospedeira, para entdo
ligar-se posteriormente a LukF-PV formando um dimero (Jia et al., 2020) que se
adere as membranas de leucdcitos e forma poros na bicamada fosfolipidica (Alonzo
e Torres, 2014). Cepas de S. aureus positivas para PVL podem causar infecgdes de
pele e tecidos moles (Franck et al., 2017) e complicar doencas semelhantes a
influenza em criancas e adultos jovens saudaveis, com rapida progressao para
pneumonia grave com hemoptise e leucopenia (Gillet et al., 2002).

A toxina da sindrome do choque toxico-1 (TSST-1) é um superantigeno
pirogénico (Asano et al., 2014) codificada pelo gene tst (Andrey et al., 2015), que é
transportado por MGE denominados ilhas de patogenicidade estafilocécica (SaPls)
(Sharma et al., 2018). A TSST-1 compde a familia de toxinas relacionadas ao SEs,
com capacidade de estimular grandes populacdes de células T (Nunes et al., 2015),
sendo responsavel pela sindrome do choque toxico (TSS). Uma doenca
potencialmente fatal (Andrey et al., 2015), que na primeira fase manifesta em
pacientes febre, mialgia, dor de cabeca e calafrios, podendo ocorrer também
nauseas, vomitos e diarreia, enquanto a segunda fase evolui para manifestacoes
sistémicas, como taquicardia, taquipneia e febre alta (Shumba et al., 2019).

As toxinas esfoliativas estafilococicas (ETs) sdo serina-proteases e agente
causador da sindrome da pele escaldada estafilococica (SSSS) (Kong et al., 2016).
Pertencem a familia das serina-proteases que exibem especificidade de substrato e

reconhecem e hidrolisam uma Unica ligacdo peptidica no segmento extracelular da
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desmogleina 1 (Dsgl), uma molécula de adeséao célula-célula desmosomal do tipo
caderina, que causa uma dissociacdo de queratinécitos na pele humana e animal
(Imanishi et al., 2019).

A SSSS inicialmente se manifesta com febre, mal-estar, letargia e falta de
apetite. Posteriormente surgem erupcdes cutaneas eritematosas e formacdo de
bolhas grandes, frageis e cheias de liquido. A SSSS pode afetar grandes partes do
corpo ou pode se restringir aos locais de infec¢do, sendo entdo denominada
"impetigo bolhoso" (Bukowski et al., 2010). Os individuos infectados sofrem perda de
camadas superficiais da pele, que pode levar a desidratacdo e infecches

secundarias (Kong et al., 2016).

2.5 Resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus spp. em mastites bovinas

A antibioticoterapia é atualmente o tratamento mais comum em vacas leiteiras
infectadas por micro-organismos causadores de mastite bovina (Isaac et al., 2017;
Schonborn et al., 2017), em que o sucesso do tratamento depende da identificagéo
adequada do patdgeno e da selecdo dos agentes antimicrobianos mais adequados
(Srednik et al., 2017). No entanto, apresenta desvantagens que incluem baixa taxa
de cura, aumento da ocorréncia de resisténcia e presenca de residuos de antibiéticos
no leite (Gomes e Henrigues, 2016).

Um dos fatores mais agravantes de infec¢des intramamarias por S. aureus
bovino € a dificuldade de sua eliminacao por antibiéticos e pelo sistema imunolégico
do hospedeiro, resultando em infec¢cBes persistentes de longa duracao (Grunert et
al., 2018). As bactérias capazes de resistir intracelularmente na glandula mamaria e
formar abcessos sdo mais dificeis de combater devido a restricdo do contato com
antibiéticos, como exemplo o S. aureus, em que a porcentagem de cura por meio de
antimicrobianos é de aproximadamente 10 a 30% (Gomes e Henriques, 2016).

O aumento no numero de cepas resistentes aos antimicrobianos, isoladas de
infeccbes subclinicas, pode contribuir para maior sucesso e disseminacéo desses
patogenos (Rossi et al.,, 2019). S. aureus é particularmente conhecido por sua
capacidade de adquirir e desenvolver resisténcia a mdultiplos antibiéticos, cuja
maioria das infec¢Bes € causada por cepas resistentes a meticilina (MRSA) (Fisher
et al., 2018)
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O fendtipo MRSA representa uma séria ameaca a saude publica em todo o
mundo, devido a sua rapida disseminacéo e diversificacdo de clones pandémicos
com crescente viruléncia e resisténcia antimicrobiana (Veloso et al., 2019). MRSA
de bovinos tem sido cada vez mais relatado, representando também um risco
zoonotico de transmissdo a humanos (Klibi et al., 2018), bem como para outros
animais de producdo como aves e suinos. Roedores ou moscas podem servir de
transmissores destes patogenos (Magro et al., 2017). CoNS resistentes a meticilina
isolados em casos de mastite bovina também requerem atencéo devido ao risco de
disseminacao dos genes mec (Klibi et al., 2018).

A resisténcia de S. aureus a meticilina € mediada, principalmente, pela
expressao do gene mecA localizado sobre um elemento genético mével, cassete
cromossOémico estafilococico mec (SCCmec), que codifica uma proteina com baixa
afinidade a penicilina (PBP2a), tornando possivel a sobrevivéncia de S. aureus ao
tratamento com antibiéticos B-lactamicos (Hiramatsu et al., 2001; Turkyilmaz et al.,
2010; Guillén et al., 2016). Até o momento, foram relatados 13 tipos de SCCmec (l a
XI) (Lakhundi e Zang, 2018). A tipagem de SCCmec é essencial para investigar a
epidemiologia molecular de cepas MRSA (Saei e Panahi, 2020).

Na prética veterinaria, S. aureus € geralmente resistente a maioria dos
antimicrobianos utilizados no tratamento da mastite bovina, principalmente a
penicilina. A resisténcia a penicilina é atribuida especialmente a um gene estrutural
blaZz (Feng et al., 2017). Diante disto, o desenvolvimento de novas alternativas para
combater Staphylococcus spp. esta se tornando cada vez mais urgente (Coté-Gravel
et al., 2019).

2.6 Homeopatia para o tratamento da mastite bovina

O aumento da resisténcia dos micro-organismos a diversos farmacos esta
associado principalmente ao uso inadequado e indiscriminado, em que drogas
classicas e de introducdo recente no comércio tém se tornando ineficazes,
representando um risco nos casos de patégenos que infectam tanto animais como
humanos (Nascimento et al., 2001). Desta forma, a introdugcdo de novos
antimicrobianos ndo pode ser encarada com uma solugdo em longo prazo,

considerando o surgimento de clones bacterianos resistentes que se tornam cada
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vez mais prevalentes sob pressao seletiva da toxicodependéncia (Thanert et al.,
2017). Também os consumidores tém exigido uma producéo de alimentos livres de
residuos quimicos e métodos de criacdo que levem em consideracdo aspectos
humanitarios e ndo agressivos aos animais e ao meio ambiente (Pires, 2005). Neste
sentido surgem fazendas sob manejo organico, que visam a longevidade e melhoria
da saude geral do Ubere, bem como a prevencao de novas infeccdes (Kiesner et al.,
2016).

A homeopatia é uma terapia alternativa no tratamento da mastite e possui por
fundamento a lei da semelhanca, no qual o tratamento de pacientes ocorre através
de um preparado que, quando administrado a um individuo sadio, produz 0s mesmos
sintomas constatados em paciente que se deseja curar e tem despertado o interesse
de técnicos e produtores (Barbosa et al., 2013). E uma terapia especifica de estimulo
ao organismo, na qual a escolha do medicamento é feita considerando-se as causas,
o desenvolvimento da doenca, a forma do adoecer, as circunstancias concomitantes,
bem como as caracteristicas do organismo doente. Ela é capaz de equilibrar o
hospedeiro pelo estimulo de suas defesas naturais, ajudando-o a se defender melhor
(Pires, 2005). Na homeopatia clinica, o tratamento é baseado principalmente em
sintomas relacionados ao sistema organico afetado. Aléem disso, varios remédios
homeopaticos podem ser combinados para apoiar os efeitos dos outros. A
homeopatia classica enfatiza uma visédo holistica do paciente e da doenca, em que
€ importante registrar o histérico exato do paciente e examinar, avaliar e tratar o
paciente com precisao e individualmente (Ebert et al., 2017).

Em propriedades sob manejo organico, o controle de micro-organismos
contagiosos da mastite € mais dificil que em rebanhos convencionais, devido a ndo
utilizacdo da terapia da vaca seca. Nao existem estratégias e terapias alternativas
para reduzir a infeccao intramamaria durante o periodo seco (Kiesner et al., 2016).
Além disso, a falta de um tratamento homeopatico individualizado é frequentemente
reivindicada como um grande obstaculo em estudos clinicos sobre a eficacia da
homeopatia. No entanto, a deteccdo e avaliagdo de sintomas homeopaticos
individuais podem ser desafiadoras em condi¢des praticas e podem ser a causa da
incerteza, mesmo para um especialista veterinario em homeopatia (Keller e
Sundrum, 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1Geral

v

Caracterizar e comparar a formacdo de biofilme, suscetibilidade a
antimicrobianos in vitro, presenca e distribuicdo de genes de viruléncia e de
resisténcia antimicrobiana, além de determinar a diversidade clonal de estirpes
de Staphylococcus spp. isoladas em leite de vacas tratadas e ndo tratadas com
homeopatia

3.2Especificos

v

Identificar isolados estafilococicos no leite de vacas tratadas e ndo tratadas com

homeopatia;

Investigar os genes codificadores de toxinas estafilocécicas sea, seb, sec, sed,
see, tsst-1, eta e pvl em Staphylococcus spp. isolados em vacas tratadas e nao

tratadas com homeopatia;

Investigar os genes icaADBC, atlE, bap, bhp e aap relacionados com producéo
de biofilme em Staphylococcus spp. isolados no leite de vacas com e sem

tratamento homeopatico, assim como a expressao desta caracteristica in vitro;

Investigar os genes de resisténcia antimicrobiana mecA e blaZ e caracterizar o
tipo SCCmec em Staphylococcus spp. isolados no leite de vacas tratadas e nao
tratadas com homeopatia, bem como determinar seus perfis de suscetibilidade

antimicrobiana;

Determinar o perfil de similaridade das estirpes de Staphylococcus spp. isoladas
no leite de vacas tratadas e nao tratadas com homeopatia e estabelecer suas

relacdes epidemiologicas com estirpes descritas internacionalmente.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aprovacdao pelo comité de ética

Todas as técnicas experimentais foram realizadas sob a aprovacdo da
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA), protocolo n°007921/17, da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista “Julio de

Mesquita Filho” — Campus de Jaboticabal - SP.

4.2 Formacao dos grupos de animais e selecao de principios ativos

Foi utilizado neste estudo um rebanho bovino leiteiro experimental composto
por 50 vacas Holandesas e Jersolandas, localizado em Séo Carlos, estado de Séao
Paulo. Todas as vacas estavam em estagio inicial de lactacdo e foram distribuidas
de forma homogénea, por amostragem néo aleatdria por conveniéncia, de modo que
animais com producdo média de 25 litros/dia e CCS superior e inferior a 200.000
células mL* de leite (Pyorala, 2003) estivessem de maneira semelhante no grupo de
vacas tratadas e nédo tratadas com formulagdo homeopatica. Todos os animais foram
mantidos juntos e acompanhados por 12 meses, bem como submetidos aos mesmos
procedimentos de manejo antes, durante e ap0s a ordenha.

A escolha dos principios ativos para o tratamento foi realizada por assessoria
técnica especializada na area de homeopatia, ap6s o conhecimento da etiologia
infecciosa formada predominantemente por Staphylococcus spp. Os principios ativos
Beladonna (12 CH), Hepar sulphur (12 CH), Silicea (12 CH), Phosphorus (12 CH) e
Phytolacca decandra (12 CH) do composto homeopético foram acrescentados a
alimentacdo de 25 vacas em lactacdo, enquanto as outras 25 receberam apenas
placebo com adicdo de acUcar na racao. Novos animais que entraram em periodo
de lactacdo foram distribuidos aos grupos com e sem tratamento, obedecendo a
critérios de producdo e CCS do leite. Animais que ja estavam em determinado grupo
e retornaram a lactacéo apés o periodo seco voltaram para 0 mesmo grupo ao qual
pertenciam antes da secagem. Vacas diagnosticadas com mastite clinica foram

removidas dos grupos de estudo e tratadas com antimicrobianos.
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4.3 Colheitas de amostras de leite e deteccdo da mastite

A identificacdo da etiologia infecciosa e as contagens de células sométicas
ocorreram por meio de colheitas de amostras de leite mensais, totalizando 12
colheitas. Durante a colheita de leite para as analises microbiolégicas foram
descartados os primeiros jatos de leite de cada quarto mamario e, em seguida,
higienizaram-se as extremidades dos tetos com algoddo umedecido com alcool
etilico a 70% (v/v). Obteve-se um pool de amostras de leite dos quartos mamarios
de cada vaca. As amostras de leite foram colhidas em duplicada em tubos de ensaio
estéreis, antes do inicio da primeira ordenha do dia. Todos os procedimentos de
colheita seguiram as recomendacdes do National Mastitis Council (Harmon et al.,
1990; Brito e Brito, 1999).

As colheitas para CCS foram realizadas apdés a ordenha completa dos
animais, nos mesmos dias das colheitas para as analises microbiolégicas. A CCS foi
determinada por citometria de fluxo, utilizando-se o equipamento Somacount 300®
(Bentley Instruments, 1995), a partir amostras acondicionadas em frascos plasticos
com a adicao de duas pastilhas de bronopol que foram encaminhadas a laboratério
credenciado na Rede Brasileira de Laboratorios de Analise da Qualidade do Leite —
RBQL, localizado em Piracicaba, SP.

Os animais foram considerados sadios, sem mastite, quando nao foram
isolados micro-organismos nas amostras de leite ou quando houve isolamento de
CoNS, em ambos os casos com CCS abaixo de 200.000 células mL! (Sandgren et
al., 2008). Contrariamente, o animal foi classificado como doente, positivos para
mastite, quando houve isolamento de quaisquer CoPS, independentemente da CCS

ou do isolamento de CoNS, com CCS acima de 200.000 células mL™1,

4.4 Identificacéo prévia de Staphylococcus spp. isolados no leite bovino

A identificacdo de Staphylococcus spp. foi realizada ap6s a semeadura de 10
uL de leite sobre a superficie de agar-sangue e incubacéo a 37°C por 24 a 48 horas.
Posteriormente, as colbnias foram avaliadas quanto as suas caracteristicas
morfotintoriais, aquelas com caracteristicas de cocos gram positivos agrupados
como cachos de uvas foram submetidas as provas de catalase e coagulase lenta

(Holmberg, 1973). Os CoPS foram testados frente as provas de producdo de
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acetoina e fermentacao de maltose e trealose, para a diferenciacdo entre CoPS e S.
aureus, enquanto os CoNS foram submetidos aos testes de sensibilidade a
furazolidona e de oxidase para a diferenciacdo entre Staphylococcus spp. e
Micrococcus spp. (Krieg e Holt, 1994; Almeida et al., 2005).

4.5 Extracdo de DNA e identificacdo molecular de isolados de Staphylococcus
spp.

Os micro-organismos previamente identificados como Staphylococcus spp.
foram estirados sobre a superficie de placas de Petri com agar sangue e incubados
a 37°C por 24 horas, posteriormente trés coldnias foram selecionadas e inoculadas
em caldo brain heart infusion (BHI) e incubadas a 37°C por 24 horas. A extragdo do
DNA ocorreu pela utilizagdo do llustra®kit (GE Healthcare, Little Chalfont,
Buckinghamshire, Reino Unido). A confirmacdo genotipica dos S. aureus foi
realizada por meio da deteccdo do gene que codifica o fragmento de DNA SA442
especifico de S. aureus (Martineau et al., 1998). Acepa de referénciaS.
aureus ATCC 33591 foi usada como controle positivo. Os primers utilizados estao

descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados na técnica de PCR para a
identificacdo genotipica de Staphylococcus aureus.

Iniciador Sequéncia de nucleotideos (5'-3) Produto amplificado

SA442-Up AATCTTTGTCGGTACACGATATTCTTCACG

241pb
SA442-Dn CGTAATGAGATTTCAGTAGATAATACAAA

As amostras de CoNS e CoPS foram submetidas a identificagcdo genotipica
por meio de primers de sequéncias conservadas (Tabela 2) adjacentes aos genes
que codificam o RNAr16S e RNAr23S pela técnica ITS-PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase-Espaco Transcrito Interno) desenvolvida por Couto et al. (2001) e Barry
et al. (1991).
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Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados na técnica de ITS- PCR
para a identificacdo genotipica de Staphylococcus
Spp. n&o aureus.

Iniciador Sequéncia de nucleotideos (5'-3’)
ITS-Up GAAGTCGTAACAAGG
ITS-Dn CAAGGCATCCACCGT

Linhagens de referéncia internacional foram utilizadas como controles: S.
capitis subsp. capitis (ATCC 27843), S. capitis subsp. ureolyticus (ATCC 49325), S.
caprae (ATCC 35538), S.chromogenes (ATCC 43764), S. epidermidis (ATCC
12228), S. haemolyticus (ATCC 29970), S. hominis (ATCC 27844), S. hominis subsp.
novobiosepticus (ATCC 700237), S. hyicus (ATCC 11249), S. lugdunensis (ATCC
700328), S. saprophyticus (ATCC 15305), S. schleiferi subsp. schleiferi (ATCC
43808), S. sciuri subsp. sciuri (ATCC 29062), S. simulans (ATCC 27851), S. xylosus
(ATCC 29979) e S. warneri (ATCC 10209). As estirpes que ndo puderam ser
identificadas pela técnica de ITS-PCR foram submetidas ao sequenciamento do
gene rpoB da subunidade beta da RNA polimerase (nucleotideos 1444-1928)
(Mellmann et al., 2006), seguido por uma andlise da Ferramenta de Pesquisa de
Alinhamento Local Basico (BLAST).

4.6 Deteccao de genes codificadores para enterotoxinas, tsst-1, eta e pvl

As reacoes de PCR para a deteccdo dos genes que codificam as
enterotoxinas A, B, C, D e E e tsst-1 foram realizadas conforme descritas por
Johnson et al. (1991) e Cunha et al. (2006). A identificacdo dos genes da leucocidina
Panton-Valentine (pvl) e da toxina esfoliativa A (eta) seguiu as metodologias
descritas por Tristan et al. (2007) e Koning et al. (2003). Foram utilizadas as
seguintes cepas de referéncia toxigénicas como controles positivos: S. aureus ATCC
13565 (gene sea), S. aureus ATCC 14458 (gene seb), S. aureus ATCC 19095 (gene
sec), S. aureus ATCC 23235 (gene sed), S. aureus ATCC 27664 (gene see), S.
aureus ATCC 51650 (gene tst) e S. aureus ATCC 49775 (gene pvl). Para a toxina

esfoliativa A utilizou-se como controle positivo o isolado internacional Staphylococus
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aureus N5. A S. xylosus ATCC 29971 foi utilizada como controle negativo. Na Tabela

3 estdo descritas as sequéncias iniciadoras e tamanho dos produtos amplificados.

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados nas técnicas de PCR para a deteccdo de
genes de toxinas.

Gene Iniciador Sequéncia de nucleotideos (5’-3) Produto amplificado

sea-Up TTGGAAACGGTTAAAACGAA

sea 120pb

sea-Dn GAACCTTCCATCAAAAACA

seb-Up TCGCATCAAACTGACAAACG

seb 478pb
seb-Dn GACGGTACTCTATAAGTGCC
sec-Up GACATAAAAGCTAGGAATTT

sec-1 257pb
sec-Dn AAATCGGATTAACATTATCC
sed-Up CTAGTTTGGTAATATCTCCT

sed 317pb
sed-Dn TAATGCTATATCTTATAGGG
see-Up TAGATAAAGTTAAAACAAGC

see 170pb
see-Dn TAACTTACCGTGGACCCTTC
tst-Up ATGGCAGCATCAGCTTGATA

tst 350pb
tst-Dn TTTCCAATAACCACCCGTTT
eta-Up CTAGTGCATTTGTTATTCAA

eta 119pb
eta-Dn TGCATTGACACCATAGTACT

pvl-Up ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA
Luk-PV 433pb
pvi-Dn GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC

4.7 Deteccao de genes codificadores para a producéao de biofilme

Para a deteccéo dos genes icaADBC foram utilizados os primers (Tabela 4) e
0s parametros para as reagfes de PCR conforme descritos por Arciola et al. (2001)
e Rohde et al. (2007). Em todas as reacgOes foram utilizadas as linhagens de

referéncia internacional S. epidermidis ATCC 35985 como controle positivo e S.
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epidermidis ATCC 12228 como controle negativo. Realizou-se também a deteccao
dos genes bap (Cucarella et al., 2004), bhp (Qin et al., 2007a) e aap e altE
(Vandecasteele et al., 2003) por meio do uso das sequéncias de nucleotideos

descritas na Tabela 4.

Tabela 4. Oligonucleotideos utilizados nas técnicas de PCR para deteccdo dosgenes
envolvidos na formagéo de biofilme.

Gene Iniciador Sequéncia de nucleotideos (5’-3’) Produto amplificado

icaA icaA-Up TGGCTGTATTAAGCGAAGTC

Ic _ 669pb
icaA-Dn CCTCTGTCTGGGCTTGACC

icaD icaD-Up ATGGTCAAGCCCAGACAGAG
_ 198pb
icaD-Dn CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA

: icaB-Up CTGATCAAGAATTTAAATCACAAA

icaB 302pb
icaB-Dn AAAGTCCCATAAGCCTGTTT

: icaC-Up TAACTTTAGGCGCATATGTTT

icaC _ 400pb
icaC-Dn TTCCAGTTAGGCTGGTATTG

ba bap-Up CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTGCAC
P 971pb
bap-Dn GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC

aa aap-Up ATACAACTGGTGCAGATGGTTG
P 400pb
aap-Dn GTAGCCGTCCAAGTTTTACCAG
bh bhp-Up TGAAAAATAAACAAGGATTTC
P 1278pb
bh p-Dn GCCTAAGCTAGATAATGTTTG
atlE atlE-Up CAACTGCTCAACCGAGAACA
500pb
atlE-Dn CATCGTTTTCAGCGCTATCA

4.8 Deteccdo do gene mecA e gene blaZ de resisténcia a meticilina e a
penicilina

As reacOes de PCR para a deteccao do gene mecA foram realizadas conforme
0s parametros descritos por Murakami et al. (1991). Em todas as reacgdes realizadas
foram utilizadas linhagens de referéncia internacional, como controle positivo (S.
aureus ATCC 33591) e negativo (S. aureus ATCC 25923). A pesquisa do gene blaz
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seguiu os parametos estabelecidos por Kaase et al. (2008), em que cepas de
referéncia blaZ positiva (S. aureus ATCC 29213) e negativa (S. aureus ATCC 25923)
foram incluidas em todas as reagfes. Os primers utilizados nas duas reacdes estdo

descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Oligonucleotideos utilizados nas técnicas de PCR para deteccado dos
genes envolvidos na resisténcia antimicrobiana.

Gene Iniciador Sequéncia de nucleotideos (5’-3’) Produto amplificado
MRS-Up AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC

mecA 533 pb
MRS-Dn AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC
blaz-Up CAAAGATGATATAGTTGCTTATTCTCC

blaz
blaz-Dn TGCTTGACCACTTTTATCAGC 421pb

4.9 Determinacéo do tipo de SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromosome
mec)

A determinacgédo do tipo de SCCmec foi realizada utilizando-se o método de
reacdo de PCR Multiplex, conforme descrito por Oliveira e De Lencastre (2002) e
adaptado por Machado et al. (2007).

4.10 Visualizagéo dos produtos amplificados

A eficiéncia das amplificacdes foi confirmada pela eletroforese em gel de
agarose 2% preparado em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5M. Como padrao foi
utilizado um marcador de peso molecular de 100 pb. O DNA foi corado com Sybr®

safe e posteriormente fotografado sob transiluminacgéo ultravioleta.

4.11 Pesquisa da producéao de biofilme pelo método de aderéncia em placa de
Poliestireno (TCP)

A pesquisa de producéao de biofiime em placas de cultura foi realizada por
meio do método proposto por Christensen et al. (1985), utilizando modificacdes
propostas por Oliveira e Cunha (2010). Foram utilizadas culturas em trypticase
soy broth (TSB), incubadas por 24 horas e posteriormente diluidas a 1:1 com TSB,

preparado com 2% de glicose. Foram utilizadas placas estéreis compostas por 96
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cavidades com fundo plano (Costar, modelo 3599 fabricado pela Corning
Incorporated). Os pocos foram preenchidos em quadruplicata com 200 uL da cultura
diluida, utilizando pipeta multicanal. Em todos os testes foram utilizados controles
positivo (S. epidermidis ATCC 35983) e negativo (S. epidermidis ATCC 12228) e
uma amostra de TSB estéril. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C e
posteriormente o conteudo de cada poco foi aspirado cuidadosamente utilizando-se
pipeta multicanal e, entdo, lavados quatro vezes com 200 pL de tampao fosfato salina
(PBS), pH 7,2. A secagem da placa foi realizada em temperatura ambiente por uma
hora. A seguir, os pocos foram corados com cristal violeta a 2% por um minuto e, em
seguida, o volume foi aspirado e 0 excesso de corante retirado por meio de uma
lavagem das placas com &gua destilada utilizando-se de pipeta multicanal e
posteriormente secas em temperatura ambiente por 60 minutos, para em seguida
realizar-se a leitura da densidade Optica no leitor de Elisa, da marca Labsystem
modelo Multiskan EX em filtro 540 nm. Para determinacdo do ponto de corte foi
utilizado o mesmo procedimento descrito acima com uma placa inteira contendo TSB
estéril, apos a leitura foi determinada a média e o desvio padrao, com a multiplicacéo
do desvio padréo por trés e adi¢do do valor da média da densidade 6ptica da amostra
de TSB estéril no mesmo comprimento de onda segundo formula: (ponto de corte =
desvio padrédo x 3 + média da densidade Optica do TSB estéril). As amostras foram
classificadas como n&do aderente quando o valor de corte era < 0,111, fracamente
aderente quando > 0,111 ou < 0,222 e fortemente aderente quando > 0,222.

4.12 Teste de susceptibilidade antimicrobiana

O teste de susceptibilidade antimicrobiana foi realizado para todas as estirpes,
por meio da técnica de disco-difusdo em placas de agar Mueller-Hinton a partir de
discos impregnados conforme critérios recomendados pelo Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2016). Os principios ativos utilizados foram:
Penicilina/Benzilpenicilina (10 pg), Gentamicina (10 pg), Enrofloxacina (5 pg),
Ciprofloxacina (5 ug), Norfloxacina (10 pug), Eritromicina (15 pg), Nitrofurantoina (300
Kg), Tetraciclina (30 pg), Doxiclina (30 pg), Oxacilina (1pg) e Cefalexina (30 pg) e
Sulfametoxazol/Trimetoprim (25 pg). A atividade do antimicrobiano foi avaliada pelo

diametro do halo de inibicdo através de interpretacdo em base das normas
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estabelecidas pelo CLSI (2016). Foram considerados micro-organismos
multirresistentes (MDR) aqueles resistentes a trés ou mais classes de

antimicrobianos testados.

4.13 Determinacao do perfil genético de estipes de Staphylococcus spp. por
Pulsed-Field Gel Electroforesis (PFGE)

Todas as estirpes de Staphylococcus spp. foram tipadas por meio do PFGE
utilizando o protocolo modificado de McDougal et al. (2003). As amostras foram
colocadas em caldo BHI para o crescimento durante 24 horas. Em um microtubo,
foram adicionados 400 pL da amostra e centrifugada a 12.000 rpm por 50 segundos.
Depois de desprezado o sobrenadante, foram adicionados 300 yL de solugéo TE (10
mM de Tris, 1ImM EDTA [pH 8,0]). As amostras foram deixadas em banho-maria por
10 minutos a 37°C. Apos agitacdo em vortex, foram adicionados 5 uL de lisostafina
(Img/mL em 20 mM de acetato de sodio [pH 4,5]) e 300 uL de agarose lowmelt.

As amostras foram distribuidas nos moldes para plugues, apés a solidificacéo
foram colocadas em placa de 24 pocos com 2 mL de solugcdo EC (6 mM Tris-HCI,
1M NacCl, 100 mM EDTA, 0,5% Brij-58, 0,2% deoxicolato de sédio, 0,5% laurilsarcosil
sédico) e incubadas a 37°C por no minimo 4 horas. O EC foi retirado e os plugues
lavados com 2 mL de TE quatro vezes a temperatura ambiente com intervalos de
meia hora.

A enzima Smal (Fast Digest Smal®, Fermentas Life Science, Canada) foi
utilizada para a restricio do DNA genbmico. A eletroforese foi executada em
aparelho CHEF-DR Ill System (BioRad Laboratories, EUA) em gel de agarose a 1%
preparado com TBE 0,5 M (Pulsed Field Certified Agarose, BioRad Laboratories,
EUA) sob as seguintes condi¢des: intervalos de tempo de pulso de 5 a 40s por 21h;
em rampa linear; 6V/cm; angulo de 120°; 14°C; 0,5 M TBE como tampao de corrida.
Foi utilizado Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs) como marcador
molecular. O gel foi corado com GelRed (10.000X em &gua, Biotium, EUA) por 1
hora, e fotografado sob transiluminagéo UV.

A andlise de similaridade entre as estirpes estafilococicas foi realizada
utilizando-se o software BioNumerics (versédo 7.6; AppliedMaths, Bélgica). A criagdo

do dendrograma foi realizada pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method
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with Arithmetic Mean) com tolerancia da posicao das bandas e a otimizacéo ajustada
para 1,2% e 1%, respectivamente. O coeficiente de similaridade de Dice = 80% foi

escolhido para determinacao dos clusters.

4.14 Multilocus Sequence Typing (MLST)

Apés andlise do PFGE foram selecionadas cepas de S. aureus e S.
epidermidis pertencentes aos clusters formados para o sequenciamento das
amostras pela técnica de MLST. O MLST de S. aureus foi realizado segundo normas
descritas por Enright et al. (2000) enquanto o de S. epidermidis conforme Thomas et
al. (2007), utilizando-se sete genes housekeeping para S. aureus (Tabela 6) e S.

epidermidis (Tabela 7).

Tabela 6. Sequéncias iniciadoras utilizadas para o estudo dos complexos clonais
de Staphylococcus aureus isolados em amostras de leite de vacas
tratadas e nado tratadas com homeopatia.

Gene Iniciador Sequencia (5’-3) Produto amplificado
arcC arcC-Up  TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC 570 pb
arcC-Dn AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
aroE aroE-Up ATCGGAAATCCTATTTCACATTC 536 pb
aroE-Dn GGTGTTGTATTAATAACGATATC
alpF glpF-Up CTAGGAACTGCAATCTTAATCC 534 pb
glpF-Dn TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
amk gmk-Up ATCGTTTTATCGGGACCATC 488 pb
gmk-Dn TCATTAACTACAACGTAATCGTA
pta pta-Up GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG 575 pb
pta-Dn GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA
tpi tpi-Up TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA 475 pb
tpi-Dn TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC
yail ygiL-Up ~ CAGCATACAGGACACCTATTGGC 598 pb

ygiL-Dn  CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC
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Tabela 7. Sequéncias iniciadoras utilizadas para o estudo dos complexos clonais de
Staphylococcus epidermidis isolados em amostras de leite de vacas
tratadas e nado tratadas com homeopatia.

Gene Iniciador Sequencia (5’-3’) Produto amplificado
arcC arcC-Up TGTGATGAGCACGCTACCGTTAG 465
arcC-Dn TCCAAGTAAACCCATCGGTCTG
aroE-Up CATTGGATTACCTCTTTGTTCAGC
arokE 420
aroE-Dn CAAGCGAAATCTGTTGGGG
otr gtr-Up CAGCCAATTCTTTTATGACTTTT 438
gtr-Dn GTGATTAAAGGTATTGATTTGAAT
MULS mutS-Up GATATAAGAATAAGGGTTGTGAA 412
mutS-Dn GTAATCGTCTCAGTTATCATGTT
DyrR pyrR-Up GTTACTAATACTTTTGCTGTGTTT 428
pyrR -Dn GTAGAATGTAAAGAGACTAAAATGAA
tpi tpi-Up ATCCAATTAGACGCTTTAGTAAC 424
tpi-Dn TTAATGATGCGCCACCTACA
yaiL yqiL-Up CACGCATAGTATTAGCTGAAG 416
yqiL-Dn CTAATGCCTTCATCTTGAGAAATAA

As PCRs foram realizadas com um volume de reagao de 25 uL, contendo 3
ML de DNA gendémico (aproximadamente 15 ng), 10 pMol de cada iniciador, 1 U de
Taqg DNA polimerase, 2,5 pL de tampéo 10 X (fornecido com a Tag DNA polimerase),
1,5 mM de MgClz e 200 uM de desoxinucleotideos trifosfatos. O DNA de S. aureus
foi submetido a uma desnaturacéao inicial a 95°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos
de desnaturacdo a 95°C por um minuto, anelamento a 55°C por um minuto e
extensao final a 72°C por um minuto. Em seguida realizou-se uma extenséo final de
72°C por 10 minutos. Para S. epidermidis realizou-se uma desnaturacéo inicial de
95°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 50°C por 1 minuto
e 72°C por 1 minuto e uma extensdo final a 72°C por 10 minutos.

Os amplicons foram purificados com enzima Exosap IT, segundo protocolo do
fabricante. Adicionou-se 5 pL de cada amplicon e 2 pyL de enzima Exosap IT em
pocos de placa de PCR de 96 pocos. A mistura foi submetida a 37°C por 15 minutos
e a 80°C por 15 minutos. Para a reacdo de sequenciamento com o kit BigDyeR
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing, adicionou-se 1 uL do produto purificado aos 9
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ML de mix, preparado conforme instrucbes do kit. Preparou-se a reacdo de
sequenciamento e o produto foi purificado com etanol antes de ser inserido no
equipamento ABI 3100 Avant para a obtenc&o das sequéncias.

As andlises e comparacao das sequéncias foram realizadas por banco de
dados on line (http://www.mlst.net). Os tipos de sequéncias (sequence type, STS)
mostraram que seis de sete alelos idénticos foram agrupados em complexos clonais

(CC) usando o algoritmo e-BURST (www.eburst.mist.net).

4.15 Metodologia estatistica

O teste de Qui-quadrado foi realizado utilizando-se o procedimento Proc Freq
do SAS (SAS, 2012), com cruzamento da variavel “grupo” (vacas tratadas e sem
tratamento) com as varidveis “etiologia”’, “producdo de biofiime” e “genes de
viruléncia”, a um nivel de significancia P<0,05. Na andlise de correspondéncia
multipla foram utilizadas as variaveis que mostraram melhor dependéncia (p<0,05),
como variavel resposta paras os dois grupos por meio do software STATISTICA
(StatSoft, 2004).



27

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, 99 estirpes de Staphylococcus spp. foram identificadas nas amostras
de leite de vacas tratadas e nao tratadas com homeopatia, em que S. aureus foram
as de maior ocorréncia (50,5%), seguidas por S. chromogenes (29,3%), S.
epidermidis (17,2%), S. warneri (2,0%) e S. agnetis (1,0%) (Figura 1).

S. agnetis

S. warneri

S. epidermidis

S. chromogenes

S. aureus

0,0% 20,0% 40,0% 60,0% 80,0% 100,0%

Figura 1. Frequéncia (%) de estirpes de Staphylococcus spp. isoladas no leite de
vacas tratadas e nao tratadas com homeopatia.

Diante dos impactos da mastite dentro de rebanhos leiteiros, verifica-se
atualmente o desenvolvimento de varias pesquisas que demonstram diferencas
quanto aos tipos de patdgenos e sua ocorréncia em rebanhos leiteiros. Em Ruanda,
Ndahetuye et al. (2019) observaram elevada frequéncia de CoNS (40,2%) seguidos
por S. aureus (22%), em que o S. epidermidis foi predominante dentre CoNS.
Entretanto, Phophi et al. (2019) verificaram em estirpes de CoNS, isoladas de vacas
da Africa do Sul, que o S. chromogenes (70%) foi dominante, assim como Nobrega
et al. (2018) em rebanhos canadenses, seguido por S. epidermidis (12%). Kim et al.
(2019) constataram predominio de estirpes de S. chromogenes (34,4%), S. simulans
(20,3%) e S. epidermidis (18,6%) em estudo feito na Coreia.
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S. aureus e CoNS envolvidos em casos de mastites bovinas sdo um problema
para produtores de leite em todo o mundo (Darwish e Asfour, 2013). S. aureus € 0
agente etiol6gico mais importante (Caruso et al., 2016), considerado um patdgeno
oportunista com capacidade de afetar varios tecidos e 6rgdos em humanos e
animais, além de induzir infec¢cdes agudas e crbnicas (Coté-Gravel et al., 2019).
Mesmo em rebanhos leiteiros bem manejados, S. aureus pode causar mastites
clinicas e subclinicas recorrentes (Antok et al., 2020). A presenca deste patégeno no
gado leiteiro com mastite pode levar a contaminagdo de produtos lacteos (Fisher et
al., 2018), representando um risco a saude publica, uma vez que algumas cepas sao
altamente patogénicas e frequentemente envolvidas em doencas humanas e de
animais (McMillan et al., 2016).

A presenca de CoNS na pele saudavel do Ubere e nas méos dos
ordenhadores proporciona facil acesso ao canal da teta e, em condi¢ces favoraveis,
estes micro-organismos sdo capazes de penetrar na glandula mamaria, resultando
em infecgao oportunista (Srednik et al., 2017). Tal fato foi observado em estudo que
constatou a presenca de pulsotipos de S. chormogenes em leite e em locais
extramamarios e confirmou esta espécie como micro-organismo oportunista e
causador da mastite bovina (Taponen et al., 2008). S. epidermidis € um micro-
organimo comensal que emergiu como importante patdgeno, capaz de causar
infeccbes em pacientes imunocomprometidos e paciente com implantes de
biomateriais (Bowden et al., 2005).

A frequéncia de isolamento de S. aureus foi semelhante nos dois grupos de
estudo, 48% em animais nao tratados e 52% em vacas tratadas com homeopatia.
Dentre CoNS, 70,8% das estirpes foram isoladas de leite de vacas tratadas e 29,2%

de animais nao tratados (p=0,036) (Figura 2).
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B S. aureus CoNS

70,8%

52%
48%

29,2%

Vacas tratadas Vacas nédo tratadas

Figura 2. Distribuicdo das estirpes de S. aureus e CoNS nos grupos de vacas
tratadas com homeopatia e vacas nao tratadas.

A presenca de S. aureus em animais ap0s o tratamento homeopético é
preocupante, uma vez que este micro-organismo pode acarretar problemas para a
saude publica, como surtos de intoxicacdo alimentar pelo consumo de produtos
lacteos contaminados (Ren et al., 2020). Estudos também verificaram a presenca de
genes de toxinas tipicos de S. aureus em estirpes de CoNS de leite de vacas com
mastite, 0 que as torna também possiveis reservatorios de genes de toxinas
tipicamente identificadas em S. aureus (Xu et al., 2015), demonstrando assim sua
importancia na saude publica. Atualmente, os tratamentos alternativos da mastite
tém surgido como uma op¢do no combate a resisténcia antimicrobiana, entre os
quais a homeopatia tem desfrutado de grande popularidade e crescimento,
principalmente em fazendas organicas (Keller e Sundrum, 2018). No entanto, a
qualidade de seus produtos deve ser melhor avaliada do ponto de vista da seguranca
dos alimentos, uma vez que podem persistir patdgenos com genes de viruléncia com
potencial de causar danos a populacéo.

Na Tabela 8 constam os resultados obtidos para deteccdo de genes que

codificam enterotoxinas e biofilmes em estirpes de Staphylococcus spp..



Tabela 8. Numero de isolados e frequéncia de genes relacionados com a
producdo de toxinas e biofilme, associados e isolados, em
estirpes de S. aureus e CoNS em animais tratados e néo tratados
com homeopatia.

Genes de S. aureus S. chromogenes S. epidermidis S. warneri Total
viruléncia
T NT T NT T NT T NT

icaADBC 3 2 0 0 0 0 1 0 6
(3,0%)  (2,0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (1,0%)  (0%) (6,1%)

icaAD 25 24 0 1 4 0 2 0 56
(25,2%) (24,2%) (0%) (1,0%) (4,0%)  (0%) (2,0%)  (0%) (56,5%)

icaA 26 24 3 1 6 0 2 0 62
(26,3%) (24,2%)  (3,0%)  (1,0%) (6,1%)  (0%) (2,0%)  (0%) (62,6%)

icaD 25 24 1 5 5 1 2 0 63
(25,2%) (24,2%)  (1,0%)  (5,0%) (5,0%)  (1,0%) (2,0%)  (0%) (63,6%)

icaB 19 14 0 0 0 0 1 0 34
(19,2%) (14,1%) (0%) (0%) (0%) (0%) (1,0%)  (0%) (34,3%)

; 5 2 9 0 1 2 0 26
IcaC G0%) (0%  ©1%) I 0% (1,0%) (0% (0%)  (263%)

bap 8 6 0 0 2 1 2 0 19
(8,1%)  (6,1%) (0%) (0%) (2,0%)  (1,0%) (2,0%)  (0%) (19,3%)

aap 0 0 0 0 12 4 0 0 16
(0%) (0%) (0%) (0%) (12,1%) (4,0%) (0%)  (0%) (16,1%)

atlE 0 0 0 0 11 4 0 0 15
(0%) (0%) (0%) (0%) (11,1%) (4,0%) (0%)  (0%) (15,1%)

sea 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)  (0%) (0%)

seb 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)  (0%) (0%)

sec 0 0 12 0 0 0 0 0 12
(0%) (0%) (12,1%)  (0%) (0%) (0%) (0%)  (0%) (12,1%)

sed 2 0 0 0 0 0 0 0 2
(2,0%)  (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)  (0%) (2,0%)

see 0 0 0 0 0 0 1 0 1
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (1,0%)  (0%) (1,0%)

tst 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)  (0%) (0%)

ota 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)  (0%) (0%)

pvl 5 1 i i 6
(10,0%)  (2,0%) (12%)

T = Vacas tratadas

NT = Vacas nao tratadas

30

O gene sec foi identificado apenas em estirpes de S. chromogenes com maior

frequéncia em

isolados de animais tratados (p=0,0035),

em que 66,7%

demonstraram CCS< 200.000 células/mL de leite. Cinco foram isolados de um

mesmo animal, enquanto trés de outro e dois de um terceiro animal. Os restantes

pertenciam a animais distintos. O baixo percentual de estirpes positivas para o gene
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sed foi semelhante ao constatado por Guimarées et al. (2013), em S. aureus isoladas
de amostras de leite obtidas de animais no Estado de Sdo Paulo, e por Kot et al.
(2016), na Poldnia. Maior ocorréncia (29,4%) foi relatada por Grispoldi et al. (2019)
em vacas com mastite subclinica na Itélia. Rossi et al. (2019) ndo detectaram o gene
em S. aureus de vacas com mastite subclinica.

Tanto o gene sed quanto o see foram carreados por estirpes de animais com
mastite, e nenhum isolado exibiu 0s genes sea e seb. Todas as amostras positivas
para os genes de enterotoxinas foram obtidas de animais tratados com homeopatia.
Esse fato merece atencéo, pois na producdo de leite organico os animais séo
submetidos a tratamentos alternativos para mastite, como a homeopatia, além de
esse produto ser visto pela populagdo como um alimento mais saudavel quando
comparado ao leite produzido em sistemas de produg&o convencionais.

Cepas portadoras de genes que codificam enterotoxinas podem chegar aos
alimentos e causar episédios de intoxicacéo alimentar (Veloso et al., 2019), por meio
da ingestdo de enterotoxinas pré-formadas (Maina et al.,, 2012). Estudos
demonstraram que a SEC purificada é uma toxina superantigénica e emética potente
(Maina et al., 2012). As SEs séo capazes de atravessar as condi¢cdes acidas do
intestino causando quadros de intoxicacdo mesmo na auséncia de bactérias vivas,
sendo necessarias apenas pequenas quantidades para serem tdxicas em
humanos (Fisher et al., 2018). Apesar de a pasteurizacdo destruir células de
Staphylococcus spp., 0 mesmo ndo ocorre com as SEs, por serem termoestaveis, o
gue faz com que permanecam ativas no alimento (Cavicchioli et al., 2015).

Embora a intoxicacdo estafilococica raramente se torne uma doenca com
risco de morte, sua frequéncia gera um impacto significativo na economia, resultando
em perda de produtividade, bem como 0Onus financeiro, especialmente para a
industria de alimentos e os sistemas pubicos de saude (Fisher et al., 2018).

A presenca de estirpes que carreiam genes codificadores de enterotoxinas no
leite deve ser analisada com preocupacdo, quanto a disseminacdo destes entre
estirpes humanas e ambientais, visto que os genes que codificam as SEs estao
localizados principalmente em elementos genéticos méveis e, portanto, podem se
espalhar entre estirpes ou espécies estafilocécicas (Xu et al., 2015).

Os genes tst da toxina 1 da sindrome do choque toxico e eta da toxina



32

esfoliativa A ndo foram detectados. Fursova et al. (2018) verificaram baixa
prevaléncia (1,6%) do gene tst em S. aureus isolados de vacas holandesas com
mastite subclinica em fazendas na Russia Central, enquanto Wang et al. (2016)
detectaram ocorréncia de 40% em S. aureus de vacas com mastite clinica e
subclinica em quatro rebanhos na China. Na Pol6nia o gene eta foi identificado em
5,6% de S. aureus de vacas com mastite subclinica (Kot et al., 2016), enquanto Xu
et al. (2015) encontraram resultados semelhantes aos de nosso estudo.

O gene pvl foi identificado em estirpes isoladas de diferentes vacas, com
66,7% delas demonstrando CCS< 200.000 células/mL de leite. Dentre as estirpes
positivas para pvl, 83,3% foram provenientes de vacas que receberam tratamento
homeopético. Outros estudos constataram alta ocorréncia deste gene em micro-
organismos isolados de leite bovino. Mistry et al. (2016) verificaram prevaléncia de
82% em leite de vacas com mastite subclinica na india, enquanto Wang et al. (2018)
observaram ocorréncia de 93,8% em estirpes isoladas de vacas com mastite clinica,
em duas fazendas de uma empresa de producdo de laticinios na China, com
atividade de exportacdo. Em contrapartida, Rossi et al. (2019) detectaram baixa
prevaléncia em estirpes de vacas com diagnéstico de mastite subclinica
acompanhadas durante um ano.

A PVL é uma toxina extracelular secretadada por S. aureus (Gillet et al., 2002),
que promove a abertura de poros na membrana plasmética de leucécitos, causando
vazamento do conteldo celular e lise (Otto, 2010), contribuindo para a apoptose de
células epiteliais mamarias bovinas, estas consideradas a primeira barreira contra
patdgenos invasores que cruzam a barreira mecanica da extremidade do teto (Jia et
al., 2020). Nos ultimos anos, tem aumentado a taxa de deteccao do gene pvl em
casos de mastite bovina (Jia et al., 2020). A descoberta deste gene em estirpes de
vacas sugere a possibilidade de transmissao de S. aureus de humanos para vacas.
De modo semelhante, estudos demonstraram que isolados bovinos podem ser
encontrados em humanos (Mekonnen et al., 2018). A capacidade de obter DNA
transportado em elementos genéticos moveis torna as linhagens especificas de
animais adequadas para colonizar os seres humanos e também as torna mais

virulentas e resistentes (Agabou et al., 2017).
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Em Staphylococcus spp. a sintese de PIA é mediada pelo produto dos genes
cromossOmicos ica, responsavel pela adesao intercelular na formacao do biofilme,
organizado em uma estrutura de operon que contém os genes do operon ica (Oliveira
e Cunha, 2010). No rebanho estudado, o operon icaADBC ocorreu
predominantemente em S. aureus, em um namero reduzido de estirpes. Entretanto,
a coexisténcia dos genes icaA e icaD prevaleceu na maioria das estirpes de S.
aureus, quando comparadas com CoNS (Tabela 8). De forma semelhante, a
dominancia dos genes icaA e icaD em S. aureus foi observada em estudos com
estirpes de vacas com mastite subclinica (Marques et al., 2017) e nosocomiais
(Salehzadeh et al., 2016). Neste ultimo, os autores afirmam que a alta prevaléncia
de genesica e sua relagdo com a formacao de biofilme indicam a importancia do
biofilme nos mecanismos patogenéticos de infec¢des por S. aureus. Os genes icaA
e icaD sdo importantes na sintese de exopolissacarideos, em que 0 gene icaA
codifica a enzima N-acetilglucosaminil transferase, necesséaria na sintese do
polimero poli-N-acetilglucosamina, principal componente exopolissacarideo da
matriz de biofilme estafiloctcica (Arciola et al., 2015). Segundo Buttner et al. (2015)
0 gene IcaD é necessario para a atividade completa de IcaA in vitro. A ocorréncia do
gene icaC foi maior em CoNS (39,6%) que em S. aureus (14%), enquanto o gene

icaD foi predominante em animais tratados (p=0,012) (Tabela 9).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salehzadeh%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28096965
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Tabela 9. Percentual de Staphylococcus spp. positivos e negativos
para genes do operon icaADBC, atlE, bap, bhp e aap em
vacas com mastite subclinica tratadas e ndo tratadas com

homeopatia.
Vacas tratadas Vacas néo tratadas
Gene p
N% P% N% P%
icaA 34,21 65,79 39,34 60,66 0,608
icaB 63,16 36,84 67,21 32,79 0,679
icaC 73,68 26,32 73,77 26,23 0,992
icaD 21,05 78,95 45,90 54,10 0,012
atlE 81,97 18,03 89,47 10,53 0,311
bap 80,33 19,67 81,58 18,42 0,878
bhp 100 0 100 0 -
aap 80,33 19,67 89,47 10,53 0,229

N = Percentual de negativos; P = Percentual de positivos

Os outros genes que codificam producéo de biofilme em CoNS demonstraram
frequéncias de 29,2% (icaD), 25,0% (icaA) e 2,1% (icaB). O biofilme é um dos fatores
de viruléncia mais importantes para o0 CoNS e esta relacionado a resisténcia a terapia
antimicrobiana e a cronicidade da infec¢cdo (Ahmed et al., 2019). Estudo de Tremblay
et al. (2013) demonstrou relacao entre a formacao de biofilme por CoNS e infec¢cbes
intramamarias persistentes.

O gene bap foi identificado em estirpes de S. aureus, S. epidermidis e S.
warneri com maior ocorréncia em animais tratados (63,2%; p=0,8778), porém o gene
bhp néo foi encontrado. A presenca do gene bap em isolados de vacas com mastite
é relatada em varios estudos como o de Marques et al. (2017), que verificaram baixa
prevaléncia em S. aureus de vacas com mastite subclinica em trés fazendas leiteiras
no Rio de Janeiro, enquanto Xu et al. (2015) constataram o gene apenas em CoNS
de animais com mastite subclinica. Na Colémbia, Torres et al. (2019) encontraram o

gene bap em S. aureus de vacas com mastite clinica pertencentes a 91 fazendas, e
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Tremblay et al. (2013) identificaram o gene em CoONS de leite de fazendas
canadenses. A proteina BAP esta ancorada na parede celular de bactérias e permite
que células se liguem e colonizem diferentes superficies, como forma alternativa da
PIA na formacéao de biofilmes (Montazeri et al., 2020), bem como na patogénese das
infeccbes contribuindo para a internalizacdo bacteriana nas células do hospedeiro,
promovendo assim a invasao tecidual (Arciola et al., 2015).

O carreamento dos genes atlE e aap ocorreu apenas por estirpes de S.
epidermidis, enquanto S. agnetis ndo apresentou nenhum dos genes relacionados
com a producédo de biofilme. Srednik et al. (2017) também verificaram a presenca
do gene aap em S. epidermidis, quando estudaram CoNS isolados de vacas com
mastite clinica e subclinica na Argentina. Tremblay et al. (2013), ao analisarem CoNS
de fazendas canadenses, verificaram que 16,5% das estirpes possuiam o gene atlE
e 65,8% o0 gene aap. Estudo de Murugesan et al. (2018) constatou a importancia dos
genes aap e atlE na formacdo de biofime de S. epidermidis, em que estes
apresentaram associacao significativa entre suas presencas e os perfis de
expresséo de biofilme, com tendéncia de isolados com forte producéo de biofilmes a
abrigarem os genes do operon ica, atlE e aap simultaneamente.

Segundo Rohde et al. (2005), S. epidermidis pode formar uma matriz de
biofilme por via alternativa a PIA, por exemplo através da expressao da proteina Aap,
enquanto a AtlE € uma das proteinas estafilococicas associada a superficie (Lou et
al., 2011), com atividade autolitica que induz a lise de uma subpopulacao bacteriana
resultando na producdo de DNA extracelular, necessario para a fixacao inicial as
superficies do restante da populacdo e ao desenvolvimento do biofilme (Qin et al.,
2007b). Dai et al. (2012) sugerem que a expressao do gene atlE funcione como um
mecanismo de autorrenovacdo do biofilme de S. epidermidis por meio da morte
celular, disperséo e formacao do novo biofilme.

A distribuicdo semelhante da maioria dos genes relacionados com a producéo
de biofilme entre os animais do grupo tratado e controle (Tabela 9) ndo deve ser
menosprezada do ponto de vista da saude publica, uma vez que a permanéncia
dessas estirpes, apds o tratamento homeopatico, pode contribuir para a persisténcia
de infec¢Bes e consequentemente disseminacdo de genes de viruléncia. Segundo

Costa et al. (2019), infec¢des cronicas sustentadas por biofilmes sdo extremamente
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resistentes aos agentes antimicrobianos e as defesas do hospedeiro, além de
fornecerem mecanismos através dos quais micro-organismos do ambiente podem
circular em paciente e vice-versa.

De acordo com Savage et al. (2013), os biofilmes produzidos por S. aureus
aumentam a transferéncia de plasmideos por conjugacdo e mobilizacéo,
promovendo a disseminacdo horizontal de determinantes de resisténcia
antimicrobiana, uma vez que o contato estreito célula a célula e a matriz do biofilme
estabilizam a proximidade bacteriana. Os biofilmes também contribuem para
proteger as células de diferentes agentes, incluindo antimicrobianos (Fuente-Nufiez
et al., 2013). Embora o tratamento com antimicrobianos seja a medida mais
importante e eficaz no controle de infecgcbes microbianas, tratamentos
antimicrobianos dificilmente erradicam (Wu et al., 2014), contribuindo assim para
infeccbes crbénicas e recorrentes em animais e humanos (Ren et al., 2020). A
predominéancia de Staphylococcus spp. portadores de genes de biofilme em vacas
com mastite, requer a necessidade de melhorias nos sistemas de produgéo leiteira
quanto a qualidade do produto gerados, a fim de diminuir e eliminar estirpes com
esta caracteristica.

A pesquisa de producéo in vitro de biofilme revelou que 76,8% das estirpes
gue continham algum gene relacionado com esta caracteristica de patogenicidade
apresentaram fraca ou forte producdo. Em 11,2%, apesar da presenca de genes que
codificam a producédo de biofilme, ndo houve producgéo in vitro. Estudo na China
envolvendo isolados oculares humanos também observou esta particularidade e
concluiu que, embora cepas bacterianas possuam a capacidade genética de produzir
biofilmes, isso ndo implica necessariamente que bioflmes serdo formados (Hou et
al., 2012). Isso ocorre porque 0s genes sao expressos mais facilmente em condi¢gbes
de necessidades competitivas, como em um quadro infeccioso, por exemplo.
Segundo Arciola et al. (2015), a expressdo de biofilmes é influenciada por
mecanismos coordenados de forma coletiva, capazes de detectar estimulos
ambientais e de densidade bacterianas. Em condi¢cdes de injuria bacteriana como
limitacdo de ferro, auséncia de nutrientes, estresse térmico ou concentracdes
subinibitérias de etanol e alguns antibidticos, pode haver aumento da producéo de

biofilme.
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Em 12,1% (11 S. chomogenes e um S. agnetis) das estirpes verificou-se
formacéo de biofilme, porém nenhum dos genes estudados foi encontrado. Dentre
estas estirpes, cinco delas identificadas como S. chromogenes foram isoladas de um
mesmo animal. Segundo Seixas et al. (2014), cepas com fenoétipo positivo para
biofilme, mas negativas para genes podem ser explicadas pela existéncia de outros
mecanismos de producdo de biofilme. A capacidade de formacao de biofilmes é
considerada uma importante caracteristica de viruléncia, em que as adesinas sao
essenciais para ligacao entre células hospedeiras, particularidade observada em S.
aureus (Ren et al., 2020) e mencionada para CoNS como reponsavel pela resisténcia
antimicrobiana e cronicidade de infec¢cdes (Ahmed et al., 2019). Além disso, Grunert
et al. (2018) verificaram niveis mais altos de formacao de biofilme em linhagems com
alta prevaléncia dentro de rebanhos.

Na Tabela 10 estdo expressas as associacfes entre genes codificadores e
producdo in vitro de biofilme relacionados com a producédo de biofilmes de estirpes

de Staphylococcus spp..
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Tabela 10. Frequéncia de Staphylococcus spp. positivos e negativos para
genes do operon icaADBC, atlE, bap, bhp e aap e fenotipico para
producédo de biofilme em vacas com mastite subclinica tratadas
e néo tratadas com homeopatia.

Espécie Biofilme Genes N Total

S. aureus NA icaA icaD 4
S. aureus NA icaA icaD bap 2

S. aureus NA icaA icaB icaD bap 2 11
S. aureus NA icaA icaB icaD 1
S. chromogenes NA icaB 1
S. chromogenes NA icaA icaC icaD 1
S. aureus FRA icaA icaB icaD 9
S. aureus FRA icaA icaB icaD bap 2
S. aureus FRA icaA icaB icaC 1
S. aureus FRA icaA icaB 3
S. aureus FRA icaA icaB bap 2

S. epidermidis FRA icaA bap aap 1 26
S. epidermidis FRA icaA icaD bap aap 1
S. epidermidis FRA icaC icaD atlE bap aap 1
S. chromogenes FRA icaC 3
S. chromogenes FRA icaA icaC 2
S. warneri FRA icaA icaB icaC icaD bap 1
S. aureus FOA IcaA icaB icaD 12
S. aureus FOA IcaA icaB icaC icaD bap 3
S. aureus FOA IcaA icaB icaC icaD 2
S. aureus FOA icaA icaD 2
S. aureus FOA icaA icaB icaD bap 1
S. aureus FOA icaA icaC icaD 1
S. aureus FOA icaA icaD bap 2
S. aureus FOA icaA icaC 1
S. epidermidis FOA atlE aap 8

S. epidermidis FOA icaA icaD atlE bap aap 2 50
S. epidermidis FOA icaA icaD atlE aap 1
S. epidermidis FOA icaD atlE 1
S. epidermidis FOA icaA aap 1
S. epidermidis FOA aap 1
S. chromogenes FOA icaC 5
S. chromogenes FOA icaD icaC 3
S. chromogenes FOA icaA icaC 1
S. chromogenes FOA icaD 2
S. warneri FOA icaA icaC icaD bap 1

FOA= forte aderente, FRA= fraco aderente, NA= ndo aderente e N= nimero absoluto

As combinacdes demonstraram que 87,9% das estirpes apresentaram pelo
menos um gene associado com a producdo de biofilme. Em S. aureus o perfil
predominante foi IcaA, icaB, icaD e FOA (13,8%) e icaA, icaB, icaD e FRA (10,3%),
em S. epidermidis atlE, aap e FOA (9,2%) e em S. chromogenes icaC e FOA (5,7%).

A anadlise de correspondéncia entre os genes de viruléncia e os animais

tratados e nédo tratados com homeopatia, demonstrou que no grupo de vacas
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tratadas houve associacdo entre S. aureus e o gene icaD e entre CONS e 0 gene sec
(Figura 3).
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Figura 3. Mapa perceptual da analise de correspondéncia entre as variaveis vacas
tratadas e ndo tratadas com homeopatia; agente etiolégico e genes de

viruléncia. Linhas pontilhadas valor de p<0,05.
ECN = Staphylococcus spp. coagulase negativa

A presenca do gene icaD também foi majoritaria em estirpes de S. aureus de
vacas com mastites na llha de Séo Luis — MA (Costa et al., 2018) e em estudo de
Namvar et al. (2013), que verificaram producdo de biofilme em 58% de isolados
humanos de S. aureus e afirmaram que a capacidade de formacédo de filme sé
ocorreu em amostras positivas para o gene icaD. Segundo Meroni et al. (2019), o
mecanismo regulador do biofilme & complexo e ainda néo esta totalmente elucidado.
Diante disso, o monitoramento da capacidade de formacdo de biofilme de
Staphylococcus spp. e dos genes envolvidos fornecera novas ideias ou estratégias
para a prevencao e o tratamento eficaz da mastite bovina (Darwish e Asfour, 2013).

Os genes mecA e blaZ apresentaram distribuicdo similar entre os dois grupos
de estudo (Tabela 11). A nédo influéncia da homeopatia sobre micro-organismos
portadores destes genes contribui para que eles continuem a ser disseminados entre

ordenhadores e ambiente de ordenha.
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Tabela 11. Distribuicdo de genes de resisténcia antimicrobiana entre vacas
tratadas e ndo tratadas com homeopatia.

gene mecA gene blaz
Grupo N% PY6? N%6T PY6?
Vacas tratadas 83,61 16,39 40,98 59,02
Vacas nao tratadas 92,11 7,89 28,95 71,05
p-valor 0,2234 0,226

N = Percentual de amostras negativas P = Percentual de amostras positivas

O gene blaZ apresentou ocorréncia superior em estirpes de S. aureus e S.
epidermidis, enquanto o gene mecA foi identificado apenas em S. epidermidis
(12,1%), em que todas foram tipadas como SCCmec Tipo | para o cassete
cromossOmico estafilocdcico mec (Tabela 12), e 50% demonstraram resisténcia a
oxacilina.

Observou-se também que trés estirpes exibiram resisténcia a oxacilina e
auséncia do gene mecA. Pesquisas demonstram que a falsa positividade de
resisténcia a oxacilina pelo método de difusdo em disco pode ocorrer devido a
hiperproducéo de B-lactamases, em que isolados apresentam expressao fenotipica
para a resisténcia a oxicilina, porém ndo possuem mecanismo gnético em virtude da
auséncia de gene mecA (Mathews et al., 2010; Ghanwate et al., 2016; Hryniewicz e
Garbacz, 2017; Thiruvannamalai et al., 2018). Como em MRSA, o surgimento de
isolados de origem animal com falsa resisténcia a oxacilina, pode estar relacionado
ao uso indiscriminado de antimicrobianos (Hryniewicz e Garbacz, 2017).

Thiruvannamalai et al. (2018) verificaram que o método de difusdo em disco
de oxacilina € menos sensivel para a detec¢cdo de MRSA e enfatizam que o método
da cefoxitina pode ser uma alternatina ao PCR na deteccdo de MRSA, devido a
facilidade de execucao e por ser menos oneroso. Afirmam, ainda, que a cefoxitina
ao ser combinada ao agar oxacilina e ao E-teste auxiliam na identificacdo de cepas

MRSA e com hiperproducéo de betalactamase.
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Tabela 12. Distribuicdo de genes de resisténcia antimicrobiana entre
espécies de Staphylococcus spp. isoladas de vacas
tratadas e ndo tratadas com homeopatia.

Grupo de Grupo de
- vacas tratadas vacas néo tratadas
Especie
gene gene Tipo gene gene Tipo
blaz mecA SCCmec blaz mecA SCCmec
S. aureus 18 0 14 0
S. chromogenes 4 0 10 0
S. epidermidis 11 9 I 3 3 I
S. warneri 2 0 0 0
S. agnetis 1 0 0 0
Total 36 9 27 3

A presenca de gene mecA em S. epidermidis é relatada em varios estudos.
Na China, elevada frequéncia foi observada (89%) (Qu et al., 2019), bem como na
Coreia (85,7%), em que 4,8% foram caracterizados como SCCmec Tipo | (Kim et al.,
2019). Em fazendas canadenses notou-se ocorréncia semelhante a do presente
trabalho para mecA (17%), além de alta prevaléncia do gene blaZ (Nobrega et al.,
2018). No Pais de Gales baixa ocorréncia de S. epidermidis SCCmec tipo | foi notada
em amostras de tanques de refrigeracdo (Fisher e Paterson, 2020). Estudo
envolvendo seis estados brasileiros revelou que todos os CoONS mecA-positivos
foram identificados como S. epidermidis e resistentes a todos os antimicrobianos [3-
lactamicos testados, em que nove isolados apresentaram resisténcia multipla as
drogas (Santos et al., 2015). Pesquisa MRSA e Staphylococcus spp. coagulase
negativo meticilina resistente (MRCoNS) de ambiente, manipuladores e animais
verificou que o S. epidermidis foi a espécie que mais carreou 0 gene mecA, seguida
de S. aureus, com maior deteccdo em estirpes de leite (Venugopal et al., 2019).

Em S. epidermidis a resisténcia a meticilina é conferida por mecanismo em
gue genes sao transportados por elementos genéticos méveis, chamados cassetes
cromossomicos estafilocécicos (SCCs) (Du et al., 2013), por transferéncia horizontal
(Soumya et al., 2017). A deteccao de S. epidermidis meticilina-resistente (MRSE) em
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leite pode representar ameaca ao consumidor pelo contato com estas bactérias, por
meio do consumo de leite cru e seus derivados e por pessoas que trabalham ou
convivem proximo a esses animais. De acordo com Venugopal et al. (2019), cepas
MRCONS de origem animal com determinantes de resisténcia, podem ser
disseminadas devido a estreita associacdo dos animais com o microbioma ecoldgico.
E importante ressaltar que, em humanos, S. epidermidis esta frequentemente
envolvido em infecgBes crbnicas, associadas a biofilmes, com dificil acdo de
antibiéticos convencionais e complexo processo de formacdo (Mu et al., 2019).
Estudos recentes relatam também o isolamento de MRCONS de dispositivos
meédicos, pacientes ambulatoriais e infec¢cdes da corrente sanguinea (Venugopal et
al., 2019).

Kim et al. (2019) afirmam que MRSE associados a humanos em vacas
leiteiras sdo inevitaveis. Experiéncias em medicina humana tém mostrado que
Staphylococcus spp. tem potencial para aquisicdo de mecanismos de resisténcia e
genes de viruléncia, com capacidade de persistir apdés intenso uso de
antimicrobianos (Nobrega et al., 2018). Diante disso, h& necessidade de monitorar
os perfis de resisténcia e corresisténcia a meticilina em estirpes estafilococicas
provenientes de infec¢cdes bovinas e humanas, a fim de prevenir e controlar a
disseminacao dessas cepas (Seixas et al., 2014). Em vacas com mastite, a vigilancia
de estafilococos resistentes a meticilina contribui também para o tratamento
adequado dos animais (Santos et al., 2015). Uma forma possivel é através do
estabelecimento de planos estratégicos de uso de antimicrobianos em propriedades
leiteiras (Kim et al., 2019). Venugopal et al. (2019) também acrescentam a
importancia do acompanhamento da satde de humanos e do ambiente, e afirmam
que individuos em contato persistente com animais devem ser informados sobre 0
risco de provavel transmissao de resisténcia dos animais aos seres humanos e vice-
versa.

Os testes de susceptibilidade antimicrobiana in vitro revelaram maior
ocorréncia de estirpes resistentes ao sulfametoxazol-trimetoprim (97%), seguido
pela penicilina (33,3%), tetraciclina (24,2%), gentamicina (13,1%) e eritromicina

(12,1%), enquanto 9,1% das estirpes apresentaram resisténcia in vitro a oxacilina. A
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resisténcia intermediaria foi detectada frente a doxiciclina (11,1%), gentamicina (4%),

ciprofloxacina (3%), eritromicina (2%) e enrofloxacina (1%) (Tabela 13).

Tabela 13. Padrbes gerais de susceptibilidade antimicrobiana de estirpes de
Staphylococcus spp. isoladas no leite de vacas tratadas e néo
tratadas com homeopatia.

Padrdes de Suscetibilidade Antimicrobiana

Pr;rtli(z/igio Resistente Intermediaria Sensivel
N (%) N (%) N (%)
T NT Total T NT Total T NT Total
PEN 20(32,8) 13(34,2) 33(33,3) 0(0) 0(0) 0(0) 41(67,2) 25(65,8) 66(66,7)
GEN 8(13,1)  5(13,2) 13(13,1) 3(4.9)  1(2.6) 44,00  50(82) 32(84,2) 82(82,8)
ENO 0(0) 1(2,6) 11,00  1(1,6) 0(0) 1(1,0) 60(98,4) 37(97.4)  97(98)
cIP 0(0) 1(2,6) 11,00 233  1(2.6) 3(3,0) 59(96,7) 36(94,7)  95(96)
NOR 0(0) 1(2,6) 1(1,0) 0(0) 0(0) 0(0) 61(100)  37(97,4)  98(99)
ERI 9(14,7)  3(7,9) 12(121) 2(3.3) 0(0) 22,00  50(82)  35(92,1) 85(85,9)
NIT 0(0) 2(5,3) 2(2,0) 0(0) 0(0) 0(0) 61(100)  36(94,7)  97(98)
TET 14(22,9) 10(26,3) 24(24,2) 2(3.3) 0(0) 2(2,0)  45(73,8) 28(73,7) 73(73,7)
DOX 7(11,5)  5(13,2) 12(12,1) 8(13,1)  3(7.9) 11(1L,1) 46(754) 30(78,9) 76(76,8)
sSuT 59(9,6)  38(100)  97(98) 0(0) 0(0) 0(0) 2(3,3) 0(0) 2(2,0)
OXA 6(9.8) 3(7,9) 9(9,1) 0(0) 0(0) 0(0) 55(90,2) 35(92,1)  90(90,9)
CFE 2(3,3) 1(2,6) 3(3,0) 0(0) 0(0) 0(0) 59(96,7) 37(97,4)  96(97)

T = vacas tratadas, NT = vacas nao tratadas, N= Numero absoluto, PEN= penicilina, GEN=
gentamicina, ENO= enrofloxacina, CIP= ciprofloxacina, NOR= norfloxacina, ERI= eritromicina,
NIT= nitrofurantoina, TET= tetraciclina; DOX= doxiciclina, SUT= sulfametoxazol-trimetoprim,

OXA= oxacilina, CFE= cefalexina

Wang et al. (2018) verificaram resisténcia a penicilina semelhante a deste

estudo, porém em rebanhos canadenses a resisténcia antimicrobiana foi inferior para

tetraciclina (10%), penicilina (10%) e eritromicina (6%) entre Staphylococcus spp.

nao aureus (Nobrega et al., 2018). Depreende-se que a resisténcia antimicrobiana
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de S. aureus e outras espécies estafilococicas variam conforme a regido e sao
influenciadas pelo uso de agentes antimicrobianos (Ren et al., 2020).

Neste estudo a alta resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim pode estar
atrelada ao fato de que na propriedade estudada, animais jovens que apresentavam
quadros de diarreia com suspeita de coccidiose eram tratados com medicamentos
com sulfonamidas na composicédo. Segundo Epe et al. (2005) em muitos paises as
sulfonamidas sao utilizadas no tratamento da coccidiose bovina, em que aplicacbes
sucessivas contribuem para a reducao dos sintomas clinicos, porém séo ineficazes
como medida preventiva. Em humanos algumas sulfonamidas foram amplamente
utilizadas em tratamentos, porém atualmente seu uso € limitado devido ao aumento
da resisténcia bacteriana (Vila-Costa et al., 2017).

Na medicina humana e veterinéria, as sulfonamidas podem ser utilizadas
como antibacterianos, antifingicos e antiprotozoarios (Baran et al., 2020), em que
seu uso em rebanhos bovinos favorece a contaminacdo do solo e das aguas
superficiais (Hruska e Franek, 2012) por meio de fezes, contribuindo para a
resisténcia a esses medicamentos. Tal fato representa maior risco que os efeitos
toxicos destes farmacos (Baran et al., 2011). Em alimentos, as sulfonamidas séo
inaceitaveis como contaminantes (Hruska e Franek, 2012).

Dentre os principais mecanismos de resisténcia as sulfanomidas destacam-
se os mecanismos de degradagdo microbiana e de disseminagcdo de genes
resisténcia antimicrobiana (AGR), em que o mecanismo de degradacdo prevalece
em altas concentracdes de sulfonamidas, enquanto a disseminacdo de AGR em
concentracfes moderadas a baixas (Vila-Costa et al., 2017).

Ao segregar as resisténcias aos antimicrobianos por espécie identificada, o
S. aureus apresentou maior numero de estirpes resistentes a ciprofoxacina (3),
eritromicina (2), enrofloxacina (1), doxiciclina (6), gentamicina (2) e tetraciclina (1)
(Tabela 14), S. epidermidis a doxiclina (1), tetraciclina (1) e gentamicina (2) (Tabela
15) e S. chromogenes a doxiciclina (1) (Tabela 16). Nos ultimos anos, 0 surgimento
de cepas de S. aureus resistentes a antimicrobianos que causam mastites clinicas e
subclinicas tornou-se uma grande preocupacdo de saude publica (Hoque et al.,
2018). Segundo Venugopal et al. (2019), S. aureus tem capacidade de desenvolver

rapida resisténcia a quase todos os antibidticos utilizados na prética clinica.
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A associacao da resisténcia aos antimicrobianos demonstrou que 29,3% das

estirpes apresentaram resisténcia multipla as drogas, e 99% das estirpes foram

resistentes a pelo menos um antimicrobiano. A avaliagdo por espécie evidenciou 15

estipes MDR de S. aureus, 11 de S. epidermidis e trés de S. chromogenes. Apesar

da baixa prevaléncia de genes de resisténcia em S. chromogenes, uma estirpe

apresentou resisténcia a nove antimicrobianos. S. aureus apresentou 19 padrfes de

resisténcia, S. epidermidis 13 e S. chromogenes seis. Os padrdes de resisténcias

mais frequentes foram sulfametoxazol-trimetoprim e sulfametoxazol-trimetoprim +

blaZ, que ocorreram em S. aureus e S. chromogenes (Tabelas 14 e 16).

Tabela 14. Padrdes de resisténcia de estipes de S. aureus isoladas de vacas tratadas

e nado tratadas com homeopatia.

Perfil T NT Total

Resistente Intermediario  Genes
PEN TET GEN DOX SUT CIP blaz 1 0 1
PEN TET GEN SUT CIP ERI ENO blaz 1 0 1
PEN TET GEN SUT CIP DOX blaz 1 0 1
PEN TET GEN SUT DOX blaz 4 1 5
PEN TET GEN SUT blaz 0 1 1
TET GEN SUT DOX blaz 1 0 1
PEN SUT blaz 1 0 1
TET SUT blaz 0 1 1
SUT ERI blaz 1 0 1
SUT blaz 10 9 19
PEN TET OXA DOX ERI SUT 0 1 1
PEN TET CFE OXA SUT 1 0 1
PEN TET GEN DOX SUT 0 1 1
PEN TET GEN SUT DOX 1 0 1
PEN TET SUT GEN DOX 1 0 1
PEN SUT TET DOX 1 0 1
PEN SUT GEN 0 1 1
SUT 4 8 12

T = vacas tratadas, NT = vacas ndo tratadas, PEN= penicilina, GEN= gentamicina, ENO=
enrofloxacina, CIP= ciprofloxacina, NOR= norfloxacina, ERI= eritromicina, NIT= nitrofurantoina, TET=
tetraciclina; DOX= doxiciclina, SUT= sulfametoxazol-trimetoprim, OXA= oxacilina, CFE= cefalexina
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Tabela 15. Padrbes de resisténcia de estipes de S. epidermidis isoladas de vacas
tratadas e nao tratadas com homeopatia.

Perfil

N NT Total
Resistente Intermediario Genes

PEN TET OXA DOX ERI SUT blaZ mecA 0 1 1
PEN TET DOX ERI SUT blaZ mecA 2 0 2
PEN TET OXA SUT DOX blaZ mecA 1 0 1
PEN TET DOX SUT blaZ mecA 0 1 1
PEN OXA ERI SUT blaZ mecA 1 1 2
PEN OXA SUT blaZz mecA 1 0 1
SUT blaZ mecA 3 0 3
PEN TET DOX ERI SUT OXA mecA 1 0 1
GEN DOX ERI SUT TET baz 1 0 1
TET DOX ERI SUT blaz 1 0 1
ERI SUT GEN blaz 1 0 1
ERI SUT GEN 1 0 1
PEN TET OXA DOX ERI SUT 0 1 1

T = vacas tratadas, NT = vacas ndo tratadas, PEN= penicilina, GEN= gentamicina, ENO=
enrofloxacina, CIP= ciprofloxacina, NOR= norfloxacina, ERI= eritromicina, NIT= nitrofurantoina,
TET= tetraciclina; DOX= doxiciclina, SUT= sulfametoxazol-trimetoprim, OXA= oxacilina, CFE=
cefalexina

Tabela 16. Padrbes de resisténcia de estipes de S. chromogenes isoladas de
vacas tratadas e néo tratadas com homeopatia.

Perfil T NT Total
Resistente Intermediario Genes
SUT blaz 4 5 9
PEN SUT blaz 0 2 2
PEN TET GEN SUT DOX blaz 0 1 1
NOR PEN NIT TET CIP blaz 0 1 1
CFE DOX SUT ENO
SUT - 13 1 14
PEN CFE OXA SUT - 1 0 1

T = vacas tratadas, NT = vacas néo tratadas, PEN= penicilina, GEN= gentamicina, ENO=
enrofloxacina, CIP= ciprofloxacina, NOR= norfloxacina, ERI= eritromicina, NIT= nitrofurantoina,
TET= tetraciclina; DOX= doxiciclina, SUT= sulfametoxazol-trimetoprim, OXA= oxacilina, CFE=
cefalexina

Resisténcia multipla as drogas foi também verificada em S. epidermidis
(5,2%) e S. chromogenes (2,8%) em estudo de Kim et al. (2019), em que o S.

epidermidis apresentou maior resisténcia comparada as outras espécies de CoNS.
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Hoque et al. (2018) observaram que 49,0% dos S. aureus isolados de mastites em
Bangladesh foram MDR. Na Etidpia todas as estirpes de S. aureus e CoNS oriundas
de mastites apresentaram resisténcia a mais de trés classes de antimicrobianos
(Beyene et al., 2017), e na llha de Sdo Luis — MA, Costa et al. (2018) evidenciaram
elevada ocorréncia de S. aureus resistentes a multidrogas em vacas com mastites.

As poucas mudancas na Uultima década, quanto as classes de
antimicrobianos disponiveis para uso no tratamento de animais destinados a
pecuéria leiteira, fazem com que ndo sejam esperadas alteracdes drasticas na
prevaléncia de resisténcia antimicrobiana em patdogenos da mastite. No entanto,
modificacdes na industria leiteira impactardo o uso de antimicrobianos por duas
tendéncias: adocgéo de terapia seletiva em vez de terapia de vaca seca e transicao
para praticas de agricultura organica (Nobrega et al., 2018). Estudo pioneiro de Park
et al. (2012) verificou alteracdes na resisténcia a antibidticos durante a transicao
longitudinal do manejo convencional para o organico, em que a diminuicdo da taxa
de resisténcia a beta-lactamase do CoNS foi equiparavel a descontinuagcédo do uso
de antibidticos beta-lactamicos, e sugerem que a interrupcdo do uso de antibiéticos
em fazendas de gado leiteiro em passagem para o manejo organico, diminua o
namero de patdgenos resistentes a antibiéticos.

No presente trabalho, o baixo nivel de resisténcia in vitro aos agentes
antimicrobianos testados, exceto para o sulfametoxazol-trimetoprim, pode ser
justificado pelo fato de as estirpes terem sido originadas de animais de um Unico
rebanho, no qual as escolhas dos antimicrobianos para a terapia da mastite eram
realizadas de forma criteriosa, em que poucos principios ativos foram utilizados antes
e durante o tratamento. Apesar da baixa prevaléncia observada de estirpes MDR, tal
fato ndo deve ser ignorado, uma vez que sao crescentes as taxas de resisténcia a
macrolideos, fluorquinolonas, beta-lactamicos e outros antibiéticos utilizados contra
bactérias Gram-positivas, principalmente em intervencdes graves causadas por
bactérias MDR. Diante disso, em breve os tratamentos atuais podem nao ser
eficazes contra infeccdes trataveis (Koulenti et al., 2020). Estdo descritos na Tabela

17 os perfis de viruléncia e resisténcia de estirpes MRSE.
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Tabela 17. Perfil de viruléncia e resisténcia de Staphylococcus spp. meticilina resistentes isolados de vacas tratadas e nao

tratadas com homeopatia, com as respectivas contagens de células sométicas.

CCs Genes

ID Valor Biofilme Antibiograma
IcaA IcaD IcaC IcaB atlE bap bhp aap MecA SCCmec blaz

976 197 FRA N P P N P P N P P I P PEN TET OXA DOX ERI SUT
922 2597 FOA P P N N P P N P P I P SUT

922 994 FOA P P N N P P N P P I P PEN OXA SUT

869 1917 FOA P N N N N N N P P | P PEN TET DOX ERI SUT
869 1143 FOA P P N N P N N P P I P SUT

924 333 FOA N N N N P N N P P | P PEN TET DOX SUT

869 1493 FOA N N N N P N N P P I P PEN TET DOX ERI SUT
1013 1856 FOA N N N N P N N P P | P PEN OXA ERI SUT

826 2573 FOA N N N N P N N P P | P PEN OXA ERI SUT

869 207 FOA N N N N N N N P P I N PEN TET DOX ERI SUT OXA
926 1612 FOA N N N N P N N P P | P SUT

870 413 FOA N N N N P N N P P I P PEN TET OXA SUT

ID = identificagdo do animal, N= negativo, P=positivo, CCS= contagem de células sométicas, I= SCCmec tipo |, FOA= forte aderente, FRA= fraco aderente,
PEN= penicilina, GEN= gentamicina, ENO= enrofloxacina, CIP= ciprofloxacina, NOR= norfloxacina, ERI= eritromicina, NIT= nitrofurantoina, TET=
tetraciclina, DOX= doxiciclina, SUT= sulfametoxazol-trimetoprim, OXA= oxacilina, CFE= cefalexina
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Os perfis de restricdo enzimatica de S. epidermidis (Figura 4), S. chromogenes
(Figura 5) e S. aureus (Figura 6) estdo ilustrados a seguir. A menor frequéncia de
isolamentos de S. warneri e S. agnetis impediu a investigacao de clusters para essas

espécies.

Animal Coleta Grupo Genes SCCmec Biofilme ST
1013 9 T atlE aap blaZ mecA I FOA 81
922 5 T  icaAicaD atlE bap aap blaZ mecA I FOA
922 6 T  icaAicaD atlE bap aap blaZ mecA I FOA
865 12 T atlE aap blaZ FOA 81 A
926 11 T atlE aap blaZ mecA I FoA 81
869 11 T aap mecA I FOA 81
369 9 T atlE aap blaZ mecA I FOA
‘i 1018 2 T icad icaD atlE aap blaZ FRA 81 B
| 942 6 T icaD atlE blaZ FOA
£f PP 0y 1012 1 T icaA atlE aap FRA c
869 8 T ical icaD atlE aap blaZ mecA I FOA
§ 24 11 NT atlE aap FOA b
i 3& 870 12 T atlE aap blaZ mecA I FOA
924 9 NT atlE aap blaZ mecA I FOA
! i n 976 3 NT  icaD icaC atlE bap aap blaZ mecA I FRA
369 7 T icad aap blaZ mecA I FoA 381 E
. 826 10 NT atlE aap blaZ mecA I FOA

Figura 4. Dendrograma dos perfis PFGE-Smal de estirpes de S. epidermidis
provenientes de vacas nao tratadas e tratadas com homeopatia.

As estirpes de S. epidermidis agruparam-se em cinco clusters (A, B, C, D e E)
e um unico isolado (vaca 924) (Figura 4). O cluster A foi majoritario, composto por sete
estirpes, das quais duas foram isoladas do animal 922, no quinto e sexto més de
coleta, e demonstraram o mesmo perfil genético de PFGE com 100% de similaridade.
Os animais 1013, 869 e 926 também apresentaram mastite subclinica por S.
epidermidis, em coletas posteriores as estirpes isoladas da vaca 922, o que sugere
gue a transmissdo da mastite ocorreu mesmo com o tratamento homeopatico. Nesse
cluster, todas as estirpes foram isoladas de vacas tratadas com homeopatia e
demonstaram forte producdo de biofilme, o que pode ter contribuido para maior
persisténcia e disseminacdo desses patdgenos no rebanho. E possivel observar
tamém no cluster A que o gene mecA foi persistente no animal 922, que manteve os
mesmos genes associados a producado de biofilmes e resisténcia a penicilina, tipo

SCCmec e fenotipico para producéo de biofilmes. Kim et al. (2019), em estudo na
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Coreia, verificaram que isolados de S. epidermidis que carreavam 0 gene mecA
produziram biofilmes e foram persistentes em fazendas leiteiras.

Quatro clusters menores (B, C, D e E), compostos por duas ou trés estirpes,
também foram agrupados para o S. epidermidis, em que os clustes D e E foram os
anicos que apresentaram diversidade quanto a origem das estirpes, uma vez que cada
cluster continha estirpes isoladas tanto de vacas tratadas como do grupo de vacas
ndo tratadas, o que sugere que a transmissdo da mastite ocorreu também entre
animais de grupos distintos. Apenas o isolado do animal 924 na coleta “9” ndo esteve

claramente relacionado aos outros clusters de S. epidermidis (Figura 4).

PFGE Smal
| : ; ; ; Animal Coleta Grupo Genes Biofilme
N 859 12 NT blaZ FOA
I . 1076 3 T sec FOA
— 1064* 1 T icaC sec FOA
o P IR 1o 2 T icaC blaZ NA
sl f—== 1088 4 T icaC sec FOA
| L _|: PO 1088 1 T icaA icaC blaZ FRA
| 18 !ﬂl 1062 6 T icaA icaC blaZ FOA ?
1088 i T icaC FOA
o W 3 10 NT icaC blaZ FRA
H E g i, } 1062 2 R icaC sec FOA C
W s 9 NT icaC icaD blaZ FOA
1064** 4 T ica icaC blaZ FRA
__E 1001 10  NT icaC blaZ FRA
s 1001 2 NT  icaA icaC icaD blaZ  NA D
wll —— 937 7 NT icaD blaZ FOA
{ | 1138 9 NT icaC icaD blaZ FOA
= I uz 12 T icaC blaZ AL
S W 075 6 NI icaCicaDbliZ  FOA
— o 05 7 NT blaZ FRA
o 1062 7 T sec FRA
T 1076 2 T sec FOA
1076 1 T icaC FOA
1076 4 T icaD sec FOA
1016 12 T sec FOA @G
1076 8 T sec FOA
! u 1076 7 T sec FOA
g 1076 6 T s
1016 11 T sec FOA
‘ 1062 1 T sec FRA

Figura 5. Dendrograma dos perfis PFGE-Smal de estirpes de S. chromogenes
provenientes de vacas néo tratadas e tratadas com homeopatia.
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As estirpes de S. chromogenes foram agrupadas em sete clusters (A, B, C, D,
E, F e G), e seis estirpes foram geneticamente distintas de todos 0os agrupamentos
(859, 1076, 1064*, 1088, 1064**, 1062) (Figura 5). Assim como para S. epidermidis,
houve predominancia de um perfil clonal entre as linhagens de S. chromogenes,
correspondente ao cluster G. Nele houve agrupamento de nove estirpes, o que sugere
uma possivel transmissdo da mastite subclinica entre animais. Tipos predominantes
de S. chromogenes podem estar relacionados a adaptacdo do uUbere, além de
contribuirem com sua disseminacao pela transmisséo vaca a vaca (Qu et al., 2019).
Dentre as nove estirpes identificadas dentro do cluster G, seis delas foram
identificadas em um mesmo animal em meses intermitentes. Todas elas estavam
presentes em vacas submetidas ao tratamento homeopético. O cluster majoritario
também concentrou um maior numero de estipes com gene codificador da toxina C
(sec) e com forte producdo de biofilme, que pode ter contribuido para a maior
persisténcia e disseminacao de patdgenos entre 0s animais.

Nos clusters menores também foi observada uma possivel transmissao e/ou
origem comum da mastite entre animais e a persisténcia da doenga em vacas tratadas
do cluster A e em vacas nao tratadas nos clusters D, E e F (Figura 5). O gene blaZ foi
persistente nos clusters D, E e F para os animais 1001, 1138 e 1075, respectivamente.
Nas linhagens dos clusters menores verificou-se maior persisténcia dos genes
relacionados com a producéo de biofilme do que no cluster majoritario. E importante
ressaltar que tanto os clusters de S. epidermidis quanto os de S. chromogenes foram
constituidos fundamentalmente por estirpes pertencentes a animais que receberam

tratamento homeopatico.
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PFGE Smal
e i E e E f 8 Animal Coleta Grupo Genes Biofilme ST
UM MMM 1016 3 T icaA icaB icaC icaD bap blaZ  FOA 1
o 06 2 T icaA icaB icaD sed FOA
e 1080 2 NT ical icaB icaD blaZ FRA 1
&1 1007 8 NT icaA icaB icaD blaZ FRA
2 NT icaA icaD bap NA
8 NT icaA icaD FRA
7 NT icaA icaD blaZ FRA 1
2 T icaA icaB icaD blaZ FRA
1T ical icaB icaD blaZ FRA 126 A
7 NT icaA icaD NA
9 NT ical icaD blaZ FRA
5 NT icaA icaB icaD bap blaZ FRA 1
11 NT icaA icaB icaD blaZ FoA
NT icaA icaB icaD FRA 1
NT icaA icaB icaD FRA
T icaA icaB icaD bap blaZ FOA 1
NT icaA icaB icaD blaZ NA
T icaA icaB ical) FRA 1
NT icaA icaB icaD FOA
NT icall icaD FOA B
T icaA icaD icaC blaZ FRA 1
NT ical icaB icaD FOA
NT icaA icaB icaD blaZ FOA
T icaA icaD bap blaZ FRA
NT icaA icaB icaC icaD bap FOA
T icaA icaB icaD blaZ FoA
T icaA icaB icaD see blaZ FOA 5
T icaA icaB icaD FOA 2
T icaA icaD blaZ FOA
T icaA icaB icaC icaD blaZ FOA
NT icaA icaB icaC icaD blaZ =~ FOA 5
T icaA icaB icaD bap NA
T icaA icaC icaD blaZ FOA 5
' T icaA icaB icaD bap FRA D
™ NT icaA icaD bap blaZ NA
% 9 NT icaA icaB icaD blaZ FRA 1
10 NT icaA icaD bap FOA
T icaA icaB icaD blaZ FOA
3 icaA icaB icaD blaZ FRA
T icaA icaB icaD blaZ FOA 5 E
NT icaA icaB icaD blaZ FoA
T icaA icaB FOA
i3 icaA icaB icaD blaZ FOA
T icaA icaB icaC icaD bap pvl blaZ FOA
T ica icaD pvi blaZ NA
T icaA icaD pvl NA
AU icaA icaD bap pvl FRA 5 F
’F icaA icaB icaD bap pvi blaZ NA
NT icaA icaD pvl blaZ NA
NT icaA icaD bap blaZ FOA

Figura 6. Dendrograma dos perfis PFGE-Smal de estirpes de Staphylococcus aureus
provenientes de vacas nao tratadas e tratadas com homeopatia.
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Diferentemente dos perfis clonais das duas espécies de CoNS, néo foi notada
a predominancia de um uanico perfil clonal para S. aureus. O perfil de restricdo
enzimatica de S. aureus revelou seis clusters (A, B, C, D, E e F) e sete linhagens
geneticamente distintas (859, 1008,1064, 912, 1058, 912 e 924). Em cada cluster
houve diversidade das linhagens, relacionada ao tratamento homeopatico,
demonstrando que houve grande disseminacéo de S. aureus em vacas tratadas e nédo
tratadas com homeopatia. Entretanto, essa distribuicdo entre animais tratados e ndo
tratados ocorreu nos primeiros cinco meses de acompanhamento do rebanho. No
sexto més esse perfil ndo foi isolado e, a partir do sétimo més, foi exclusivo em animais
nao tratados com homeopatia. Esse clone foi isolado em um animal tratado por quatro
meses consecutivos. No quinto més essa vaca tratada saiu da linha de ordenha por
entrar em periodo seco. Micro-organismos que possuem genotipos idénticos podem
conter caracteristicas que possibilitam vantagens para a sua sobrevivéncia no
ambiente e também colonizacdo do Ubere (Buzzola et a., 2001). Adaptacdo do
hospedeiro a espécies bacterianas resulta em infec¢cdes mais persistentes associadas
a doencas menos graves clinicamente, contribuindo assim para a ocorréncia de
estirpes dominantes no rebanho, bem como sua persisténcia.

E possivel observar um perfil persistente de genes codificadores de biofilme
em todos os clusters, o que pode ter contribuido para a persisténcia da mastite e maior
disseminacgéo de S. aureus no rebanho. A maior prevaléncia do gene pvl foi detectada
no cluster F.

Estudos epidemioldégicos demonstram uma variedade de perfis moleculares
de S. aureus na etiologia da mastite, como observado por Rossi et al. (2019) em vacas
mastiticas acompanhadas por dozes meses. Estes autores ressaltaram a relevancia
de informacdes sobre os reservatérios de S. aureus em infecgBes subclinicas, que
poderia ajudar na prevencéo da doenca.

Os complexos clonais pela técnica de MLST foram estudados para S. aureus e
S. epidermidis, por existirem bancos de dados para essas espécies, diferentemente
de S. chromogenes. As analises foram realizadas para estirpes que representavam
diferentes clusters identificados pela técnica de PFGE. Os complexos clonais 1, 5 e
126 foram identificados para as estirpes de S. aureus, representados pelos Sequence

types (ST) de mesmas numeragdes. STs 1 e 5 também foram identificados por Zhang
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et al. (2016), que caracterizaram tais espécies como resistentes a penicilina e
ampicilina, além de fortemente formadoras de biofilmes. Estes autores relatam a
identificaco prévia desses STs em infecgbes humanas na Asia, Africa e Europa, mas
pela primeira vez relataram-nas como responsaveis pela mastite. Consulta ao banco
de dados disponivel em pubmlst.org, em fevereiro de 2020, mostra que o ST1
apresenta 451 descrices em diferentes enfermidades em varios paises como Reino
Unido, Canada e Dinamarca, inclusive causando mastite no Japao, Holanda, Italia,
Irlanda e Brasil, no estado do Parana. O ST5, por sua vez, apresenta 3995 descri¢cdes
em fevereiro de 2020 (pubmist.org), com relatos de envolvimento em casos de mastite
bovina na Irlanda e no Japao. No Brasil, existem relatos para o isolamento do ST5 a
partir de suabes nasais, orofaringeos, em pele e em casos de bacteremias.

S. aureus ST126 foi encontrado no presente estudo e, até fevereiro de 2020,
apresentava 10 descricdes cadastradas (pubmlst.org). Dentre estas descricfes, oito
sao originarias do Brasil, com micro-organismos isolados em casos de mastite e em
leite ndo pasteurizado nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Goias. Snel et al.
(2015) também isolaram o S. aureus ST126 de casos de mastite bovina na Italia.

Todas as estirpes de S. epidermidis avaliadas pertenciam a ST 81. Isso indica
uma possivel origem comum, sobretudo porque o trabalho foi baseado em um anico
rebanho. Em banco de dados online consultado para S. epidermidis (pubmist.org),
verificou-se que héa seis descri¢cdes para essa ST, na Dinamarca, Poldnia, Russia e
Brasil, inclusive em caso de mastite bovina originario de Santa Catarina. O MLST é
um método menos discriminatério que o PFGE e nao é surpreendente que tenhamos
ST semelhantes para as estirpes submetidas a essa técnica de identificacao.

Biofilmes estédo entre os fatores de viruléncia mais importantes para CoNS e
estdo relacionados com resisténcia a terapias antimicrobianas e a cronicidade da
infeccdo (Ahmed et al., 2019). Estudos demonstram a relacdo entre a formacéo de
biofilme por CoNS e infec¢gBes intramamarias persistentes (Tremblay et al., 2013). A
presenca de Staphylococcus spp. em animais tratados com homeopatia é
preocupante, ja que o consumidor tem a impressao do leite organico ser um produto
mais saudavel, porém estes micro-organismos podem acarretar problemas para a
saude publica, como surtos de intoxicacdo alimentar pelo consumo de produtos

lacteos contaminados (Ren et al., 2020). Atualmente, a homeopatia tem desfrutado de
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grande popularidade e crescimento, principalmente em fazendas organicas (Keller e
Sundrum, 2018), no entanto, a qualidade de seus produtos deve ser mais bem
avaliada do ponto de vista da seguranca alimentar, uma vez que podem persistir
patbgenos com genes de viruléncia com potencial de causar danos a saude da
populacao.

InfeccBes crbnicas sustentadas por biofilmes sdo extremamente resistentes
aos agentes antimicrobianos e as defesas do hospedeiro, além de fornecerem
mecanismos através dos quais micro-organismos do ambiente podem circular nos
animais e destes ao ambiente (Costa et al., 2020). O mecanismo regulador do biofilme
€ complexo e ainda ndo esta totalmente elucidado (Meroni et al., 2019). Diante disto,
0 monitoramento da capacidade de formacgéo de biofilme de Staphylococcus spp. e
dos genes envolvidos fornecerdo novas ideias ou estratégias para a prevencao e
tratamento eficaz da mastite bovina (Darwish e Asfour, 2013). A auséncia de influéncia
positiva da homeopatia sobre a presenca de micro-organismos no leite dos animais
faz com que estes micro-organismos, causadores de mastites e portadores de genes
codificadores de biofilme, possam ser disseminados entre animais, ordenhadores e

ambiente de ordenha.
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6. CONCLUSOES

v’ Staphylococcus spp. foram isolados no leite de vacas tratadas e nédo tratadas
com homeopatia, com predominéancia de CoNS nos animais que receberam o

tratamento;

v" Riscos a saude publica podem ocorrer apos o consumo de leite e derivados
lacteos originados de animais tratados com homeopatia, uma vez que genes
codificadores de toxinas estafilococicas foram identificados em leite de vacas

tratadas;

v" A ocorréncia de genes codificadores e a producao de biofilme ocorreu em
Staphylococcus spp. provenientes de leite de vacas tratadas e nao tratadas,
uma caracteristica que pode ter favorecido a manutencdo dos micro-

organismos no rebanho durante o periodo de tempo analisado;

v Staphylococcus spp. apresentou potencial de disseminacdo de genes de
resisténcia antimicrobiana e baixa diversidade de tipos genéticos relacionados
ao SCCmec, além da circulacdo de estirpes com capacidade de mudltipla
resisténcia aos antimicrobianos em vacas tratadas e nao tratadas com
homeopatia, representanto o risco de disseminacdo destes patdgenos no

ambiente e em pessoas que trabalham diretamente com esses animais;

v" Houve persisténcia no rebanho de Staphylococcus spp. relacionados com a
mastite durante o periodo de tempo estudado, similares as estirpes isoladas

no Brasil e em outros paises.
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