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RESUMO

A mastite ocupa lugar de destaque entre as doengas que acometem o rebanho leiteiro, em virtude de
problemas econémicos e de satde publica. Staphylococcus spp sao os agentes infecciosos mais envolvidos
na etiologia da doenga. Staphylococcus spp resistentes a oxacilina, isolados de amostras de leite provenientes
de animais com histérico de mastite recorrente, foram analisadas utilizando-se os testes de difusdo em gel,
agar de triagem, concentra¢do minima inibitéria (CMI) e pesquisa do gene mecA. De 134 amostras de leite
analisadas, Staphylococcus spp foi isolado em 55,22% das amostras (74/134). O teste de difusdo em disco
demonstrou que a maioria dos isolados apresentaram multiresisténcia, sendo 51,35% (38/74) resistentes
a oxacilina. Esse perfil foi confirmado em paralelo pela CMI e pelo agar de triagem. A andlise molecular
demonstrou que 33,78% dos isolados (25/74) possuiam o gene mecA, sendo mais frequentemente isolado
em Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase negativa, com indices de 48% (12/25) e 32% (8/25),
respectivamente, seguido de S. intermedius com 16% (4/25) e de S. hyicus com 4% (1/25). O presente estudo
denota o grave problema associado a Staphylococcus aureus resistente a oxacilina, bem como no meio rural,
o que justifica a dificuldade de tratamento e a recorréncia da infec¢o.
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ABSTRACT

Mastitis is of a major concern among the diseases that affect the dairy herd due to the economic problems
and public health concerns. Staphylococcus spp has been the infectious bacterium and the etiologic agent
of this disease. The oxacillin resistance of Staphylococcus spp isolated from milk samples of animals with
a history of recurrent mastitis was investigated. This study was performed by means of gel diffusion test,
agar screening, minimum inhibitory concentration (MIC), and the mecA gene searching. Of 134 milk
samples, Staphylococcus spp was isolated from 55.22% samples (74/134). By means of disk diffusion test,
the majority of the isolates showed multiresistance, and 51.35% (38/74) were resistant to oxacillin. This
profile was confirmed in parallel by CMI and the agar screening. By molecular analysis 33.78% of isolates
(25/74) revealed the mecA gene, being frequently isolated from Staphylococcus aureus and coagulase negative
Staphylococcus at rates of 48% (12/25) and 32% (8/25 ), respectively, and followed by S. intermedius in 16%
(4/25) and S. hyicus in 4% (1/25). The serious problem associated with oxacillin-resistant Staphylococcus
aureus was found this study, including in rural environment and these findings justifie the treatment
difficulty and the recurrence of infection.
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INTRODUCAO

Dentre as doenc¢as do rebanho leiteiro que
comprometem a qualidade do leite, a mastite ocupa lugar
de destaque por possuir importancia econdmica em
saude publica. Apesar de ser a doenga mais importante
em termos econdmicos para a industria leiteira, é dificil
de ser controlada'.

A etiologia da mastite pode ser de origem
toxica, traumatica, alérgica, metabdlica ou infecciosa,
destacando-se como agentes infecciosos as bactérias do
género Staphylococcus®.

Staphylococcus aureus possui varios fatores de
viruléncia que contribuem para a sua persisténcia no
tecido mamario, como produgio de toxinas extracelulares
e enzimas®*. Eles se aderem as células endoteliais por meio
de receptores de adesinas e sdo fagocitados por essas. O
ambiente intracelular os protege dos mecanismos de defesa
do hospedeiro, assim como dos efeitos dos antibioticos.
Estes fatores podem aumentar a sobrevivéncia bacteriana
contribuindo para o desenvolvimento de infecgao
persistente ou recorrente’.

Staphylococcus aureus isolados de leite mastitico
bovino também apresentam caracteristicas de viruléncia e
resisténcia a diversos antibiéticos utilizados rotineiramente
no tratamento da doenga®. De acordo com Fagundes e
Oliveira’, S. aureus é a bactéria causadora de mastite de
tratamento mais dificil devido a elevada resisténcia aos
antibioticos. A resisténcia a oxacilina é um sério problema
de satude publica na area urbana e que também pode estar
sendo disseminado no meio rural. Estd relacionada a
varios fatores como a presenga do gene mecA, que torna
0s micro-organismos intrinsecamente resistentes também
a outros antimicrobianos®.

A resisténcia a oxacilina é mediada pela producao
de uma proteina ligadora de penicilina (PBP) que
diminui a afinidade e, assim a susceptibilidade a acdo de
compostos antimicrobianos betalactamicos. A resisténcia
aos betalactdmicos resistentes as betalactamases ¢ mediada
pelo gene mecA, que codifica a produgao de uma PBP
andmala - PBP2a ou PBP2°. O teste laboratorial para
detectar resisténcia para esta droga pode ser realizado com
disco de 1 pg de oxacilina'.

A importancia de S. aureus meticilina ou oxacilina
resistente aumentou a partir da década de 80, sendo
considerado, atualmente, o maior problema clinico e
epidemioldgico em infec¢des hospitalares''. Segundo
Chambers'?, a meticilina foi preterida para uso em testes

laboratoriais de resisténcia porque a oxacilina é mais
estavel ao armazenamento e melhor para identificar as
cepas heterorresistentes, embora mantenha-se o termo
MRSA (Staphylococcus aureus meticilino-resistentes) por
razoes histdricas.

Considerando a importéancia do leite na economia,
na alimentac¢ao humana e na possibilidade de veiculagao de
bactérias multiresistentes, objetivou-se com este trabalho
a avaliacdo da resisténcia a oxacilina de Staphylococcus
spp isolados de amostras de leite provenientes de animais
de oito propriedades rurais com histdrico de mastite
recorrente, utilizando os testes da difusao em gel, agar
de triagem, concentragdo minima inibitdria (CMI) e a
presenca do gene mecA.

MATERIAL E METODOS

Foram consideradas, para o estudo, propriedades
do municipio de Uberlandia - MG, Brasil, onde havia relatos
de mastite recorrente. Os animais analisados apresentaram
recidiva em duas ou mais lactacdes consecutivas, mesmo
quando submetidos a antibioticoterapia. Nos rebanhos
estudados, o sistema de criacdo era semi-intensivo, com
os animais ordenhados mecanicamente duas vezes ao dia.

Nas oito propriedades rurais foram selecionadas
para estudo 140 vacas leiteiras que se enquadravam dentro
do critério adotado, ou seja, historico de mastite em duas
ou mais lactagdes. Na fazenda, imediatamente antes da
ordenha, os animais foram submetidos ao teste da caneca
telada e ao Califérnia Mastitis Test (CMT) e o leite dos
animais positivos foi classificado como proveniente de
mastite clinica e subclinica, respectivamente’’.

Os animais positivos ao teste foram segregados,
tiveram as tetas submetidas a lavagem com dgua e sabdo
e secagem com papel toalha estéril e, entdo, foi coletada
amostra de leite para o cultivo microbiologico por ordenha
manual em tubo de ensaio estéril.

Para isolamento e identificagao dos Staphylococcus
spp o leite foi semeado com auxilio de swab na superficie
de placas de Petri contendo o agar seletivo e o diferencial,
o manitol salgado (DIFCO®) e as placas incubadas a 37°C
por 24 a 48 horas'. Colonias puras foram cultivadas
em 4gar AN (Agar Nutriente - DIFCO®) e caldo BHI
(Brain Heart Infusion - DIFCO®) por 24 horas, a 37°C
e identificados como Staphylococcus spp, por meio da
coloragao diferencial de Gram' e produgéo de catalase'®.

Os espécimes identificados como Staphylococcus
foram diferenciados em Staphylococcus coagulase positiva

483



Diniz CM, Melo RT, Mendonga EP, Coelho LR, Fonseca BB, Rossi DA. Resisténcia a oxacilina em Staphylococcus spp isolado de leite mastitico.

Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2010; 69(4):482-8.

ou negativa por meio do teste da coagulase em tubo'”'%. Para
diferenciar as espécies coagulase positiva Staphylococcus
aureus, Staphylococcus hyicus e Staphylococcus intermedius
foram utilizados os testes: produgao de acetoina, utilizagao
anaerobica do manitol e produgao de f-galactosidase'**.

Todas as amostras identificadas como
Staphylococcus spp foram submetidas a avaliagdo frente
a antimicrobianos, utilizando o teste de difusdo em égar,
conforme o protocolo recomendado pelo NCCLS". Foram
testados os seguintes antimicrobianos para os espécimes
identificados como Staphylococcus spp: oxacilina 5ug,
ampicilina 10pg, cefalotina 30ug, clindamicina 2ug,
cloranfenicol 30pg, eritromicina 15ug, ciprofloxacina 5ug,
penicilina G 10U.L, rifampicina 5ug, sulfa-trimetropim
25ug e tetraciclina 30pg. Foi utilizada como controle a
cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Em paralelo, todos os espécimes de Staphylococcus
spp previamente isolados e identificados foram também
submetidos ao cultivo em meio de triagem (screem)
para detec¢do de amostras resistentes a oxacilina.
Os procedimentos foram realizados de acordo com
protocolo da NCCLS?'.

Staphylococcus spp que formaram coldnias no dgar
de triagem foram submetidos em paralelo as provas de
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) em agar e e-test
(AB Biodisk) para a oxacilina.

A determinagdo da CIM de oxacilina foi realizada
de acordo com técnica do NCCLS*, que recomenda o
uso do agar Muller Hinton (MH) (DIFCO®) e in6culos
padronizados frente a diferentes concentracdes do
antibidtico. Em paralelo, a CIM foi realizada também com o
uso do e-test (AB Biodisk), de acordo com recomendacoes
do NCCLS?'. As placas foram incubadas a 35°C por 24
horas para Staphylococcus coagulase positiva e por 48 horas
para os espécimes de Staphylococcus coagulase negativa.

Os espécimes que apresentaram resisténcia
a oxacilina em algum dos testes utilizados foram
selecionadas para o teste de deteccdo do gene mecA, pela
técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

A extragdo do DNA genomico foi feito por lise
térmica. Um mililitro de uma cultura pura cultivada em
caldo BHI (DIFCO®) por 18 a 24 horas foi centrifugada
a 5000 rpm por 4 minutos e o sobrenadante desprezado.
O material foi lavado trés vezes com tampao TE (Tris
EDTA, pH 8,0) e, posteriormente, ressuspendido em
100pL de tampao TE e aquecido a 95°C por 10 minutos.
Em seguida, foi centrifugado por 20 segundos a 5000 rpm
e o sobrenadante preservado para o teste.
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A quantificacdo do DNA foi realizada em
espectrofotometro (BECKMAN, modelo DU-640B) nos
comprimentos de onda de 260 e 280nm (nandmetros),
sendo a relagdo 260/280 calculada.

Os primers utilizados para a analise foram os
descritos na Tabela 1. O volume final para a reagdo de
amplificagdo foi de 20uL, composto por 30ng do DNA,
2uL de tampao 10X (KCl 50nM, Tris-HCL (200 mM, pH
8,4), 0,6uL de cloreto de magnésio (4,0 mM), 0,4uL de
dNTPs (10 mM), 1L de primer (25 ng), 0,4uL de Tag DNA
polimerase (10U/uL) e agua estéril (Milli-Q) para totalizar
o volume da rea¢do. Como controle foram utilizados os
mesmos reagentes, exceto o DNA alvo, que foi substituido
por dgua ultrapura.

Tabela 1: Primers utilizados na identificagdo genotipica da resisténcia
a oxacilina em Staphylococcus*

Peso molecular

Gene Primers Sequéncia5’a 3

(pb)

mecA1282 AAAATCGATGGTAAAGGGTTGGC
mecA 533
mecA1793 AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC

A reagdo de amplificagdo em termociclador
(M]J Research®) obedeceu as seguintes condigdes:
94°C (2 minutos), 94°C (1 minuto), 40°C (2 minutos),
72°C (2 minutos), seguidos de 39 ciclos, a partir do
aquecimento a 94°C, finalizando com aquecimento a
72°C (5 minutos) e manutengdo a 5°C, até o momento
de serem submetidas a eletroforese.

Os produtos amplificados foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1,5%%, utilizando como
marcador de peso molecular o 1kb ladder (GIBCO). Os
fragmentos de DNA foram visualizados pela incidéncia de
luz UV (ultravioleta) e analisados em fotodocumentador.

As andlises dos dados foram realizadas através de
estatistica descritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 140 animais selecionados para estudo (historico
de mastite recorrente), somente 4,28% (6/140) foram
negativos no teste da caneca telada e no CMT, comprovando
a endemicidade e recorréncia da doenga na popula¢io
estudada, sendo consideradas, entao, 134 amostras.

Nestas amostras, apos cultivo em agar manitol
salgado (DIFCO®), houve positividade de 59,70% (80/134).
Nas demais, 40,29% (54/134), nao houve isolamento, estando
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de acordo com Freitas et al’, que ndo conseguiram identificar
o agente etiologico em 36,70% das amostras positivas pelo
CMT ou caneca de fundo escuro. A causa da ndo identificagao
do agente etioldogico nestes casos é provavelmente devido
a presenga de um processo inflamatério de etiologia nao
bacteriana ou bactérias de outros géneros*.

O uso do 4gar de triagem contendo 4% de NaCl e
6pg de oxacilina tem sido utilizado como um dos métodos de
confirmagéo para a resisténcia a oxacilina em provas de difusao?.
Neste estudo, 38 espécimes demonstraram resisténcia na prova
de difusdo, ja no agar de triagem houve resisténcia para 28
isolados. O teste de triagem denotou eficiéncia de 73,68% na
confirmagio dos resultados encontrados na prova de difusao.

Entre os isolados resistentes a oxacilina, a
multirresisténcia foi o padrdo comumente observado,

com a maioria das amostras resistentes a sete, dos onze
antibioticos testados. As amostras de Staphylococcus spp
sensiveis a oxacilina mostraram resisténcia a penicilina
(83,33%), ampicilina (80,55%) e rifampicina (22,22%).

O agar de triagem demonstrou que é uma
ferramenta util na identificagdo de Staphylococcus
resistentes a oxacilina e concorda com os resultados
obtidos por Sadoyama® e Ribas®*. Porém, este método
nao deve ser a unica forma de diagndstico para estes
espécimes, ja que, quando comparado a CIM em
duas ocasides, este teste ndo foi capaz de demonstrar
o crescimento dos micro-organismos resistentes. Os
testes CIM e e-test (AB Biodisk) demonstraram 100%
de concordancia em todas as espécies de Staphylococcus
analisadas (Tabela 2).

Tabela 2. Resisténcia a oxacilina observada nos testes de difusio em discos, agar de triagem e CIM de 38 espécimes de Staphylococcus isolados

de mastites recorrentes em oito propriedades rurais

Espécimes isolados Difusido em disco Agar de triagem CIM! e e-test (24pg/mL)
Staphylococcus aureus 14 12 13
Staphylococcus intermedius 7 6 6
Staphylococcus hyicus 1 0 1
SCN 16 10 10
Total 38 28 30

'Método da incorporagao do antibidtico em agar

Figura 1. Amplificagdo do fragmento de 533pb correspondente ao gene mecA em 25 espécimes de estafilococos com resisténcia a oxacilina
isolados de mastites recorrentes de oito propriedades rurais da regiao de Uberlandia-MG, Brasil
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A analise molecular demonstrou que dos 30
espécimes de Staphylococcus spp previamente identificados
como resistentes a oxacilina pelo teste de difusio com
disco e confirmada pela CIM, 25 demonstraram possuir
o gene mecA (Figura 1). Estas amostras representam
33,78% (25/74) de todos os estafilococos isolados. Este
resultado é superior ao observado por Lee?, que encontrou
3,56% (15/421) cepas MRSA, em estudos realizados
com amostras de outras espécies de animais. A Tabela 3
demonstra a presenca do gene mecA, entre as diferentes
espécies de estafilococos e o tipo de mastite.

O gene mecA foi mais frequentemente isolado em
Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase negativos
(SCN), com indices de 48% e 32%, respectivamente.
Esses dados reforcam sua importancia epidemioldgica
e significdncia na mastite, pois estas estirpes tendem
a dificultar o tratamento, mesmo quando sdo agentes
etioldgicos secundarios, aumentando a tendéncia

a cronificagdo da enfermidade e possibilidades de
disseminac¢io entre os animais.

A CIM determinada nos testes de incorporagao
do antimicrobiano em dgar e no e-test (AB Biodisk)
mostraram concordancia na identificacdo de espécimes
de estafilococos resistentes a oxacilina (Tabela 4).
Porém, em cinco destas amostras com CMI > 256ug/
mlL, o gene mecA nao foi detectado, provavelmente este
fato ocorreu devido a perda do gene. van Griethuysen
et al” realizaram um estudo onde ficou demonstrado
a perda do gene mecA em amostras mantidas em
armazenamento sob congelamento. Neste estudo, os
isolados foram mantidos nesta condi¢do até o momento
da analise molecular. Este resultado indica que, apesar
da alta especificidade, e desta técnica ser considerada
definitiva para comprovagdo da presenca do gene, a
sensibilidade da mesma pode variar com a forma e
tempo de conservagao das amostras.

Tabela 3. Distribuigao do gene mecA em 25 isolados de estafilococos de mastite bovina clinica e subclinica de oito propriedades

rurais de Uberlandia-MG com resisténcia a oxacilina (CMI>4ug) nos testes de incorporagao em agar e e-test (AB Biodisk)

S. aureus 7 (28%)
S. intermedius 0 (0%)
S. hyicus 1 (4%)
SCNs 2 (8%)
Total 10 (40%)

1(4%) 3 (12%) 1 (4%)
0 (0%) 3 (12%) 1 (4%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
3 (12%) 3 (12%) 0 (0%)
4 (16%) 9 (36%) 2 (8%)

Tabela 4. Comparagao entre diferentes testes na detec¢ao de resisténcia a oxacilina de Staphylococcus isolados de mastite em oito propriedades

rurais de Uberlandia-MG

Técnicas Resistente N=30 Suscetivel N=44 Sensibilidade Especificidade
e-Test 30 44 100 100
CIM (incorporagao em

; 30 44 100 100

agar)
Agar de Triagem 28 44 93,33 100
Difusao com disco 30 36 100 81,8
gene mecA 25 44 83,33 100

CMI = concentragdo minima inibitéria >4pg
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O teste de difusao em discos ¢ considerado muito
sensivel, mas nao especifico para determinar a resisténcia
a oxacilina em bactérias do género Stappylococcus. Apesar
de este teste ter sido capaz de detectar os Staphylococcus
resistentes a oxacilina, em oito ocasides a resisténcia nao foi
confirmada pela CIM. Estes nimeros refor¢cam a necessidade
de testes complementares como a CIM e a presenca do gene
mecA para a confirmacao da resisténcia a oxacilina®?*.

CONCLUSAO

Os resultados comprovaram a alta incidéncia de
Staphylococcus spp como agentes etiologicos de mastites
recorrentes nos rebanhos estudados e a importancia deste
micro-organismos nesta enfermidade.

O teste de difusdo com disco (antibiograma)
realizado para os espécimes do género Staphylococcus
demonstrou um alto nivel de resisténcia aos antimicrobianos
testados e, entre estes, a multiresisténcia foi o padrao
comumente observado.

A resisténcia a oxacilina pela detec¢do do gene
mecA foi confirmada em 33,78% (25/74) dos isolados.

A técnica de difusdo em discos é adequada para
triagem de estafilococos resistentes & oxacilina. Para
confirmacio destas caracteristicas devem ser utilizados
testes de maior especificidade como a CMI e a detecgdo
do gene mecA.

Os resultados evidenciaram presenga e
possibilidade de veiculagao de espécimes multirresistentes
por meio do leite mastitico, reforcando a importancia
epidemioldgica da mastite na produgao e saude publica.
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