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RESUMO

Bactérias do género Staphylococcus estdo entre os principais agentes causadores da mastite ovina.
Um dos maiores entraves ao tratamento dos animais doentes sdo cepas resistentes aos antimicro-
bianos empregados. A pesquisa do gene mecA nos estafilococos é um instrumento auxiliar para a
determinacdo de aspectos epidemiolégicos da doenca. Este trabalho teve por objetivo investigar a
resisténcia a oxacilina em estafilococos coagulase-negativos isolados noleite de ovelhas com mastite
subclinica. Foram analisadas 448 amostras deleite de dois rebanhos. Os micro-organismos isolados
foram submetidos previamente a testes de sensibilidade a antibiéticos in vitro a partir da técnica
de difusao em disco. Naqueles resistentes a oxacilina nestes testes efetuou-se a pesquisa do gene
mecA, com a extracdo do DNA cromossomico por meio da técnica de extracao fenol-cloroférmio.
Os estafilococos coagulase-negativos apresentaram resisténcia a oxacilina e a presenca do gene
mecA foi detectada em quatro isolados, que também apresentaram caracteristicas de multirre-
sisténcia. Tais achados reforcam a importancia deste grupo de micro-organismos na etiologia da
mastite subclinica em ovinos e abre perspectivas para futuras pesquisas para a investigacao da
epidemiologia da doenca.
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ABSTRACT

OXACILLIN-RESISTANT STAPHYLOCOCCI ISOLATED FROM OVINE SUBCLINICAL
MASTITIS. Staphylococcus bacteria are among the main agents of ovine mastitis. One of the greatest
barriers to treatment of sick animals are strains resistant to antimicrobial agents. The research of the
mecA gene in staphylococci is an auxiliary tool for the determination of epidemiological aspects of
disease. The present study aimed to investigate oxacillin resistance in coagulase-negative staphylococci
isolated in the milk from ewes with subclinical mastitis. A total of 448 samples from 2 flocks were
analyzed. Colonies were previously submitted to testing for susceptibility to antibiotics in-vitro
using the technique of disk diffusion. Using the oxacillin-resistant strains in these tests, the research
of mecA gene was conducted with the extraction of chromosomal DNA by way of the technique
of phenol-chloroform extraction. Coagulase-negative staphylococci were resistant to oxacillin, and
the mecA gene was detected in 4 isolates, which also showed characteristics of multidrug resistance.
These findings reinforce the importance of these microorganisms in the etiology of subclinical mastitis
in ewes, and open perspectives for future research to investigate the epidemiology of this disease.
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INTRODUCAO

A mastiteéumainflamacao da glandulamamaéria
responsavel por alteracdes fisico-quimicas e microbi-
oldgicas no leite, além de altera¢des no tecido glan-
dular que afetam as células alveolares e ocasionam

o comprometimento da producdo de leite do animal
(DOMINGUES et al., 2006).

A enfermidade, quando atinge os rebanhos ovi-
nos, pode causar prejuizos econdmicos por se tratar
de uma doenca relacionada com a mortalidade de
ovelhas quando na forma clinica. Adicionalmente, a
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forma subclinica da doenca interfere na viabilidade
eno desempenho das crias, uma vez que ha redugao
da concentragdo de imunoglobulinas no soro e da
producao de leite, aumentando a mortalidade de
cordeiros. A mastite, na dependéncia de sua etiologia
infecciosa, pode causar quadros de toxinfeccao ou
desencadear infec¢des ou intoxicagdes no animal que
ingere o leite (CLEMENTS et al., 2003; VauTORet al., 2005).

Staphylococcus aureus estd entre os principais
micro-organismos causadores da mastite e é conside-
rado importante patégeno em animais e humanos,
por seremresistentes aantimicrobianos beta-lactami-
cos, por exemplo, e possuirem um elemento genético
moével denominado Staphylococcus casset Chromossome
mec (SCCmec), onde se encontra o gene mecA e seus
reguladores que produzem a proteina ligadora de
penicilina 2a (PBP2a) modificada que garante a
resisténcia a todos os beta-lactamicos (FITzGERALD et
al., 2001; Ricarpo, 2004). Na mastite ovina, porém,
os estafilococos coagulase-negativos sao prevalen-
tes como agentes etiolégicos da doenca (LEITNER
et al., 2003; CoutINHO ef al., 2006). A relevancia de
Staphylococcus spp. € destacada, pois estdo entre os
agentes etioldgicos mais frequentemente encontra-
dos nos casos de mastite subclinica, variando entre
25 a4 93% dos isolados, além de causarem a forma
clinica da doenga, considerada mais grave ao estado
geral do animal (BERGONIER et al., 2003).

Estafilococos coagulase negativa, assim como S.
aureus, que é uma espécie coagulase positiva, podem
apresentar elevadas taxas de resisténcia aos antimi-
crobianos, tais comoa oxacilina (HUEBNER; GOLDMANN,
1999; MICHELIN et al., 2005), com a possibilidade de
possuirem uma proteina ligadora de penicilina,
com baixa afinidade em relagdo aos P-lactamicos,
codificada pelo gene mecA.

Oobjetivo deste estudo foiinvestigar a resisténcia
a oxacilina em estafilococos coagulase-negativos
isolados no leite de ovelhas com mastite subclinica,
uma vez que poucas informagdes estdo disponiveis
acerca das caracteristicas dos micro-organismos en-
volvidosnaetiologia infecciosa da doengaem ovinos.

MATERIAL E METODOS

Asamostras de leite foram obtidas na segunda se-
mana delactagdo eno diaem que ocorreu o desmame
dos cordeiros, de cada mama ovina proveniente de
112 animais de dois rebanhos experimentais da raga
Santa Inés, ndo destinados a producao comercial de
leite, localizados nas cidades de Nova Odessa (n =
36) e Sao Carlos (n =76), Estado de Sao Paulo, totali-
zando 448 amostras nos dois periodos de colheita.

Inicialmente, as mamas foram consideradas
positivas para mastite subclinica quando identi-
ficadas reagdes a prova do California Mastitis Test

(CMT), representadas pelo aumento da viscosidade
da mistura do leite com o reagente CMT (ScHALM;
NOORLANDER, 1957), antes da colheita das amostras de
leite para os exames microbioldgicos. Osisolamentos
dos microrganismos causadores de mastite foram
utilizados para a confirmacao dos casos da doenga.

As colheitas das amostras para os exames micro-
bioldgicos foram realizadas ap6s prévia antissepsia
dos 6stios papilares das mamas ovinas com algodao
embebido com alcool etilico 70% (v/v). Apds esse
procedimento, cerca de 10 mL de leite das duas
metades mamarias foram ordenhados, individual-
mente, em tubos de vidro com tampas rosqueaveis
esterilizados, em duplicatas.

Aposascolheitas, 144 amostras deleite originadas
do rebanho ovino da Cidade de Nova Odessa foram
congeladasa-20°Ce, posteriormente, encaminhadas
para analises aos laboratérios da Embrapa Pecudria
Sudeste, em Sao Carlos. As amostras de leite restan-
tes, obtidas a partir do rebanho ovino de Sao Carlos
foram enviadas imediatamente aos laboratérios e
congeladas nas mesmas condigdes mencionadas
anteriormente, quando ndo submetidas as provas
de identificacdo microbioldgica de forma imediata.
Semeaduras de 10 pL de leite de cada mama ovina
foram realizadas sobre agar Mueller-Hinton adi-
cionado de sangue ovino a 5%. As amostras foram
incubadas a 37°C durante 24 a 48 horas para a pos-
terior identificagdo dos micro-organismos.

As colonias classificadas como cocos Gram-
positivos foram submetidas as provas da catalase
e da coagulase livre (KoNeEmaN, 2001). Aquelas que
apresentaram resultados positivos nessas provas
foram submetidas aos testes para verificagdo da
producao de acetoina e utilizagdo ou ndo da maltose
e trealose. Os micro-organismos positivos nestas
provas foram classificados como S. aureus, enquanto
os negativos foram identificados como outros esta-
filococos coagulase-positivos. Os micro-organismos
negativos a prova da coagulase foram submetidos
a testes de resisténcia a novobiocina e classificados
como estafilococos coagulase-negativos resistentes
ou sensiveis a novobiocina (HoLt ef al., 1994;
ZAFALON, 2003).

Os estafilococos isolados foram submetidos aos
testes de sensibilidade in vitro utilizando-se a técnica
de difusdao em disco, frente a 12 antimicrobianos
representados pela rifampicina (30 pg), cloran-
fenicol (10pg), vancomicina (30 pg), clindamicina
(2 pg), eritromicina (15 pg), penicilina (10 UI),
oxacilina (1 pg), cefepima (30 pg), tetraciclina (30
ug), gentamicina (10 pg), ciprofloxacina (5 nug) e
sulfametoxazol (25 ug). Apds 24 horas de incubacao
a 35°C, efetuou-se a afericdo dos halos de inibicdo
formados em torno dos respectivos principios ati-
vos, segundo 0 NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL
LABORATORY STANDARDS (2005).
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Tabela 1 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados na amplificagdo de fragmento do gene mecA (Tamanho do fragmento

igual a 200pb).
Gene alvo Iniciador Sequéncia de nucleotideos
mA1 5 - TGC TAT CCA CCC TCA AAC AGG -3
mecA mA2 5 - AACGTT GTA ACC ACC CCA AGA -3

Oxuma et al. (2002).

A determinacdo da concentracdo inibitdria
minima (CIM) para a oxacilina foi realizada pela
técnica de Etest (AB Biodisk, Solna, Suécia). Apés
novo cultivo em dgar sangue ovino, uma colonia foi
inoculada em caldo Mieller-Hinton eincubadaa37°
C até que a suspensao bacteriana atingisse a escala
0,5 de McFarland. Um inéculo dessa suspensdo foi
aplicado em agar Miieller-Hinton por meio de um
swab e a fita de Etest com diferentes concentragdes
de oxacilina foi colocada sobre o meio ja inoculado.
As placas foram incubadas a 35° C por 24h. A leitura
foi realizada conforme as instrucdes do fabricante e
ainterpretacdo dos resultados segundo o CLINICAL...
(2007). Como controles foram utilizados S. aureus
N315e ATCC 25923, resistente e sensivel a oxacilina,
respectivamente.

O DNA cromossémico dos micro-organismos
isolados foi extraido por meio da técnica de extracao
fenol-cloroférmio. Eles foram cultivados “over-
night” em agar LB e ressuspendidas em tampao de
lise (50 nM Tris, pH 8, 5mM EDTA pH 8, 50 mM
NaCl). Alisostafina (concentragdo final de20mg/L)
foiutilizada para a fase de rompimento das células.
Proteinase K foi utilizada para a lise das proteinas,
queforamremovidas domeio porseparagdo de fases
com fenol-cloroférmio-alcool isoamilico. O DNA
restante na fase aquosa foi precipitado com etanol
absoluto gelado e centrifugado no equipamento
Sorvall RC2-B (rotor SS34), aderindo a parede do
tubo. Posteriormente, foi solubilizado em tampao
TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8) e armazenado
a-20°C.

A quantificagdo do DNA esuaintegridade foram
verificadas por eletroforese em gel de agarose 1%,
comparando-se com um padrdo de massa molecular
conhecido (High DNA Mass™ Ladder - Invitrogen™).
O gel foi corado com solucao de brometo de etidio
(Invitrogen™) na concentragdo final de 0,5 pg/mL
e as bandas foram visualizadas sob luz ultravioleta.

Foi utilizado um par de iniciadores (Oxuma et al.,
2002), conforme demonstrado na Tabela 1, para a
amplificagdo do gene mecA (200 pb). Como controles
foram utilizadas as cepas-padrao S. aureus ATCC
25.923, controle negativo, e S. aureus NCTC 85/2082,
controle positivo.

Para amplificagdo do gene mecA foi utilizado o
seguinte protocolo descrito por OxuMa et al. (2002):

um volume final de 20 mL de uma mistura para
reacdo contendo 2 mL de DNA, 0,5 unidade de Taq
polimerase, 2,5mL do tampao concentrado fornecido
com a enzima, os seguintes reagentes com suas re-
spectivas concentragoes finais: MgCl2a2,5mM, cada
dNTPa200mM e osiniciadores a250nM. Asreacgdes
foram executadas no termociclador Perkin-Elmer
Gene Amp 2400 segundo as seguintes condices:
um ciclo de cinco minutos a 94° C seguido de trinta
ciclos de amplificagdo, cada um consistindo de 30
segundos a 95° C, um minuto a 50° C e um minuto a
72° C. A reacdo foi concluida com um ciclo de cinco
minutos a 72° C. Os produtos amplificados foram
visualizados em gel de agarose corado com solucgao
debrometo de etidio (Invitrogen™) na concentracao
final de 0,5 pg/mL e as bandas foram visualizadas
sob luz ultravioleta.

Este trabalho foirealizado conforme os principios
éticos da experimentacdo animal estabelecidos pela
EMBRAPA Pecuéria Sudeste conforme consta em
declaragdo emitida pelo Presidente da Comissdo de
Etica no Uso de Animais em 15/12,/2008.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas 448 amostras de leite oriundas de
224 mamas de 112 animais em dois periodos distintos
paraainvestigagdo daetiologiainfecciosa damastite
ovina nos rebanhos, dentre as quais 105 amostras
(23,4%) originaram isolamentos e identificagdo de
micro-organismos (Tabela 2).

Tabela 2 - Etiologia infecciosa da mastite ovina em dois
rebanhos ovinoslocalizadosno Estado de Sdo Paulo, 2011.
Micro-organismos

Ne°de isolamentos %

ECNSN! 56 12,5
ECNRN? 19 42
Staphylococcus aureus 10 22
Outros ECP? 4 0,9
Outros micro-organismos 16 3,6
Amostras de leite negativas 343 76,6
Total de amostras 448 100,0

!Estafilococos coagulase-negativos sensiveisanovobiocina.
2Estafilococos coagulase-negativos resistentes a novo-
biocina.

3Estafilococos coagulase-positivos.
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Estafilococos coagulase-negativos sensiveisano-
vobiocina foram os micro-organismos de maior ocor-
réncia (12,5%), seguidos por estafilococos coagulase-
negativos resistentes a novobiocina (4,2%), S. aureus
(2,2%) e estafilococos coagulase-positivos (0,9%).
Outros micro-organismos diferentes de estafilococos
foram isolados em 3,6 % das amostras de leite. Estes
resultados foram semelhantes aos apresentados por
Pencov (2001) que, dentre 496 amostras analisadas,
encontrou estafilococos coagulase-negativos como
os micro-organismos prevalentes (18,0%), seguidos
por S. aureus (2,0%) e outras bactérias do género
Staphylococcus (1,4%).

O teste de resisténcia a novobiocina foi usado
no passado para a identificagdo presuntiva de S.
saprophyticus, embora outras espécies de estafilococos
negativos na prova da coagulase sejam resistentes
a novobiocina. A sensibilidade/resisténcia a novo-
biocina é mencionada como um critério associado
com a patogenicidade estafilocécica, uma vez que
os isolados com sensibilidade a novobiocina tém
sido descritos como responsaveis por alteracdes
clinicas da mama, diferentemente dos resistentes a
novobiocina, talvez por certas espécies classificadas
de acordo com a resisténcia/sensibilidade a novo-
biocina apresentarem-se ou nao mais patogénicas
em funcdo de seus fatores de viruléncia. A maior

ocorréncia dos estafilococos com sensibilidade a
novobiocina, quando comparados com osresistentes
a este principio ativo, também foi relatada por out-
ros autores (ARIZNABARRETA et al., 2002; GONZALO et
al., 2002).

As caracteristicas de sensibilidade e resisténcia
de estafilococos coagulase-negativos aos antimicro-
bianos estao apresentados na Tabela 3.

A maioria dos estafilococos coagulase-negativos
foram sensiveis aos principios ativos empregados. A
penicilina e a oxacilina foram os principios em que
ocorreram os maiores percentuais de resisténcia in
vitro, 30,7% e 21,3%, respectivamente, superiores a
percentuais relatados na Bahia, também para ovelhas
da raca Santa Inés com mastite subclinica, igual a
5,3% para a penicilina e auséncia de resisténcia paraa
oxacilina, apesar dorelato deisolados que se apresen-
taram parcialmente sensiveis a oxacilina (CoutiNHO et
al., 2006). Em Botucatu, Sdo Paulo, a sensibilidade de
estafilococos coagulase-negativos a oxacilina de 58 %
em testes de disco-difusdo foi inferior a encontrada
no presente trabalho (DOMINGUEs ef al., 2006).

Na Tabela 4 é possivel visualizar os resultados,
em conjunto, dos testes de disco-difusao, concentra-
¢do minima inibitéria e de pesquisa da presenca do
gene mecA, referentes aos estafilococos coagulase-
negativos resistentes a oxacilina.

Tabela 3 - Percentuais de suscetibilidade de estafilococos coagulase-negativos isolados no leite de ovelhas com mastite.

Micro-organismos

Principios ativos Sensiveis Sensibilidade intermediaria Resistentes

n (%) n (%) n (%)
Rifampicina 74 98,7 1 13 0 0,0
Sulfametoxazol 74 98,7 0 0,0 1 13
Vancomicina' 72 96,0 - - - -
Cloranfenicol 72 96,0 3 4,0 0 0,0
Gentamicina 69 92,0 1 1,3 5 6,7
Tetraciclina 68 90,6 5 6,7 2 2,7
Cefepima 65 86,7 4 5,3 6 8,0
Clindamicina 64 85,3 5 6,7 6 8,0
Ciprofloxacina 62 82,7 12 16,0 1 13
Oxacilina 59 78,7 0 0,0 16 21,3
Penicilina 52 69,3 0 0,0 23 30,7
Eritromicina 40 53,3 32 42,7 3 4,0

!As trés estirpes ndo suscetiveis ao teste de difusao em disco nao foram submetidas a testes adicionais para confirmagao

de resisténcia.
“-” Auséncia de resultados.

Tabela 4 - Estafilococos coagulase-negativos resistentes a oxacilina nas provas de disco-difusao e concentracao inibitéria

minima (Etest), isolados do leite de ovelhas com mastite.

Micro-organismos n Disco-difusdo Etest Presenca do gene mecA
ECNRN! 56 (100%) 12 (21,4%) 10 (17,9%) 4(7,1%)
ECNSN? 19 (100%) 4(21,0%) 1(5,3%) 0(0,0%)
Total 75 (100%) 16 (21,3%) 11 (14,7%) 4 (53%)

!Estafilococos coagulase-negativos resistentes a novobiocina.
ZEstafilococos coagulase-negativos sensiveis a novobiocina.
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A resisténcia a oxacilina nos testes de halo-
difusdo nao foi observada em outros estafilococos,
mas somente em estafilococos coagulase-negativos,
correspondendo a um total de 16 isolados (21,3%).
Uma das modifica¢des utilizadas na tentativa de
aumentar a expressao de resisténcia a oxacilina é
a realizagdo de antibiogramas com incubagéao a 35°
C, ao invés de 37°C, o que pode ter colaborado na
deteccdo dos isolados resistentes (Mimica; MENDES,
2007). Dentre 16 estafilococos coagulase-negativos
resistentes a oxacilina nos testes de disco-difusao
em agar, 11 (68,8%) apresentaram valores ao Etest
condizentes com resisténcia a oxacilina e, dentre
estas, quatro (25,0%) foram mecA positivos.

Verificou-se maior nimero de micro-organismos
resistentes a novobiocina com resisténcia a oxa-
cilina, quando comparados com os estafilococos
sensiveis a novobiocina que, por sua vez, foram os
micro-organismos de maior ocorréncianos rebanhos
quando comparados aos resistentes a novobiocina.
Dentre 16 estafilococos coagulase-negativos iso-
lados resistentes a oxacilina nos testes de disco-
difusdo, 12 (75%) foram resistentes a novobiocina,
enquanto dos 11 resistentes apds a realizacdo do
Etest, 10 (90,9%) foram resistentes a novobiocina.
Todas os micro-organismos positivos para o gene
mecA foram resistentes a novobiocina. Ao Etest,
um isolado sensivel a novobiocina apresentou
CIM a oxacilina igual a 0,75 pg/mL, porém nao
foi classificado de acordo com a resisténcia a este
antimicrobiano, pelandorealizacdo de provas para
a diferenciacdo das espécies estafilocécicas. Caso
este isolado fosse identificado como S. lugdunensis,
a esta concentracdo seria considerado sensivel a
oxacilina. Por outro lado, se outra espécie, seria
considerada resistente.

Desconhece-se a origem dos micro-organismosre-
sistentes a oxacilinanosrebanhos ovinos do presente
trabalho, porém a deteccao de gene de resisténcia a
oxacilina é relevante, uma vez que diferentemente
da doenca em bovinos, na mastite em ovelhas o uso
de tratamento contra a doenca com antimicrobia-
nos é menos comum. Dentre quatro estafilococos
coagulase-negativos mecA positivos, metade era
oriunda de um dos rebanhos e o restante do outro e
em nenhum dos dois rebanhos investigados havia a
presenca concomitante de vacas leiteiras e ovelhas.
Entretanto, nos dois rebanhos, leite de vaca era for-
necido aos cordeiros com dificuldade em mamar e
houve a possibilidade desses cordeiros entrarem, no
decorrer da lactacdo das ovelhas, em contato com
as mamas ovinas na tentativa de se alimentarem.
Em estudos anteriores (ARcaRrO et al., 2006; ALMEIDA,
2009), foi evidenciada a presenca de estafilococos
coagulase-negativos nos dois rebanhos bovinos
leiteiros cujo leite foi fornecido aos cordeiros do
presente estudo. Sugere-se a realizagdo de outros

trabalhos para decifrar possiveis inter-relagdes entre
micro-organismos de diferentes espécies animais,
principalmente entre ovinos e bovinos.

Por meio dos resultados dos testes moleculares
foi possivel observar que em sete isolados ndo foi
detectado o gene mecA, o que sugere a existéncia de
outros mecanismos de resisténcia a oxacilina por
parte dos estafilococos, além daquela conferida pelo
mecA. Dentre os sete isolados resistentes a oxacilina
pelo Etest, sema deteccao do genemecA, trésapresen-
taram um nivel de resisténcia “borderline” baseado
nos resultados do Etest. Testes adicionais ndo foram
realizados, mas sugere-se que estes isolados possam
ser hiperprodutores de beta-lactamase ou apresen-
tam mecanismos de resisténcia adicional, como sug-
erido também por MARTINEAU et al. (2000) e TERASAWA
(2006). O gene femB, por exemplo, estd envolvido no
metabolismo da parece celular bacteriana, codifica
proteinas que influenciam no nivel de resisténcia
de estafilococos a oxacilina e é comum a todas as
espécies de Staphylococcus e também responsavel
pelo grau de resisténcia a este antibiético (SaNTOS et
al., 2005). Esses autores estudaram a presenca dos
genes mecA e femB em dezessete S. aureus resistentes
a oxacilina e relataram a presenca do gene fernB em
todas as estirpes estudadas, enquanto o gene mecA
nao foi encontrado em nenhuma. Diferentemente,
STROMMENGER et al. (2003) encontraram o gene mecA
em28isoladosclassificadoscomo S. aureusresistentes
a oxacilina.

Micro-organismos resistentes a oxacilina apre-
sentaram maior resisténcia frente a outros anti-
bidticos, principalmente a penicilina, cefepima e
gentamicina, quando comparados com os demais
micro-organismos sensiveis a oxacilina. Resultados
semelhantes de multirresisténcia foram verificados
por TuruTOGLU et al. (2006), que detectaram S. aureus
eestafilococos coagulase-negativos fenotipicamente
resistentes a oxacilina, dentre os quais 100% dos
S. aureus foram também resistentes a penicilina G,
amoxicilina, cloxacina e gentamicina. Quanto aos
estafilococos coagulase-negativos, todos foram re-
sistentes a penicilina G, amoxicilina, enquanto 96,8 %
foram resistentes a cloxacina.

Mais estudos poderao ser feitos decorrentes dos
achados do presente trabalho, sobretudo relacio-
nados a origem dos isolados resistentes a oxacilina
obtidos a partir do leite das ovelhas, abrindo per-
spectivas para a investigagdo da epidemiologia da
doencga em ovinos.

CONCLUSOES

A presenga de estafilococos coagulase-negativos
resistentes a oxacilina em casos de mastite em ani-
mais ndo destinados a producao comercial de leite
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atesta arelevancia destes microrganismos na mastite
ovina. A detec¢do do gene mecA eamultirresisténcia
encontrada em estafilococos coagulase-negativos
reforca a importancia do uso consciente de medidas
de controle contra a doenca, tais como o tratamento
com antimicrobianos.
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