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RESUMO

A mastite € uma doenca infecciosa mais importante dos rebanhos leiteiros. O agente
etiolégico importante da mastite € Staphylococcus spp. e especial preocupacgéo esta
associada a resisténcia aos antimicrobianos dos isolados. O presente estudo visa
determinar a resisténcia antimicrobiana através de marcadores fenotipicos e
genotipicos em Staphylococcus spp. isolados de mastite em pequenos ruminantes
nos estados de Pernambuco e Bahia no Brasil. O potencial de producao de biofilme
dos isolados foi determinada pelo teste de Agar Vermelho Congo e deteccdo do
gene icaD. Os padrdes de resisténcia aos antimicrobianos foram avaliados pelo teste
de difusdo em disco e deteccdo dos genes mecA, blazZ, ermA, ermB, ermC e msrA
por PCR. O teste de triagem de bomba de efluxo foi realizado através do
crescimento em Agar Muller Hinton contendo brometo de etidio. No geral o
percentual de resisténcia as drogas testadas foi baixo, com excecdo do &acido
nalidixico (59,1%= caprino e 56,4%=ovino) e amoxacilina que apresentaram 57,3% e
18,0%, para caprino e ovino respectivamente. Em Agar Vermelho Congo 7,1% dos
isolados foram considerados produtores de biofilme em caprinos e 0,5% em ovinos,
enquanto que 26,2% e 6,2% dos caprinos e ovinos tinham o gene icaD na PCR,
respectivamente. Todas as amostras testadas foram negativas para o gene mecA na
PCR. Para os outros determinantes da resisténcia antimicrobiana foram obtidos
37,1% em caprinos e 8,6% em ovinos para blaZ, no entanto para o genes ermA e
ermC 1,4% e 16,2% foram positivos na PCR para caprinos. O gene ermB
apresentou amplificacdo de 10% para caprinos e 0,5% em ovinos e apenas 0,95%
foram positivas para msrA em caprinos. Setenta e trés amostras de Staphylococcus
spp. foram negativas para todos os genes testados na PCR. Quarenta e um isolados
foram positivos para bomba de efluxo. Os isolados foram menos resistentes a
gentamicina e quinolonas. A PCR para o gene icaD foi mais precisa. Descobrir 0os
niveis de resisténcia nos isolados provenientes dessas regides pode ser vital no
tratamento e controle efetivo da mastite.

Palavras-chave: caprinos, ovinos, Staphylococcus spp., multirresisténcia, mecA,
blaz, biofilme.
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ABSTRACT

Mastitis is a major infectious disease of dairy herds. Staphylococcus spp. is one of
the most important mastitis cause and special concern is associated to antimicrobial
resistance of the bacterial isolates. This present study aims to determine the
phenotypic and genotypic markers of antimicrobial resistance in Staphylococcus spp.
isolated from small ruminant mastitis in the Brazilian states of Pernambuco and
Bahia. The potencial for biofilm production was determined by the Congo Red Agar
test and detection of icaD gene. Resistance patterns to antimicrobial drugs were
evaluated by disk diffusion test and detection mecA, blaZ, ermA, ermB, ermC and
msrA genes by PCR. Efflux pump screening test was performed by culture in Muller
Hinton Agar containing ethidium bromide. In general, the percentage of resistance to
tested drugs was low, with the exception of nalidixic acid (59.1% = goats and 56.4%
= sheep) and amoxicilin, claiming 57.3% and 18.0% for goats and sheep
respectively. On Congo Red Agar, 7.1% of the goats isolates were considered biofilm
producers whilst only 0.5% of the sheep isolates had the same feature. At the same
time, 26.2% and 6.2% - goats and sheep respectively - of the isolates had the icaD
gene. All tested samples were negative for the mecA gene. The blaZ gene was
present in 37.1% of goats isolates and 8.6% from sheep, however the PCR detection
of the genes ermA and ermC came positive for 1.4% and 16.2% of goats isolates,
respectively. The ermB gene amplification was positive in 10% of goats isolates and
0.5% in sheep and only 0.95% of goats isolates were positive for msrA. Seventy one
Staphylococcus spp. isolates were negative to all tested genes. Forty one isolates
were positive for efflux pump. The isolates were less resistant to gentamicin and
quinolones. The icaD gene PCR was more accurate than Congo Red Agar test.
Discover the resistance levels in the isolates from these regions could be vital for the
effective treatment and control of mastitis.

Key-Words: goat, sheep, infectious, milk, mecA, blaz, efflux pump.



Introducéo

O rebanho de pequenos ruminantes representa um numero expressivo no
cenario nacional, principalmente na Regido Nordeste do pais, onde se encontra 93%
e 55% de caprinos e ovinos, respectivamente, sendo os estados da Bahia, Cear4,
Pernambuco e Piaui os maiores detentores na criacdo desses animais (IBGE, 2009).

A adaptacao eficiente destes animais as condi¢des edafoclimaticas da regiéo,
além da baixa necessidade de recursos iniciais, torna a criacdo de ruminantes deste
porte uma alternativa viavel para a geragdo de renda, promovendo maior seguranga
alimentar para as familias dependentes dessa atividade, principalmente aquelas
alocadas nas areas mais secas (Holanda Junior & Araujo, 2004, Nogueira et al.,
2008). Segundo Quadros (2008), a adaptabilidade dos caprinos as condi¢des
adversas faz com que eles apresentem maior eficiéncia produtiva em relacdo a
qualquer outro ruminante domeéstico, inclusive ovino, bovino e bubalino, uma vez que
estdo presentes em regides onde o desenvolvimento de outras espécies € inviavel.

Os pequenos ruminantes possuem um papel importante na nutricdo e na
renda da populagcdo mundial (Mbilu, 2007). Esses animais servem primariamente
como fonte de carne e leite, para alimentacdo das populacbes de média e baixa
renda, como fonte de proteina animal de baixo custo, mas também fornecem pele e
adubo (Silva & Araujo, 2000). Ovelhas e cabras estéo relacionadas com a producao
de aproximadamente 16% da carne mundial e de quantidades similares em relagéo
a pele e leite (Mbilu, 2007).

Nesse contexto, fatores como a falta de organizacao por parte dos criadores,
bem como a escassez na assisténcia técnica especializada, e a precariedade do
manejo sanitario na regido Nordeste, sdo alguns dos obstaculos que impedem o
desenvolvimento da atividade. Assim os problemas sanitarios, nutricionais e de
manejo em geral, acabam limitando o potencial dos animais (Vieira et al., 1998). Em
pequenos ruminantes, alguns fatores relacionados a sanidade do rebanho sé&o
considerados como limitantes para a exploracdo comercial, entre eles a mastite.

Além das alteracGes quantitativas e qualitativas do leite, a ocorréncia de
mastite nos rebanhos determina perdas econémicas acentuadas, principalmente
quando h& o surgimento de casos clinicos, além dos problemas inerentes a saude
publica, devido aos riscos de ocorréncia de doencas de origem alimentar causadas
pelo consumo de leite ou derivados com baixa qualidade microbiolégica (Vautor et
al., 2005, Contreras et al., 2007, Santos, 2009). Esta enfermidade acarreta aumento
nas despesas com assisténcia veterinaria, medicamentos e substituicdo de fémeas
decorrente da reducdo de sua vida util pela perda da glandula mamaéaria
comprometida e consequente desvalorizagdo comercial do animal (Freitas et al.,
2005, Santos et al., 2007). Além disso, observa-se elevacdo nas taxas de
mortalidade de ovelhas e cordeiros em rebanhos com alta prevaléncia da
enfermidade (Vautor et al., 2003).

Considerada uma doenca multifatorial de grande importancia para a pecuaria
leiteira, a mastite pode ser classificada quanto a forma de apresentagcédo, em clinica
ou subclinica, sendo no entanto, uma doenca de dificil controle (Pydréala, 2002). A
mastite subclinica tem sido considerada a forma mais preocupante, pois se
caracteriza pela auséncia de sinais clinicos, o que dificulta sua deteccéo e,
consequente, intervencao terapéutica, podendo permanecer silenciosa no rebanho,



sem alteracOes evidentes no Ubere e da secrecao lactea, com efeitos significativos
tanto na produgdo como na qualidade do leite (Hartman et al., 2009). Segundo
Santos (2006), a etiologia da mastite pode ser de origem toxica, traumatica, alérgica,
metabdlica ou infecciosa.

Os Staphylococcus spp. séo considerados importantes causadores de mastite
em rebanhos leiteiros, visto que, apresentam varios fatores de viruléncia que
contribuem para sua persisténcia no tecido mamario, além de se destacar pela
capacidade de ser ou se tornar resistente a varios antibioticos (Santos et al., 2003,
Freitas et al., 2005). Espécies de Staphylococcus coagulase negativos (SCN), bem
como o Staphylococcus aureus, tém merecido atencdo especial devido a
emergéncia de linhagens resistentes a muiltiplos antibiéticos (Neves et al., 2007,
Taponen & Pyoréla, 2009). O fenbmeno da resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos € um seério problema, pois muitos dos antibidticos utilizados néo
apresentam efeito sobre os microrganismos com essa caracteristica, dificultando o
tratamento dos animais e dos seres humanos. O agravamento dessa resisténcia
esta associado ao uso freqiente e indiscriminado de antimicrobianos (pressao
seletiva), as aplicacfes sub-terapéuticas de antimicrobianos para a prevencao de
doencas e, aos mecanismos de transferéncia de genes de resisténcia entre 0s
microrganismos. Estas situacdes sdo comumente observadas quando ha surtos de
mastite (Witte, 2000, Brito et al., 2001, Cunha et al., 2006).

Nesse caso, a incorporacdo de conhecimentos e de tecnologias na prevencéao
e no controle de doencas na caprinocultura leiteira poderd ndo s6 incrementar a
produtividade e a saude do rebanho, mas assumir posicdo estratégica no processo
de comercializacdo ao garantir a qualidade do leite e seus produtos, além de
oferecer seguranca ao consumidor (Alves, 2008).

Nesse presente estudo, propusemos como de suma importancia caracterizar
fenotipicamente os isolados de Staphylococcus spp. envolvidos nos casos de
mastite nos estados de Pernambuco e Bahia, bem como verificar a presenca de
biofilmes, afim de indicar seu potencial em ocasionar infec¢cdes de carater cronico.
Além disso, fez-se necessario determinar a presenca de genes de resisténcia,
destacando este perfil para indicar o melhor tratamento possivel para os animais
infectados.
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Mastite estafilocdcica em pequenos ruminantes: resisténcia aos antimicrobianos e

producéo de biofilme

Staphylococcal mastitis in small ruminants: antimicrobial resistance and biofilm
production

Chirles Aratjo de Franca', Josir Laine Aparecida Veschi', Mateus Matiuzzi da Costa'"
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RESUMO

A mastite é uma das doencas que mais ocorre nos rebanhos leiteiros em todo 0 mundo.
Bactérias do género Staphylococcus spp. sdo considerados os mais importantes patdgenos de
mastites contagiosas e crénicas que muitas vezes resultam no descarte de animais de grande
potencial genético. A capacidade de resistir aos diferentes compostos antimicrobianos
também é uma caracteristica de extrema importancia em bactérias, sendo esta associada a
diferentes genes. A permanéncia (cronicidade) desta e de outras infec¢bes bacterianas nos
animais esta diretamente relacionada com a capacidade de crescer em biofilmes. Somente a
correta compreensdo destas caracteristicas possibilitara o desenvolvimento de medidas
adequadas de terapia, prevencdo e controle da mastite em pequenos ruminantes.

Palavras-Chave: caprino, ovinos, mastite, Staphylococcus spp., multirresisténcia, biofilme.
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ABSTRACT

Mastitis is one of the most prevalent diseases in dairy herds around the world. Bacteria
from Staphylococcus genus are considered the most important pathogen from contagious and
chronic mastitis that several times results in female discards. The ability of bacteria to resist to
different antimicrobial drugs is a very important characteristic, being associated to several
genes. The large time bacteria infection in the animals is directly associated with the ability
to biofilm formation. The complete understanding of this characteristics helps to development

of correct actions for therapy, prevention and control of mastitis in small ruminants.

Key-Words: goats, sheep, mastitis, Staphylococcus spp. multidrug resistance, biofilm.



1. INTRODUCAO

A caprinovinocultura € uma das alternativas mais promissoras para o semiarido
(MOREIRA et al.,, 1998) como também é uma atividade que vem apresentando um
crescimento significativo. Esta atividade é relacionada a agricultura familiar, além de possuir
um forte compromisso com o desenvolvimento regional. Na regido Nordeste, a maior parte da
producdo visa a subsisténcia (NOGUEIRA et al., 2008). Esses animais representam uma parte
significativa do rebanho nacional, sendo 93 % e 55% dos caprinos e ovinos criados no
Nordeste (IBGE, 2009). Grande parte da pecuaria desenvolvida nos estados nordestinos é
definida como semi-extensiva e representa uma atividade de grande importancia econémica e
social. A caprinocultura leiteira, por exemplo, é uma atividade que tem crescido
significativamente na agropecuéria brasileira, conquistando assim novos mercados para o leite
de cabra e seus derivados (ALBUQUERQUE et al., 2009). Contudo, alguns entraves
especialmente de ordem sanitaria, vém contribuindo para a limitacdo desta atividade. Dentre
eles estd a mastite que representa 0 maior perigo para os rebanhos leiteiros (bovinos, caprinos
Ou 0Vvinos).

Em animais acometidos pela doenca, observa-se a reducdo da quantidade de leite e
subsequentemente de seus derivados, sendo que nos casos de maior severidade e cronicidade
é recomendado o descarte do animal. Em rebanhos de ovinos de corte, a mastite também é
problematica, pois reduz a capacidade das fémeas em alimentar seus filhotes, atrasando o
desenvolvimento dos cordeiros (SANTIAGO et al., 2009). MA et al. (2006) demonstraram
que além de comprometer a qualidade do leite, a mastite também causa outras modificacGes
fisiologicas no animal que podem comprometer mais ainda sua saude.

Nesse contexto, as perdas em qualidade como em quantidade de leite que séo
provocadas por mastites sdo variaveis e dependem de fatores ligados ao agente etiologico, do

sistema imune do animal e, principalmente, dos cuidados e medidas sanitarias que sdo



adotados (BAREILLE et al., 2003). A mastite pode ser causada por uma grande variedade de
patdgenos (contagiosos ou ambientais) logo, para garantir as melhores condic¢des de salde do
rebanho, toda a fazenda deve estar sob as melhores condi¢bes de higiene (CONTRERAS et
al., 2007).

Esta doenca é ocasionada por varios microrganismos, particularmente de origem
bacteriana, que podem ser classificados em agentes contagiosos e ambientais. Os contagiosos
séo transmitidos fundamentalmente no momento da ordenha ou no ato de mamar do filhote e
sdo representados por Staphylococcus coagulase positiva (SCP), como o Staphylococcus
aureus, Staphylococcus coagulase negativa (SCN), como S. epidermidis e S. caprae,
Streptococcus agalactiae e Corynebacterium bovis. Enquanto que os agentes ambientais sdo
transmitidos antes e ap6s as ordenhas e incluem principalmente as enterobactérias
(Escherichia coli, Klesbsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes), Nocardia spp.,
Pseudomonas aeruginosa, fungos e algas (RADOSTITS et al., 2002; CONTRERAS et al.,
2007).

As bactérias do género Staphylococcus, tém sido apontadas como 0s principais
patdgenos responsaveis pela mastite intramamaria em pequenos ruminantes (COUTINHO et
al., 2006; LANGONI et al.; 2006, MOTA, 2008; BOLSANELLO et al., 2009 ). InfeccGes
intramamarias causadas por S. aureus tém merecido atencdo especial, pois esta bactéria €
responsavel por dois tipos graves de mastite (mastite gangrenosa) e mastite subclinica, sendo
seu tratamento dificil devido a elevada resisténcia (FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004). S.
aureus produz algumas toxinas contribuindo para a patogénese da mastite e também tém um
papel em doencas alimentares, mesmo com leite pasteurizado (CONTRERAS et al., 2007).
Outro fator de viruléncia produzido por S. aureus é a formacao de leucotoxinas, estas por sua
vez, podem seletivamente destruir leucocitos polimorfonucleares e mondécitos. RAINARD et

al. (2003), em uma investigacdo das agdes de leucotoxinas de cepas S. aureus isolados de



vacas, ovelhas e cabras com mastite detectaram que a maioria dos isolados eram leucotdxicos
e que cepas de isolados de pequenos ruminantes foram mais leucotoxicas em relacéo as cepas
de origem bovina.

Staphylococcus coagulase negativa (SCN) sdo o0s mais prevalentes patdgenos
causadores de mastite subclinica em ruminantes leiteiros, provavelmente em virtude do
comportamento oportunista deste género nas infeccbes mamarias, favorecido pela sua
manutencdo como agente da microbiota da pele e Ubere de animais domésticos (COUTINHO
et al., 2006). Embora menos patogénico que S. aureus, SCN podem também produzir mastite
subclinica persistente, significativo aumento de CCS, causar mastite clinica (DEINHOFER &
PERNTHANER, 1995; CONTRERAS et al., 1997), bem como produzir enterotoxinas
termoestaveis (UDO et al., 1999). Entretanto, apesar do reconhecido papel dessa bactéria
como maior causadora de infec¢Bes intramamarias em pequenos ruminantes, a patogenicidade
de diferentes espécies de SCN é variavel. Esta patogenicidade também ¢ associdada a
aderéncia, pois estes microrganismos tém grande poder de adesdo, producdo de enzimas
extracelulares e toxinas capazes de provocar niveis elevados de lesdo tecidual (MOTA, 2008).
A maioria das espécies de SCN, comumente isoladas de mastite subclinica em cabras e
ovelhas sdo Staphylococcus epidermidis, S. caprae, S. simulans, S. chromogenes e S. xylosus
(BERGONIER et al., 2003).

Staphylococcus epidermidis e S. caprae estdo entre os mais prevalentes patdégenos da
mastite em cabras e S. epidermidis e S. simulans em ovelhas. Entre as espécies de SCN, existe
uma forte associacdo de S. epidermidis com altas contagens de células somaticas (CCS) em
ovelhas e cabras, diferentemente do observado para S. caprae (BERGONIER et al., 2003). A
presenca de diferentes espécies de SCN pode ser atribuida, até certo ponto, as préaticas de
controle da mastite, bem como o protocolo e tipo de desinfetante usado para imersao do teto

ou terapia no periodo seco (CONTRERAS et al., 2003).



Normalmente o isolamento de SCN esta associado a auséncia de sinais clinicos
evidentes. Isso pode resultar em danos no tecido da glandula mamaria com consequente
reducdo da producéo leiteira devido a progressao silenciosa da infeccdo (CONTRERAS et al.;
1997, SOARES et al.; 2008). Estes patogenos podem causar infec¢bes constantes, que
resultam no aumento da CCS, tendo como principal conseqiiéncia a diminuicdo da qualidade
do leite. Somado a esse cenario, o fendmeno da resisténcia antimicrobiana é comum entre as
espécies de SCN. Estudos tém demonstrado que estes agentes sdo reservatéorios de genes de
resisténcia, sendo potenciais transmissores desses para outras espécies de estafilococos
(TAPONEN & PYORALA, 2009). Por outro lado, apesar da alta prevaléncia de SCN nos
casos de mastite em caprinos e ovinos 0s mecanismos de patogenicidade relacionados a
infeccdo subclinica ainda sdo desconhecidos (CONTRERAS et al., 2007).

No tocante ao diagndstico da mastite, este pode ser realizado por exames diretos e
indiretos, onde as técnicas diretas baseiam-se na identificacdo do agente etiol6gico mediante
sua presenca no leite mastitico, enquanto os métodos indiretos fundamentam-se em critérios
de evolucéo de intensidade da reacdo inflamatéria (MOTA, 2008).

A cultura bacteriana é considerada como o padrdo ouro para o diagnéstico de
infeccBes intramamarias em espécies leiteiras (SANCHEZ et al., 2004; CONTRERAS et al.,
2007). A contagem de células somaéticas (CCS) constitui o principio das técnicas de
diagnostico indireto das mastites em todas as espécies de ruminantes leiteiros (MOTA, 2008).
Por isso, CCS é amplamente utilizada para avaliacdo do status sanitario da glandula mamaria
em cabras e ovelhas (McDOUGALL et al., 2001).

Estudos desenvolvidos por LEITNER at al. (2009) identificaram um surto de mastite
subclinica por SCN, onde foi observada a necessidade do uso de técnicas moleculares para
uma rapida identificacdo destes microrganismos. Da mesma forma, outros autores como

PYORALA & TAPONEN (2009), também sugerem a aplicacio dessas técnicas para
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identificacdo de SCN, uma vez, que os métodos fenotipicos ndo apresentam uma total
confianga nos resultados. Estudos com epidemiologia molecular envolvendo S. aureus
provenientes de exploracdes leiteiras em caprinos e ovinos no Brasil ainda sdo limitados
(AIRES-DE-SOUSA et al., 2007). Tais autores caracterizaram fenotipica e genotipicamente
S. aureus isolados de vacas, ovelhas, cabras, e bufalas em diferentes regides do estado do Rio
de Janeiro. Estes chegaram a conclusdo que apenas um tipo clonal principal foi responsavel
por mastite subclinica nessas regides, além destes ndo demonstrarem especificidade por

hospedeiro.

2. Tratamento e Prevencdo da Mastite

A prevencdo é sem davida a chave para o controle da mastite. Um adequado manejo
de ordenha (higiene, procedimentos e equipamentos corretos) pode diminuir o nimero de
animais acometidos por mastite clinica e subclinica, reduzir a taxa de novas infeccdes,
melhorar a CCS (contagem de células somaéticas) do rebanho, além de propiciar um leite
produzido com qualidade (DIAS, 2007). O tratamento precoce da mastite aliado a outras
medidas constitui importante profilaxia, pois elimina a fonte de infeccdo (LANGONI et al.,
2000). Segundo CHAFFER et al. (2003) e GONZALO et al. (2004), a terapia no periodo seco
€ uma pratica comum que tem sido recomendada em programas de controle por quase 30
anos. No entanto, existem poucos relatos deste tipo de tratamento para caprinos (FOX et al.,
1992) e da eficécia da terapia seca para ovinos (CHAFFER et al., 2003). Ao lancar méo de
medicamentos para o tratamento da mastite, varios fatores devem ser levados em
consideracdo, incluindo a escolha da droga, a suscetibilidade do organismo, determinado
através da concentracdo inibitéria minima (MIC) de teste de cada droga, duracdo do
tratamento e otimizacdo da dosagem, e o estado imunologico do animal (ERSKINE et al.,

1993).
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A maioria das rotinas implementadas para vacas leiteiras, incluindo a ordem de
ordenha de acordo com o status sanitario, sdo também aplicaveis para pequenos ruminantes,
especialmente quando os rebanhos apresentam alta incidéncia de infecgbes intramamarias
(CONTRERAS et al.,, 2007). RUPP et al., (2000) afirmam que o0 primeiro passo de um
programa de controle de mastite € verificar o quadro atual da doenca no rebanho antes da
realizacdo de alteracbes no manejo, sendo um ponto importante a conscientizacdo dos
produtores quanto as perdas econdmicas, assim como a educacao sanitaria dos tratadores.

A adequada higiene do ubere € considerada a medida isolada mais importante na
prevencdo de novas infeccBes intramamarias, assim como a técnica tem sido aplicada em
pequenos ruminantes, principalmente, em rebanhos altamente infectados (PAAPE et al., 2001;
BERGONIER & BERTHELOT, 2003; CONTRERAS et al., 2003), e tem revelado eficiéncia
em prevenir a mastite nesses animais. Existe uma relacdo direta entre 0 nimero de bactérias
presentes nos tetos e a taxa de infec¢fes intramamarias. Desta forma, todos os procedimentos
que contribuam para a manutencdo de uma baixa populacdo de bactérias na superficie dos
tetos ajudam de forma significativa no controle da mastite (FONSECA & SANTOS, 2000). A
ordenha se caracteriza como uma pratica aparentemente simples, porém muito importante na
exploragdo leiteira, pois a forma como é processada influencia diretamente na qualidade do
leite (DINGWELL et al., 2004). O manejo da ordenha é um dos principais fatores
relacionados ao controle da mastite, sendo um de seus objetivos assegurar que 0s tetos
estejam limpos e secos antes do seu inicio, assim como o bom funcionamento da sala de
ordenha, devendo ser limpa, arejada e desinfetada com produtos adequados (SANTOS et al.,
2004). Segundo DINGWELL et al. (2004) a realizacdo do pré e pos-dipping reduz a taxa de
novas infec¢bes no rebanho, sendo a imersdo de tetos na pos-ordenha em solugéo desinfetante

recomendado principalmente para o controle da mastite ambiental.
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Apesar do controle da mastite ser principalmente dependente da prevencdo, 0 aumento
da capacidade de resposta imune do animal atraves da vacinacao contra o agente especifico é
uma importante estratégia de controle (SANTOS & FONSECA, 2005). A utilizacdo de
vacinas no controle da doenca tém se apresentado como alternativa bastante viavel, uma vez
que promove a reducdo nos custos e ndo interfere na qualidade do leite e saude publica, ja que
reduz a necessidade do uso de antibioticos (PORTES et al., 2006). Embora as vacinas contra
mastite apresentarem efeito limitado, atuando de forma paliativa (CALZOLARI et al., 1997),
podem ser potencializadas em associacdo com antibioticoterapia elevando os indices de cura
de 20 para 70% (SEARS & BELSCHNER , 1998). Segundo ALBERTON et al. (2001), a
vacinacdo com bacterina de S. aureus foi capaz de diminuir tanto a prevaléncia quanto a
gravidade dos casos de mastite em vacas leiteiras. Resultados semelhantes foram encontrados
por LEITNER et al. (2003) para uma bacterina composta de fragmentos de S. aureus.
Trabalhos tém demonstrado a efetividade dos programas de vacinag¢do contra mastite causada
por S. aureus em ovelhas, mas ndo para cabras (AMORENA et al., 1994; TOLLERSRUD et
al., 2002). Contudo, estudo desenvolvido por COELHO et al. (2008), demonstrou que a
administragdo de vacina associada ao antimicrobiano em cabras leiteira com mastite

subclinica apresentou reducao significativa no nimero de tetos infectados.

3. Resisténcia aos antimicrobianos

Uso excessivo de antibidticos favorece o evento da resisténcia antimicrobiana, o que
tem se tornado um problema tanto para animais como para humanos (CONTRERAS et al.,
2007). A deteccdo de cepas de S. aureus resistentes aos aminoglicosideos deve ser
considerada uma preocupacdo para saude publica, dado ao mecanismo de resisténcia similar

encontrado em cepas isoladas em humanos (GONI et al., 2004).
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Estudo desenvolvido por BJORLAND et al. (2005), demonstrou a distribuicdo de
genes da resisténcia associado a Staphylococcus spp. em leite de vacas e cabras. Nesse
sentido, poucas drogas sdo especificamente licenciadas para uso em pequenos ruminantes,
particularmente em cabras. O uso de antibidticos ou outras drogas de bovinos em pequenos
ruminantes, ou até mesmo o uso de produtos indicados para ovinos em caprinos, constituem
um alto risco devido a seguranca e eficacia destes produtos em cada espécie, por serem em
grande parte desconhecidos (MAVROGIANNI et al., 2004).

Os mecanismos de resisténcia apresentam uma grande diversidade. As bactérias
podem apresentar tolerancia ao composto simplesmente por ndo possuir o sitio de
reconhecimento da droga até estratégias mais complexas envolvendo enzimas hidroliticas,
metilases ou complexos protéicos transmembrana que bombeiam compostos nocivos para o
meio extracelular (bombas de efluxo) (LAMBERT, 2005; BERGER-BACHI &
McCALLUM, 2006; KUMAR & SCHWEIZER, 2005; WEBBER & PIDDOCK, 2003). Essa
grande diversidade permite que as bactérias sobrevivam a um amplo espectro de compostos
utilizados especificamente para combaté-las.

Durante as décadas de 40 e 50 iniciaram-se debates intensos sobre a origem da
resisténcia a drogas em microrganismos (CREAGER, 2007), uma vez que em 1939 ja haviam
sido detectados isolados bacterianos resistentes a sulfonamidas, e t&o logo a penicilina foi
disponibilizada comercialmente em 1941 - como solugdo para tratamento de infeccdes
bacterianas, também foram isoladas bactérias exibindo resisténcia ao medicamento
(CREAGER, 2007; WRIGHT, 2005). Por volta de 1955, trés quartos das cepas de
Staphylococcus spp. isoladas de pacientes hospitalares eram resistentes a penicilina
(CRAGER, 2007). Entretanto, € importante ressaltar que a ma utilizacdo dos agentes
antimicrobianos, principalmente os antibidticos, foi e continua sendo o fator que mais

contribui para a disseminacdo e surgimento de cepas resistentes. KOLAR et al. (2001)
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defendem que a utilizacdo apropriada dos antibidticos deve vir acompanhada de estudos de
avaliacdo de drogas individuais com o monitoramento regular do grau de resisténcia
bacteriana.

Outra fonte de preocupacdo sdo as cepas resistentes oriundas de animais e alimentos.
Estima-se que metade de todo o montante de antibidticos € utilizada no setor de producéo
animal, mercado de animais de companhia e industria alimenticia (MONROE & POLK, 2000;
UMBER & BENDER, 2009). MARTEL & COUDERT (1993) destacaram a importancia de
um programa de monitoramento de abrangéncia nacional que contemple pelo menos as
principais espécies de animais criadas, além de testes que incluam alimentos e isolados
ambientais. Tal estudo criaria uma base para a epidemiologia preditiva e para o uso racional
dos antibidticos na criacdo de animais e na medicina veterinaria. Essa € uma abordagem muito
importante para o problema que se configurou com a dispersdao de cepas apresentando
resisténcia, uma vez que a utilizacdo de antibioticos levou ao acumulo de um “pool” de
resisténcia em bactérias patogénicas comensais (BERGER-BACHI & McCALLUM, 2006).

As bactérias apresentam em seus cromossomos ou em elementos extracromossomais
(plasmideos, por exemplo) uma quantidade muito grande de genes destinados a protecéo
contra drogas antibacterianas. Estes genes permitem que as bactérias expressem enzimas
capazes de destruir os antibioticos, sistemas de efluxo que bombeiam esses compostos para
fora da célula, modificar os sitios alvo das drogas ou produzirem uma rota metabdlica
alternativa que contornam a acdo do agente antimicrobiano (TENOVER & McGOWAN JR.,
2008; WRIGHT, 2005). Segundo UMBER & BENDER (2009), existem duas classifica¢des
distintas para os mecanismos de resisténcia: intrinsecos e adquiridos. Intrinsecos sdo aqueles
que ocorrem naturalmente nos microrganismos. A resisténcia intrinseca é resultado de
processos adaptativos gerais que ndo sdo necessariamente ligados a uma dada classe de

antibioticos (WRIGHT, 2005). Nesta modalidade, o organismo nao possui 0s sitios alvo do
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agente (parede celular, por exemplo) ou a maquinaria de transporte que permite que a droga
seja mais eficiente. Por outro lado, na resisténcia adquirida estdo envolvidas a emergéncia ou
obtencdo de genes que codifiquem algum determinante de resisténcia. A mutacdo espontanea
e a transferéncia de DNA cromossomal ou extracromossomal (plasmidios e bacteri6fagos) sao
0s principais veiculos de surgimento e disseminacdo deste tipo resisténcia. BERGER-BACHI
& MCcCALLUM (2006) observaram que concentracGes subinibitorias de antibioticos
estimulam a transferéncia de material genético relacionado com resisténcia. Este fato € uma
evidéncia clara dos perigos que a ma utilizacdo desses medicamentos pode oferecer para a
salde publica.

Segundo WRIGHT (2005) ¢ possivel identificar 3 estratégias distintas de resisténcia
aos agentes antimicrobianos: 1) modificacdes do sitio alvo da droga; 2) degradacdo do
antibidtico e 3) efluxo do antibidtico para fora da célula. Staphylococcus spp. possuem
diversas estratégias genéticas para resistir ao ataque de compostos antimicrobianos.

Varios genes de resisténcia sdo associados a maltipla resisténcia em Staphylococcus

spp. entre os quais podemos citar: mecA, blaZ, erm (A, B e C) e msrA.

4. Gene mecA

O gene mecA é responsavel pela resisténcia a meticilina (oxacilina). A estratégia
consiste na expressdo de uma proteina ligadora de penicilina (PBP) de baixa afinidade
(PBP2a). A PBP é uma enzima biossintética expressa na parede celular e envolvida na
montagem do peptideoglicano componente da mesma. Encontra-se num componente genético
grande chamado Staphylococcal Cassette Cromosome mec (SCCmec) que esta integrado ao
cromossomo de MRSA (Methicilin Resistant Staphylococcus aureus) e acredita-se que tenha
sido adquirido por transferéncia horizontal de Staphylococcus coagulase negativos

(LAMBERT, 2005; LEE et al., 2006; LI et al., 2007; LEONARD & MARKEY, 2008). Este
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gene é conservado em todas as cepas de Staphylococcus aureus meticilina resistentes (LEE et
al., 2006) e € a Unica responsavel pela resisténcia verdadeira a meticilina em Staphylococcus
spp. (HACKBARTH E CHAMBERS, 1989). A expressdo do gene mecA ¢é regulada por dois
elementos genéticos; mecl e mecRIl que codificam uma proteina repressora e uma de
transducéo de sinal, respectivamente (LEE et al., 2006).

Staphylococcus meticilina-resistentes sdo muito presentes em humanos e sua
ocorréncia em animais € baixa (VAN DUIJKEREN, 2004, WEESE & VAN DUIJKEREN,
2010). O primeiro isolamento de MRSA em animais foi no leite de vacas mastiticas
(DEVRIESE & HOMMEZ, 1975), contudo sdo mais encontrados em animais de companhia
(cdes e gatos) e em equinos. Acredita-se que a colonizacdo destes animais seja apenas
transitéria (WEESE & VAN DUIJKEREN, 2010). LEE et al. (2006) reportaram a deteccéo de
S. aureus portadores do gene mecA em gado e galinha, entretanto em baixa quantidade.
SAWANT et al. (2009) também detectaram baixa prevaléncia de bactérias obtidas de leito

bovino carregando 0 gene mecA.

5. Gene blaz

LI et al. (2007) destacaram uma elevacdo nos relatos de isolamento de bactérias de
origem animal produtoras de -lactamases de amplo espectro, bem como o aumento global de
isolados bacterianos resistentes aos p-lactamicos. Essas enzimas (amidases) utilizam o anel
beta-lactamico das penicilinas como substrato, degradando-as por hidrolise. Mais de 400 f-
lactamases ja foram descritas (LI et al., 2007). Os genes para a expressdo de B-lactamases em
Staphylococcus spp. estdo organizados num cluster blaZ-blaR1-blal que codificam
respectivamente a [-lactamases BlaZ, o repressor Blal e o antirepressor BlaR1 (LI et al.,

2007).
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Este gene pode ser encontrado tanto em animais quanto em humanos. MALIK et al.
(2007) detectaram o gene blaZ em Staphylococcus spp. isolados de cdes e gatos e o posterior
sequenciamento dos fragmentos gerados por PCR possibilitou a inferéncia de cinco tipos de
assinaturas protéicas. Dentre estas assinaturas, uma era inédita. Ao estudar isolados
bacterianos - S. aureus e SCN - de bovinos e humanos OLSEN et al., (2006) conseguiram
demonstrar a existéncia de trés linhas evolutivas do gene blaZ, uma de origem plasmidial,
outra de origem cromossomal e uma terceira intermediaria. TENOVER et al., (2006) também
encontrou o0 gene blaZ numa cepa de Staphylococcus aureus amplamente disseminada em
humanos nos Estados Unidos, porém este estava associado ao um plasmidio de 30Kb que

carreava também o gene msrA.

6. Genes erm

A resisténcia para macrolideos, lincosamida e estreptogramina B é determinada por
uma familia de genes chamados de erithromycin ribosome methylase (ermA, B e C). Estdo
amplamente distribuidos em isolados de Staphylococcus spp. oriundos de humanos e animais
e estdo localizados principalmente em plasmidios pequenos de 2,3-2,5Kb (HAUSCHILD et
al., 2006). Estes genes sdo responsaveis pela expressdo de N-metiltransferases que realizam a
metilacdo e dimetilacdo de um residuo de adeninas no dominio funcional peptidil transferase
do rRNA 23S (LAMBERT et al., 2005).

NAWAZ et al. (2000) observaram a presenca dos genes ermA, B e C em cepas de
Staphylococcus spp. de humanos e aves, sendo ermA encontrado exclusivamente no
cromossomo, ao passo que ermC estava localizado em pequenos plasmidios. Suas analises de
RFLP do gene ermA evidenciaram uma origem comum. A prevaléncia destes trés genes é
bastante variavel. WANG et al. (2008) observaram que em S. aureus isolados de mastite

bovina os genes ermB e C foram mais predominantes, sem a presenca de ermA. JENSEN et
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al. (1999) encontrou os genes ermA, B e C em isolados de origem animal e humana, porém
poucos exibiram mais de um destes genes simultaneamente. ALMER et al. (2002) por sua
vez, observaram que 0 gene ermA era mais prevalente do que o gene ermC em isolados de

MRSA humanos, sendo que ndo houve detec¢do do gene ermB.

7. Bombas de efluxo

Trata-se de uma classe muito diversa de elementos de resisténcia, dividida em cinco
familias: major facilitator superfamily (MFS), adenosine triphosfate-binding cassete (ABC)
superfamily, small multidrug resistance (SMR) family, resistance-nodulation-cell division
(RND) superfamily e multidrug and toxic compound extrusion (MATE) family (KUMAR &
SCHWEIZER, 2005). Bombas de efluxo sdo proteinas de transporte (transmembrana)
envolvidas na extrusdo de substratos tdxicos (incluindo virtualmente todas as classes de
antibidticos clinicamente relevantes) de dentro das células para o ambiente extracelular
(WEBBER & PIDDOCK, 2003; KUMAR & SCHWIZER, 2005) e contribuem
significativamente para a multirresisténcia bacteriana. O efluxo de antibidticos como
mecanismo de resisténcia foi primeiramente reconhecido para a tetraciclina no fim da década
de 70 (BALL et al., 1977) e inicio da década de 80 (McMURRY et al., 1980). Esses sistemas
existem em bactérias gram-negativas, gram-positivas e eucariotos (WEBBER & PIDDOCK,
2003) e bombeiam os compostos de maneira ativa (com gasto de energia) utilizando o
gradiente de prétons ou a hidrolise de ATP (familia ABC) como forca motriz (WEBBER &
PIDDOCK, 2003). Na maioria dos casos sdo codificadas por genes cromossomais e em
muitos casos fazem parte de um operon, com um gene regulador controlando sua expresséo
(WEBBER & PIDDOCK, 2003; KUMAR & SCHWEIZER, 2005). As bombas da familia
ABC séo as Unicas que utilizam a hidrolise de ATP como forca motriz para a extrusao de

compostos toxicos e estdo intimamente ligadas a resisténcia a macrolideos. S&o codificadas
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pelos genes msrA/B/C. A primeira deteccao destes genes em bactérias foi feita em isolados de
Staphylococcus epidermidis (LEVY, 1992). Neste caso, 0 gene msrA estava contido num
plasmidio. LOCH et al. (2005) detectaram os genes msrA/C em isolados de Streptococcus de
leite bovino e WANG et al. (2008) também encontraram os genes msrA/B em Staphylococcus
aureus isolados de mastite bovina, porém com baixa prevaléncia. SAWANT et al. (2009)
relataram a presenca de isolados de S. epidermidis exibindo estratégia de resisténcia a

eritromicina baseada no gene msrA, porém também em baixa quantidade.

8. Biofilme

Biofilmes sdo considerados um estagio do desenvolvimento bacteriano (O' TOOLE et
al., 2000). Nesta estrutura, as bactérias passam da forma planctonica para a vida séssil e as
modificagdes na fisiologia e resisténcia aos diversos tipos de estresse sdo evidentes (O
TOOLE et al., 2000).

As raz0es pelas quais uma bactéria cresce em modo biofilme sdo diversas e podem ser
resumidas a: defesa, colonizacdo do ambiente e crescimento em comunidade (JEFFERSON,
2004). Entretanto, existe um consenso de que as modificacdes ambientais sdo o fator chave
para 0 acionamento dos processos de formagdo do biofilme (APARNA & SARITA, 2008). E
importante ressaltar que as condi¢fes normais de qualquer hospedeiro ou do ambiente s&o
hostis o suficiente para forcar os microrganismos a passarem a maior parte de sua existéncia
crescendo em biofilmes (JEFFERSON, 2004).

Os biofilmes representam papel essencial nas infeccdes bacterianas. A cronicidade e
resisténcia a agentes antimicrobianos de certas infec¢fes estdo intimamente ligadas a presenca
de biofilmes. De fato, o biofilme é um fator de viruléncia importante encontrado em algumas

bactérias como, por exemplo, Staphylococcus spp. (JAIN & AGARWAL, 2009).
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A primeira observacao registrada de biofilmes foi realizada por Arthur T. Henrici em
1933, porém apenas em 1978 (COSTERTON et al.,, 1978) sua natureza abrangente e
predominante foi devidamente constatada.

DONLAN & COSTERTON (2002) construiram um conceito bastante abrangente e
completo para definir os biofilmes: sdo uma comunidade microbiana sessil composta por
células irreversivelmente aderidas a um substrato, interface ou nelas proprias, embebidas
numa matriz de substancias poliméricas extracelulares por elas produzidas e exibindo um
fenotipo alterado no que diz respeito a taxa de crescimento e transcricdo genética. Os
biofilmes, na forma como ocorrem nos ambientes naturais, costumam conter mdltiplas
espécies microbianas, podendo se consolidar num amplo espectro de superficies bidticas e
abioticas enquanto aqueles formados por apenas uma espécie estdo mais associados a uma
variedade de infeccBGes e implantes médicos (catéteres e sondas) (O' TOOLE et al., 2000;
JEFFERSON, 2004). Muitos dos patogenos de importancia veterindria existem
predominantemente em sua forma aderente (OLSON et al., 2002).

LASA et al. (2005) dizem que a capacidade de formar biofilme parece ndo ser restrita
a um grupo especifico de microrganismos e hoje se considera que, sob as condicGes
ambientais adequadas, todos 0s microrganismos sdo capazes de crescer em biofilmes.
Contudo, apesar de toda esta diversidade, a grande maioria dos estudos encontrados na
literatura foca especialmente em biofilmes bacterianos. Este fato tem relagdo direta com a
importancia das infecgBes bacterianas para as ciéncias médicas e veterinarias
(CLUTTERBUCK et al., 2007; PARSEK & SINGH, 2003).

A formacéo de um biofilme € um processo ciclico e basicamente composto de quatro
estagios: iniciacdo, maturacdo, manutencdo e dissolucdo (JEFFERSON, 2004). Sinais
ambientais sdo considerados fundamentais no que diz respeito a sinaliza¢do para o inicio dos

processos de producdo de biofilme (O' TOOLE et al., 2000; APARNA & SARITA, 2008).
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Dentre estes sinais estdo as mudancas nos nutrientes disponiveis e suas concentracdes no
meio, varia¢fes do pH, temperatura e osmolaridade e a presenca de ferro. No momento que
tais sinais sdo percebidos pelas células planctbnicas (células livres), estas passam por
profundas mudancas fisiologicas e morfologicas a fim de se adaptarem a vida séssil no
biofilme. Neste estagio inicial, ocorre a fixacdo das células no substrato e a posterior
colonizacdo das regibes circunvizinhas. Na maturacdo, as células inicialmente fixadas
continuam a se multiplicar, aumentando a populacdo e o numero de coldnias. Adicionalmente
estas incrementam a producdo de exopolissacarideos e adesinas, dois fatores muito
importantes que garantem a integridade do biofilme.

A quantidade de elementos genéticos envolvidos na producdo de biofilme é muito
diversificada (GENEVAUX et al., 1996; HEILMANN et al., 1996; MACK et al., 1994;
MACK, 1999; O' TOOLE & KOLTER, 1998) e uma grande quantidade de funcbes e
estruturas sdo reguladas, desde a adeséo das células até a resposta ao estresse (JEFFERSON,
2004). Um dos componentes genéticos mais estudados e utilizados para identificagdo de
Staphylococccus spp. produtores de biofilme € o locus ica. Este locus € um conjunto de quatro
genes organizados em um operon (icaADBC) responsavel pela expressdao de uma adesina
intercelular polissacaridica (PI1A) ou de N-acetilglicosamina polimérica (PNAG) e a co-
expressao dos genes icaA e icaD é fundamental para a sintese completa do muco. O locus ica
é o componente genético melhor compreendido na sintese de biofilmes de Staphylococcus
spp. e esta presente na maioria dos isolados clinicos humanos e de mastite bovina (O' GARA,
2007). Outro componente envolvido na producdo de biofilmes € o gene bap e a proteina
associada a biofilme (Bap — Biofilm Associated Protein) expressa por este gene promove tanto
a fixacéo primaria a uma superficie quanto a adeséo intercelular (CUCARELLA et al., 2004).

Os motivos pelos quais microrganismos, em especial bactérias, produzem biofilme

ainda ndo foram determinados, contudo algumas hipoteses ja foram propostas. A primeira
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hipdtese é a da defesa. Biofilmes sdo resistentes a forcas de cisalhamento, logo conseguem
resistir as tensdes criadas pelo fluxo da saliva (placa dentaria), da corrente sanguinea e até
mesmo da agua (vide biofilmes que colonizam canos e rochas em riachos). Entretanto, vale
ressaltar que a resisténcia de determinado biofilme é proporcional ao ambiente em que se
desenvolve. Biofilmes que crescem em ambientes menos agressivos tendem a ser mais
sensiveis a quebra mecanica (MELCHIOR et al., 2006). Organismos dentro de biofilmes séo
capazes de suportar restricdes nutricionais, mudancas no pH, espécies reativas de oxigénio,
desinfetantes e antibidticos (JEFFERSON, 2004). Também sdo resistentes a fagocitos do
sistema imunoldgico. A cronicidade de certas infec¢bes é inquestionavelmente, devido ao
desenvolvimento de biofilme no hospedeiro. A segunda hipotese é atribuida a capacidade de
colonizacdo de um ambiente. Neste caso, bactérias formariam biofilmes para garantir a
permanéncia em um nicho favoravel. Outra hipdtese considerada € a de que o modo biofilme
seria um padrdo de crescimento ao invés de uma alternativa. As condi¢cBes normais de um
ambiente ou hospedeiro sdo hostis o suficiente, forcando 0s microrganismos a passarem a
maior parte de sua existéncia como biofilmes (JEFFERSON, 2004).

A hipdtese da defesa parece ser a mais apropriada principalmente considerando a
extrema eficiéncia com a qual o biofilme protege seus componentes da acdo dos agentes
antimicrobianos como as drogas antimicrobianas e os desinfetantes. Biofilmes consolidados
podem tolerar agentes antimicrobianos presentes em concentragdes de 10 a 1000 vezes
necessarias para eliminar bactérias da mesma espécie em sua forma planctbnica
(COSTERTON et al., 1995; JEFFERSON, 2004; MAH & O' TOOLE, 2001). A presenca de
elementos genéticos relacionados a producédo de biofilmes foi diretamente associada com a
resisténcia a multiplos antibiéticos (CUCARELLA et al., 2004). Em trabalhos publicados por
LEWIS (2001) e MELCHIOR et al. (2009) foram levantados dois motivos pelos quais 0s

biofilmes garantem tamanha protecdo contra antibioticos: a penetragéo restrita e a redugédo na
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taxa de crescimento dos microrganismos. O primeiro, bastante ébvio, diz respeito a camada
protetora de exopolissacarideos. A estrutura fisica e/ou quimica dos exopolissacarideos ou
outros aspectos da arquitetura do biofilme permitem a exclusdo dos agentes da comunidade de
microrganismos. Quanto a alteracdo na taxa de crescimento, ambos os trabalhos afirmam que
qguando sequestradas dentro do biofilme a taxa de crescimento € reduzida e isso esta
diretamente relacionada com a propria capacidade dos compostos em atacar ceélulas em
crescimento ou estaticas. LEWIS (2001) afirma que a grande maioria dos antibioticos € mais
eficiente no ataque a células em crescimento, as quais apresentam taxas metabdlicas mais
elevadas. Contudo, deve-se fazer uma ressalva com relacdo a uma classe especifica de
antibidticos, as fluoroquinolonas. Segundo o autor, este grupo de agentes antimicrobianos é
capaz de infiltrar os biofilmes, o que leva a crer que outros mecanismos de resisténcia, além
da prépria defesa criada pelos biofilmes, estdo ativos. LEWIS (2001) acredita que as células
sésseis ndo sdo necessariamente mais resistentes ao ataque destes compostos do que células
plancténicas. Ocorre que o prdprio ataque de antibidticos capazes de atravessar a barreira do
biofilme cria uma populagdo de células “persistentes”, as quais sdo preservadas pela presenca
do antibidtico que inibe sua taxa de crescimento. MAH & O' TOOLE (2001) acreditam que
bactérias seriam capazes de produzir fenétipos de resisténcia com um tipo especifico de
biofilme. Em outras palavras, para cada antibiético ou outro agente antimicrobiano que ataca
as células um tipo diferente de biofilme (quimica e estruturalmente diferentes) pode ser
produzido.

A capacidade de protecdo conferida pelos biofilmes é de grande preocupacéo a clinica
médica e veterindria. De acordo com OLSON et al. (2002) a prevaléncia de mastite
estafilococica bovina vai de 7 a 40% de todo o gado leiteiro e esta infeccdo estd diretamente
associada a biofilmes bacterianos. Staphylococcus aureus e S. epidermidis produtores de

biofilmes s&o os patdogenos mais isolados em infecgdes animais. MELCHIOR et al. (2006,
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2007) observaram que as cepas de Staphylococcus spp. foram poucos susceptiveis aos
antimicrobianos mais utilizados no tratamento da mastite bovina. Em outro trabalho,
MELCHIOR et al. (2009) descobriram que a divisdo de cepas de S. aureus causadoras de
mastite bovina em penicilina resistentes ou sensiveis ndo depende apenas da presenga ou
auséncia do gene blaZ, mas sim de um intimo relacionamento com a habilidade de formar
biofilmes. Essa informacdo € vital, pois alerta que a estratégia de utilizar apenas antibidticos
para combater infec¢Ges bacterianas pode ndo ser a mais adequada e eficiente e talvez precise
ser repensada. Visto isso, PEREZ et al. (2009) conseguiram proteger ovelhas contra mastite
estafilocdcica utilizando anticorpos contra a poli-N-acetil B-1,6 glicosamina (PNAG), um dos
componentes majoritarios dos biofilmes produzidos por Staphylococcus spp.

As metodologias de deteccdo de biofilme sdo geralmente baseadas em caracteristicas
fenotipicas ou genotipicas. E muito comum utilizar a PCR na deteccdo dos genes do locus
icaADBC, preferencialmente icaA e icaD, devido ao seu papel majoritario na sintese do
biofilme. Em alguns casos também é utilizada a hibridizacdo com fluorescéncia in situ
(FISH). As metodologias fenotipicas, apesar de sofrerem forte influéncia das condicGes in
vitro (BASELGA et al., 1993) também s3o bastante utilizadas. Em especial destaca-se o Agar
Vermelho Congo. Na Tabela 1 é possivel observar um sumario de algumas das técnicas mais

utilizadas na determinacdo de cepas produtoras de biofilme e suas vantagens e desvantagens.

9. CONCLUSAO

A mastite se configura como a doenga mais preocupante, afetando em sua forma
subclinica, em torno de 5-30 % de todos os rebanhos de pequenos ruminantes. A habilidade
de resistir ativamente aos compostos antimicrobianos em conjunto com a capacidade de
formar biofilmes sdo caracteristicas extremamente importantes em bactérias. Estas

caracteristicas em conjunto permitem que estes microrganismos causem infeccfes de carater
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crénico em rebanhos leiteiros acarretando em grandes perdas econdmicas. Embora a mastite
configure como uma doenga importante, as pesquisas envolvendo os mecanismos de
infeccdes intramamarias em caprinos e ovinos no Brasil ainda sdo escassas, necessitando de
mais estudos para determinar com exatiddo a etiologia da doenca nos ambitos regionais e
nacional, auxiliando a criacdo de estratégias preventivas e terapéuticas adequadas as

realidades encontradas no pais.
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Tabela I. Metodologias de deteccdo de biofilmes com suas vantagens e desvantagens.

Vantagens Desvantagens Referéncia
Genotipicas
Rapida (algumas horas) Custo elevado
Alta especificidade e Mao-de-obra
PCR sensibilidade especializada Arciola et al., 2001
Processamento de
namero elevado de Apenas qualitativo
amostras
Rapida (algumas horas) Custo elevado
Alta especificidade e
sensibilidade
FISH Processamento de Mo-de-obra Oliveira et al., 2007
numero elevado de s
especializada
amostras
Quialitativo e
quantitativo
Fenotipicas

Baixo custo

Vermelho Congo Facil execugéo

Necessita de infra-
estrutura simples

Subjetividade da
interpretacéo do
resultado
Sujeita as variagdes das
condicdes in vitro
Requer tempo de
incubacdo (até 3 dias)

Sujeita a contaminacao

Oliveira et al., 2006

Processamento
simultaneo de amostras
(microplacas de 96
pOGoSs)
Quantitativo

Coloragdo com
cristal violeta

Periodo de incubacéo
(pelo menos 24h)

Sujeita a contaminacao

Heilmann et al., 1996

Ensaio de Processamento lento
agregacao celular Qualitativo (uma amostra por vez) Merino et al., 2009
(Densidade o L
Optica) Sujeita a contaminagao
Processamento

simultaneo de amostras
(microplacas de 96

pOGos)
Quantitativo

Coloragdo com
safranina

Requer periodo de
incubacéo

Sujeita a contaminacao

Melchior et al., 2009
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Abstract

Mastitis is the most important infectious disease affecting dairy herds. The major
etiologic agent of mastitis is Staphylococcus spp. and special concern is associated to the
antimicrobial resistance of isolates. The present study aimed to determine the antimicrobial
resistance patterns and to identify molecular resistance markers in Staphylococcus spp.
isolated from small ruminant mastitis in Pernambuco and Bahia States. The biofilm
production potential of isolates was determined by Congo Red Agar test and detection of icaD
gene. The antimicrobial resistance patterns were evaluated by disk diffusion test and detection
of mecA, blaz, ermA, ermB, ermC and msrA genes was performed by PCR. Efflux pump
screening test was performed by growing in Muller Hinton agar containing ethidium bromide.
The results indicated that 7.6% of the isolates were considered biofilm producers by Congo
Red Agar test and 31.9% of them carried icaD. The isolates were most resistant to nalidixic
acid (81.9%), amoxicillin (50.0%), streptomycin (42.8%), tetracycline (40.4%), lincomycin
(39.0%) and erythromycin (33.8%). Resistance to oxacillin was seen in 12.8% of the isolates.
All tested isolates were negative to mecA gene by PCR. Regarding other antimicrobial
resistance determinants, 45.7% of the isolates presented blaz, 1.4% ermA, 10.4% ermB,
16.2% ermC and 0.9% msrA. Pan-susceptibility to all tested drugs was observed in 71 isolates
and 41 Staphylococcus isolates were positive for efflux pump. The icaD gene PCR was more
sensitive to potential biofilm detection than Congo Red Agar test.

Key-Words: goat, sheep, infectious, milk, mecA, blaZ, efflux pump.
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Introduction

The northeast region of Brazil congregated the majority of goat and sheep herds
(IBGE, 2009). Mastitis is a serious concern to both meat and milk producers due to economic
losses caused by reduction in milk yield and decrease milk quality, as well as treatment costs
(Sawant et al., 2009).

Staphylococci are considered the most important mastitis causing agents in ruminants
(Aires-de-Sousa et al., 2007; Taponen and Pyoréld, 2009) and antimicrobial treatment is
usually required (Bergonier et al., 2003; Contreras et al., 2007; Pyoréla and Taponen, 2009).
However, there is growing evidence that resistance to antibiotics is increasing in
staphylococci isolated from food animals (Phillips et al., 2004). The emergence of multidrug
resistance (MDR) in Staphylococcus spp. is a concerning problem to animal production and
public health issues (Kumar et al., 2009; Sawant et al., 2009; Virdis et al., 2010).

Two genetic mechanisms are associated to the resistance against beta-lactam
antimicrobials in Staphylococcus spp. (Olsen et al., 2006). The beta-lactamase production is
the most important mechanism and can be mediated by the blaZ gene (Olsen et al., 2006;
Taponen and Pyorald, 2009). Methicillin (and beta-lactams) resistance is primarily associated
to mecA gene encoding for PBP2a, a cell wall synthetic protein with low affinity to beta-
lactams (Lowy, 2003; Katayama et al., 2005). There is evidence that S. aureus has acquired
the staphylococcal chromosomal cassette mec (SSCmec) from CNS (Leonard and Markey,
2008). Efflux mediated antimicrobial resistance are based on an cell energy dependent process
and associated to resistance against several drugs, as macrolides and lincosamides (Butaye et
al., 2003; Bjorland et al., 2005, Hassan et al., 2007). On the other hand, there is a lack of
knowledge about the mechanisms of antimicrobial resistance in Staphylococcus spp. isolated
from mastitis cases in small ruminants raised in northeastern Brazil. Therefore, this study
aimed to determine the antimicrobial resistance patterns and identify putative antimicrobial
resistance mechanisms of Staphylococcus spp. isolated from mastitis in goat and sheep in

Bahia and Pernambuco States, Brazil.

2. Material and Methods
2.1. Staphylococcus spp. isolates

Two hundred ten (210) Staphylococcus spp. isolates from goat (n=171) and sheep
(n=39) were evaluated. All bacteria were isolated from subclinical mastitis cases in
Pernambuco (n=89) and Bahia (n=121) States distributed in twenty five farms, being 17 goat,
six sheep and two mixed herds, in Pernambuco (n=64) and Bahia (n=101) States. The goats
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are used to dairy production and carries animal with different ages, lactation stages and
breeding management. All farms employed handling milking. Sheep are breaded to meat
production and were newly calyed females with several ages, breed and breeding

management. The isolates were identified according to Quinn et al. (1994).

2.2. Antimicrobial susceptibility test

The resistance pattern of Staphylococcus spp. isolates was determined by disk
diffusion test (CLSI, 2006). The tested drugs and their concentrations were: gentamycin
(5u9), streptomycin (10ug), enrofloxacin (5ug), norfloxacin (10ug), ciprofloxacin (30ug),
nalidixic acid (30ug), amoxicillin (30ug), oxacillin (1ug), doxycycline (30ug), tetracycline
(30pg), erythromycin (10ug), lincomycin (2ug) and rifampicin (30ug). A rate for MDR was
calculated by division of number of resistant antimicrobial groups by the total tested

antimicrobial groups (Krumperman, 1983).

2.3. Biofilm production

The biofilm production was performed according to Greco et al. (2008). Shortly, the
presence of biofilm was tested in Congo Red Agar. After incubation at 37°C for 24h, black

colonies were considered as biofilm producers.

2.4. Monoplex PCR for icaD, mecA, blaz, ermA, B, C and msrA genes

The detection of resistant genes (icaD, mecA, blaz, ermA, B, C and msrA) was
performed by PCR using primers and cycle conditions described by Greco et al. (2008),
Murakami et al. (1991) and Sawant et al. (2009) (Table 1). Shortly, bacterial genomic DNA
was obtained by thermal extraction (Greco et al., 2008). DNA template (2ul) was added to a
23 pl master mix containing 4pmol of each primer, 0.4 mM of dNTPs mix, 1U of Tag DNA
polimerase (Ludwig- Biotec), buffer (10mM Tris-HCI [pH 8.5] and 50mM KCI) and 2 mM
MgCl,. DNA template from a methicilin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) was used
as positive control. The amplicons with 249 pb (icaD), 214 bp (mecA), 517 bp (blaZz), 486 bp
(ermA), 423 bp (ermB), 272 bp (ermC) and 1000 bp (msrA) were verified in 1.5% agarose gel
stained with ethidium bromide (0.5pug/mL) and observed under UV illumination.

2.6. Efflux pump detection



43

Efflux pump screening in Staphylococcus spp. was carried out as previously described
(Bjorland et al., 2005) using ethidium bromide. Isolates were grown in Mueller Hinton Agar
(MH) containing ethidium bromide (0.5 mg/ml) for 24 hours at 37°C and considered positive

for efflux mediated resistance when no fluorescence under UV examination was observed.

3. Results

Out of the 210 confirmed Staphylococcus spp., 37 (17.6%) isolated were identified as
S. epidermidis, 35 (16.7%) as S. hycus, 35 (16.7%) as S. intermedius, 34 (16.2%) as S. aureus,
23 (11.0%) as S. caprae, 5 (2.4%) as S. gallinarum, three (1.4%) as S. simulans, and one
(0.5%) as S. saprophyticus. Thirty seven isolates (17.6%) were identified only as
Staphylococcus spp. When analyzed the distribution of Staphylcoccus spp. isolates among the
host species, 30 (14.3%) and 7 (3.3%) isolates were identified as S. epidermidis from goat and
sheep respectively. To S. aureus 26 (12.4) and 8 (3.8) were isolated to goat and sheep, to S.
caprae 22 (10.5) and one (0.5), to S. hycus 28 (13.3%) were isolated from goat and 7 (3.3%)
from sheep, to S. intermedius 26 (12.4%) from goat and 9 (4.3%) from sheep respectively.
Only in sheep were identified 3 (1.4%) S. simulans and one (0.5%) S. saprophyticus and only
in goats 5 (2.4%) S. gallinarum were identified. The identification only in genus level were
performed in 31 (14.8%) isolates from goat and 6 (2.9%) from sheep.

The antimicrobial resistance profiles of the Staphylococcus spp. isolates can be
observed in Figure 1. The isolates were most resistant to nalidixic acid (59.1% and 56.4%),
amoxicillin (57.3% and 18.0%), streptomycin (46.8% and 10.3%), tetracycline (45.6% and
10.3%), lincomycin (45.6% and 7.7%) erythromycin (35.1% and 23.1%), rifampicin (25.7%
and 23.1%), oxacillin (15.8% and 12.8%), norfloxacin (10.5% and 5.1%), doxycicline (10.5%
and 7.7%), ciprofloxacin (5.9% and 10.3%), enrofloxacin (2.9% and 0.00%) and gentamycin
(4.7% and 7.7%) from goat and sheep Staphylococcus spp. isolates respectively. The MDR
rate ranged from O and 1 (Table 2). Ten (4.8%) in goat and five (2.4%) in sheep
Staphylococcus spp. isolates were sensible to all tested antimicrobial drugs. Multi resistant
isolates were higher in goat (81) than sheep 7 isolates. Seven goat (3.3%) and one sheep
(0.5%) Staphylococcus spp. isolates were resistant to all tested drugs.

All tested isolates were negative for mecA, although blaZ gene was detected in 78
(37.1%) and 18 (8.6%) of Staphylococcus spp. isolates from goat and sheep respectively.
Besides, ermB markers were observed in 21 (10%) and one (0.5%) isolates from goat and

sheep respectively. The genes ermA and ermC in three (1.4%) and 34 (16.2%) isolates only in
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goats. Seventy tree isolates were negative to all antimicrobial resistance genes tested
(goat=54; sheep=19).

Regarding the screening test for efflux pump production, 34 goat isolates (16.2%) and
seven sheep isolates (3.3%) were considered positive however msrA gene was detected in two
isolates (1%) from goat. These isolates were also positive to erm genes. The association
among blaZ, ermA, ermB, ermC and efflux pump were observed in 17 (goat=14; sheep=3)
Staphylococcus spp. The biofilm encoding gene icaD was detected in 55 (26.2%) and 13
(6.2%) isolates from goat and sheep respectively, whereas 15 goat (7.1%) and one sheep

(0.5%) isolates were considered biofilm producers phenotypically by Congo red agar test.

4. Discussion

A previous study performed in Brazil (Aires-de-Sousa et al., 2007) on 34 S. aureus
form goat and sheep mastitis indicated high sensitivity of the isolates to antimicrobial drugs.
In this study, pansusceptibility was observed only in fifteen Staphylococcus spp. isolates, in
accordance to a previous study on S. aureus isolated from mastitis in dairy cows (Kumar et
al., 2009). One hundred fifty seven (75%) isolates were resistant to two or more antimicrobial
drugs simultaneously (goat 138; sheep 19). This rate is higher when compared the MDR rate
of 8% in S. aureus from goat mastitis (Virdis et al., 2010) when perceptual of resistance to
antimicrobial drugs (Figurel) was evaluated, our isolates presented values lower than 10% in
three antimicrobial drugs from thirteen tested. Virdis et al. (2010) observed sensitivity of
seven from ten tested drugs. These results may be explained by empiric usage of antimicrobial
drugs without technical assistance.

Many mechanisms are associated to Staphylococcus spp. antimicrobial resistance
(Lowy, 2003). The resistance of Staphylococcus spp. to beta-lactam group is well determined
and associated to penicillin ring inactivation and production of PBP2a (Lowy, 2003). The
frequency of resistance to B-lactams varied considerably and ranged from 10.9 (doxycycline)
to 50% (amoxicillin). These results are higher than those described by Aires-de-Sousa et al.
(2007) for 34 S. aureus isolates from goat and sheep. The results are also in accordance to
Kumar et al. (2009) and Rabello et al. (2005) on S. aureus from cattle mastitis. However,
CNS from bovine milk showed lower resistance to beta-lactams (Sawant et al., 2009). High
resistance level against specific antimicrobials may be associated to frequent and long
antimicrobial usage on farm (Pitkald et al., 2004; Kumar et al., 2009).

Resistance to oxacillin was found in 16.6% Staphylococcus isolates but no mecA

amplification by PCR was observed. These results are in accordance to those described by
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Virdis et al. (2010) and Aires-de-Sousa et al. (2007) characterizing Staphylococcus spp. from
small ruminant mastitis. Methilcillin resistance is associated to resistance to all beta-lactams
drugs despite the apparent susceptibility obtained in in vitro tests (CLSI, 2006; Sawant et al.,
2009). Soares et al. (2008) reported a frequency of 5.6% of mecA gene in CNS from animal
origin but no detection from CNS from humans. Methilcillin resistant Staphylococcus spp. are
unusual in veterinary medicine (Guérin-Faublée et al., 2003). According to Olsen et al. (2006)
blaZ is the most important mechanism to beta-lactam resistance. In the present study, blaZ
was seen in 45.7% of all Staphylococcus spp. isolates, which supports the finding high
resistance level against beta-lactams observed in the disk diffusion test. The frequency of
blaZz described herein was higher than 18.5% (Sawant et al., 2009) but lower than 100%
penicillin resistant S. aureus from Denmark (Vesterholm-Nielsen et al., 1999). Transference
of beta-lactam resistance genes may occur among human and animal Staphylococcus spp.
isolates and is a concerning problem to public health (Vesterholm-Nielsen et al., 1999;
Katayama et al., 2005; Olsen et al., 2006). Caution may be assumed to raw milk ingestion,
what is common from small ruminant species dairy products. However, studies on the MRSA
from animal origin are required in order to evaluate the role of those pathogen as foodborne
pathogen. Studies have shown that MRSA isolate from foods do not correspond genetically to
those linked to human infections (Kwon et al., 2005).

Out of 71 (goat=62; sheep=9) erythromycin resistant isolates, only 41(goat=34;
sheep=7) presented efflux pump in MH agar screening. For msrA gene two isolates from goat
were positive in PCR. Forty eight Staphylococcus spp. isolates from goat (47) and sheep (1)
isolates were positive to erm genes by PCR. The resistance to macrolides and tetracycline
may occur due to several mechanisms besides efflux pump, as modification enzymes and
ribosome protection (Gatermann et al., 2007; Butaye et al., 2003; Hassan et al., 2007). The
difference in phenotypic and genotypic resistance to erythromycin may be explained by other
no indentified macrolide resistance mechanisms that are usual in CNS isolates (Fiebelkorn et
al., 2003). Differences in occurrence of resistance mechanisms for erythromycin are related to
geographic localization and drug therapeutic usage (Pitkala et al., 2004; Gatermann et al.,
2007). Sawant et al. (2009) found high resistance rates for erythromycin in S. epidermidis as
well as high frequency of mrsA gene in isolates from dairy cattle.

In the present study, 69 (goat=58; sheep=11) isolates presented two or more resistance
genes simultaneously. The presence of two or more antimicrobial resistance genes may be
associated to multidrug resistant Staphylococcus spp. (Sawant et al., 2009). MDR rates and

resistance genes frequencies were higher to SCN than to SCP. SCN are considered a source of
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resistance genes to S. aureus (Taponen and Pyo6rald, 2009). The same results were reported by
Sawant et al. (2009) and Kumar et al. (2009). These results are relevant considering the
genetic relationship of Brazilian S. aureus isolates from human and ruminants reported by
Aires-de-Sousa et al. (2007).

The drugs with lower resistance rates reported here were gentamycin, enrofloxacin and
ciprofloxacin. The same results have been reported by others in studies on mastitis in several
ruminant species (Hussain et al., 2007; Kumar et al., 2009). Virdis et al. (2010) reported high
sensitivity to quinolones, but not to aminoglycoside in goat Staphylococcus spp. isolates. The
results obtained in antimicrobial susceptibility tests may be an excellent indicator of therapy
success in dairy herds (Aires-de-Sousa et al. 2007; Sawant et al., 2009). Therefore, the results
presented can be of great importance for the treatment of mastitis caused by staphylococci in
small ruminants raised in northeastern Brazil.

No relationship was observed between phenotypic and molecular tests for biofilm
production. The same was described in other studies (Oliveira et al., 2006, Vasuvedan et al.,
2003, Arciola et al., 2001, Baselga et al., 1993). Only nine (goat) isolates were positive to
both methodologies. The occurrence of biofilm producer isolates is a concerning finding, once
the infection chronicity and resistance to antimicrobial drugs are associated to this
characteristic. Congo Red Agar is a practical technique, but the correct interpretation of the
results is dependent of many factors, as colony color (Antunes et al., 2007; Baselga et al.,
1993). PCR is a more sensitive technique than Congo Red Agar (Oliveira et al., 2006). The
expression of biofilm may be associated to other genetic loci as bap, agr and sar (Oliveira et

al., 2006) and its may explain the lower results in phenotypic test.

5. Conclusions

The isolates were less resistant to gentamycin and quinolones. Among the resistance
genes marker blaZ gene are more prevalent. As expected, no mecA gene was observed in
Staphylococcus spp. isolates. The not appropriated use of antimicrobial drugs may be
associated to multi drug resistance in the isolates, as well as to high prevalence of CNS, that
are recognized as a resistance gene source to other Staphylococcus spp. Identification of these
characteristics in isolates of Staphylococcus spp. is crucial to know the mechanisms of
bacterial pathogenicity, as well as implement measures to correct treatment and control of

mastitis, minimizing risks to public and animal health.
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Table 1. Oligonucleotide primers and amplification conditions.
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Genes Primer Oligonucleotide sequences Annealing References
temperature
icaD SeicaDFw  5’-AAGCCCAGACAGAGGCAATATCCA-3’ 53,5°C Greco et al., 2008
SeicaDRev  5’-AGTACAAACAAACTCATCCATCCGA-3’
mecA SA-1 5’-CGGTAACATTGATCGCAACGTTCA-3’ 68°C — 15 cycles  Murakami et al., 1991
SA-2 5’-CTTTGGAACGATGCCTAATCTCAT-3’ 60°C — 20 cycles
blaz blaz F 5’>-AAGAGATTTGCCTATGCTTC-3’ 50°C Sawant et al., 2009
blaz R 5’-GCTTGACCACTTTTATCAGC-3’
ermA ermA F 5’-ATCGGATCAGGAAAAGGACA-3’ 49°C Sawant et al., 2009
ermA R 5’>-CACGATATTCACGTTTTACCC-3°
ermB ermB F 5’-AAGGGCATTTAACGACGAAA-3’ 49,5°C Sawant et al., 2009
ermB R 5’-CTGTGGTATGGCGGGTAAGT-3’
ermC ermC F 5’-TGAAATCGGCTCAGGAAAAG-3’ 52°C Sawant et al., 2009
ermCR 5’-CAAACCCGTATTCCACGATT-3’
msrA msrA F 5’-TGGTACTGGCAAAACCACAT-3’ 52°C Sawant et al., 2009

msrA R

5’-AAACGTCACGCATGTCTTCA-3’
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Table 2. Distribution of Staphylococcus spp. isolates from small ruminant mastitis in

Pernambuco and Bahia States, Brazil according to resistance genes and multi drug resistance

rates.

MDR
Resistance Gene Pattern
0 014 029 043 057 071 086 Total
blaz 1 6 4 5 9 4 7 36
ermA - - - - - - - 1
ermB - - - 1 - 1 - 2
ermC - - - - - 3 3 7
icaD 20
4 6 8 2 - - -
blaz, icaD 30
5 7 6 3 5 1 3
blazZ, ermB 5
1 1 2 - - - 1
blaz, ermC 10
- - - 1 - 4 5
blaz, msrA - - - - - - 1 1
blaZ, ermA, icaD - - - - - - 1 1
blaz, ermB, ermC - - - - - 4 - 6
blaZ, ermB, icaD - 1 1 - 1 1 - 4
blaz, ermC, icaD - 1 1 - 1 - - 3
blaZ, ermA, ermB, icaD - - - - - - - 1
ermB, ermC - - - - - 1 - 1
icaD, msrA 1 - - - - - - 1
icaD, ermC - - 1 - - 2 1 4
icaD, ermB, ermC ) 1 1 1 ) ) ) 3
Total
12 23 24 13 16 21 22

MDR: Multi drug resistance
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Figure 1 — Perceptual of resistance Staphylococcus spp. isolates in disk diffusion test.
Where: GEN: gentamycin, EST: estreptomycin, ENO: enrofloxacin, NOR: norfloxacin, CIP:
ciprofloxacin, NAL: nalidixic acid, AMO: amoxicillin, OXA: oxacillin, DOX: doxycycline,

TET: tetracycline, ERI: eritromycin, LIN: lincomycin and RIF: rifampicin.
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Conclusdes

Na caprinocultura leiteira dos estados de Pernambuco e Bahia, dentre os
isolados de Staphylococcus spp. envolvidos em casos de mastite subclinica ha
prevaléncia das espécies S. epidermidis, S. hycus e S. intermedius;

Os isolados bacterianos obtidos de casos de mastite em pequenos ruminantes
apresentam baixo percentual de resisténcia para a maioria dos grupos de

antimicrobianos testados, exceto para &cido nalidixico e amoxicilina;

Mais da metade dos isolados avaliados apresentam taxas de multirresisténcia
acima de 0,43, devido ao uso empirico e a falta de assisténcia técnica em algum
momento e podem ser preocupantes no futuro. Da mesma forma o fato de CNS
ser potencial transmissor de resisténcia a outras espécies de Staphylococcus

spp. também devem ser considerados;

N&o foi encontrado o gene mecA entre os isolados avaliados e a prevaléncia dos
genes erm (ABC) é baixa;

O gene blaZ é prevalente na populacéo das bactérias estudadas, confirmando a

resisténcia as drogas antimicrobianas do grupo dos B-lactamicos ;

Na avaliacdo para producdo de biofilme a técnica molecular (PCR) apresenta
maior precisdo, assim como a deteccdo do gene msrA, que mostra-se mais

acurada do que a triagem para bomba de efluxo.
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