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EPIGRAFE

“Trust in the Lord and do good;
dwell 1in the 1land and enjoy
safe pasture. Take delight 1in
the Lord, and he will give you
the desires of your heart.”

(Psalm 37:3-4)



RESUMO

Neste estudo, objetivou-se avaliar a rastreabilidade genética e o perfil de resisténcia aos
beta-lactamicos de cepas de Staphylococcus (S). aureus isoladas de mastite em vacas
primiparas, ambiente de ordenha e ordenhadores no estado de Pernambuco, Brasil. Foram
coletadas 432 amostras de leite, 108 swabs de teto, 41 swabs de utensilios de ordenha e 28
swabs de ordenhadores (14 nasais e 14 de méos). Foram analisadas 27 cepas de S. aureus
de amostras de leite, seis cepas de S. aureus de amostras de swab de teto, uma cepa de S.
aureus de swab de utensilios e quatro cepas de S. aureus de amostras de ordenhadores
(trés de swab nasal e uma de swab de maos). Realizou-se a detec¢cdo dos genes de
resisténcia blaZz, mecA e mecC por PCR e para o teste de resisténcia antimicrobiana
utilizou-se 0 método de concentragdo inibitéria minima (CIM). O gene blaZ foi identificado
em 74,07% (20/27) dos isolados das amostras de leite, em 16,6% (1/6) dos isolados de
swab de tetos, 100% (1/1) dos isolados de utensilios de ordenha e 100% (4/4) dos isolados
de ordenhadores e o0s genes mecA e mecC ndo foram detectados. A técnica de
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para penicilina e oxacilina foi realizada em todos os
isolados de S. aureus e constatou-se 73,68% de taxa de resisténcia a penicilina e 10,51%
de resisténcia a oxacilina. Além disso, realizaram-se as técnicas de tipificacdo rep-PCR,
usando o primer RW3A, e PFGE, usando a endonuclease Smal para investigar a correlagédo
genética entre 18 isolados de S. aureus positivos para o gene blaZ. A tipagem por rep-PCR
foi altamente discriminatéria (valor D = 0,9804) e um total de 15 padrdes foram detectados.
A técnica de PFGE também foi altamente discriminatoria (valor D = 0,9667) e um total de 13
padrées foi observado. A partir das duas técnicas foi possivel detectar cepas clonais em
amostras de leite da mesma propriedade e, apesar da presenca de cepas dominantes,
percebeu-se uma alta diversidade genética dentre as cepas de S. aureus analisadas. Assim,
a alta frequéncia do gene blaZ associada aos resultados da CIM evidenciaram a importancia
da producéo de beta-lactamases como mecanismos indutores de resisténcia nos isolados
de S. aureus estudados. Além disso, a circulacdo de S. aureus resistentes a beta-lactamicos
indica a importancia do conhecimento mais aprofundado acerca da disseminacdo dessas
cepas no ambiente agropecuario. Desse modo, fazem-se necessarias medidas preventivas,
tais como: a conscientizacdo dos ordenhadores acerca da importancia da higiene pessoal e
do ambiente de ordenha, o uso racional de antimicrobianos e a escolha de drogas
antimicrobianas apenas apoés a realizacdo de testes de sensibilidade in vitro, visando reduzir
a selegdo e propagacao de cepas de S. aureus resistentes.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Resisténcia antimicrobiana. Rastreabilidade
genética. Mastite. Primipara.



ABSTRACT

The general objective of this study was to assess the genetic traceability and the beta-lactam
resistance profile of Staphylococcus (S.) aureus strains isolated from mastitis in primiparous
dairy cows, milking environment and milkers in Pernambuco state, Brazil. A total of 432 milk
samples, 108 teat swabs, 41 milking utensil’'s swabs and 28 milker's swabs (14 nasal swabs
and 14 hand swabs) were collected. Twenty-seven S. aureus strains from milk samples, six
S. aureus strains from teat swabs, one S. aureus strain from milking utensils and four S.
aureus strains from milkers (three from nasal swab and one from hand swab) were
evaluated. Determination of genotypic resistance of S. aureus was achieved by Polymerase
Chain Reaction (PCR) for amplification of the blaZ, mecA and mecC genes. Phenotypic
resistance of S. aureus strains was evaluated by Minimal Inhibitory Concentration (MIC)
technique using broth microdilutions of penicillin and oxacillin. The blaZ gene was detected in
74.07% (20/27) of the isolates from milk samples, 16.6% (1/6) of the isolates from teat
swabs, 100% (1/1) of the isolates from milking utensils and 100% (4/4) of the isolates from
milkers and the mecA and mecC genes were not detected. MIC technique was performed in
all S. aureus strains and according to its results, penicillin had a 73.68% resistance rate and
oxacillin had a 10.51% resistance rate. In addition, repetitive extragenic palindromic
polymerase chain reaction (rep-PCR), using RW3A primers, and pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE), using the endonuclease Smal, were carried out to investigate the
genotypic relatedness of 18 S. aureus strains (blaZ-positive). The rep-PCR typing was highly
discriminatory (D value= 0.9804) and a total of 15 patterns were detected. The PFGE method
was also highly discriminatory (D value= 0.9667) and a total of 13 patterns were observed.
Also, clonally-related strains isolated from milk were identified at the same farm by both
typing methods, and despite the presence of dominant strains, the results of this study
suggest a high genetic diversity of S. aureus strains exist at the dairy farms. Thus, the high
frequency of the blaZ gene associated with MIC results indicates the significance of beta-
lactamase production as induced resistance mechanism in S. aureus strains. The circulation
of beta-lactam resistant S. aureus strains shows the need for deep knowledge to be acquired
about the dissemination of these strains in the agricultural environment. Therefore, it
becomes necessary to take preventive measures, such as: the awareness of milkers about
the importance of personal and milking environmental hygiene, the rational use of antibiotics
and the selection of antimicrobial drugs only after conducting in vitro susceptibility testing,
aiming to reduce the selection and the spread of resistant S. aureus strains.

Keywords: Staphylococcus aureus. Antimicrobial resistance. Genetic traceability. Mastitis.

Primiparous.
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1 INTRODUCAO

O setor lacteo brasileiro tem apresentado um crescimento continuo nos
altimos anos, estando em constante expansao e tecnificacdo. A producdo média de
leite no Brasil foi de 1.695 litros/vaca/ano em 2017 (IBGE, 2018). De acordo com o
Departamento de Agricultura dos EUA (USDA), o pais foi o sexto maior produtor de
leite do mundo em 2018, com uma média de producéo de 35 bilhdes de litros (IBGE,
2018). Concomitantemente ao aumento da produtividade de leite, surgem os
distarbios relacionados a glandula mamaéria, especificamente as afeccdes que
podem gerar grandes prejuizos e interferir na producéo de leite.

Heinrichs et al. (2017) consideram que as vacas de primeiro parto
representam o futuro da pecuaria leiteira e 0 manejo dessas fémeas apresenta alto
custo no sistema de producdo. Dessa forma, é fundamental a disponibilidade de
vacas primiparas com Ubere saudavel e com elevada capacidade leiteira, visando
posteriormente a alta rentabilidade e eficiéncia da producédo de leite desses animais.
De acordo com Langoni et al. (2017), a mastite € umas das principais enfermidades
que afeta a produtividade de vacas primiparas, resultando em perdas econdmicas
significativas para os produtores e para a industria de produtos lacteos, por reduzir a
qguantidade e a qualidade do leite.

Segundo Shearer e Harmon (1993), acreditava-se que as vacas primiparas
estariam livres de infeccdes intramamarias (IIMs) no primeiro parto por ainda nao
experimentarem a exigéncia de varias ordenhas diarias, por ndo terem sido tao
expostas ao uso de equipamentos de ordenha e por terem a glandula mamaria ainda
imatura e menos suscetivel ao contato fisico com o ambiente, ou seja, menos
expostas a patdogenos. No entanto, a mastite em primiparas ndo € incomum e
constitui uma ameaca a saude do Ubere na primeira e nas lactacdes subsequentes.

Desse modo, € muito importante que a sanidade da glandula mamaria dessas
fémeas ndo seja negligenciada, pois a [IM em vacas primiparas pode persistir por
longos periodos de tempo, aumentando a contagem de células somaticas (CCS),
prejudicando o desenvolvimento da glandula mamaria e afetando a producéo de leite
apos o parto (ARCHER et al., 2013).

De acordo com Myllys e Rautala (1995), os microrganismos mais importantes
causadores de mastite em primiparas pertencem ao género Staphylococcus e, em

geral, estafilococos coagulase-negativos (ECN) e Staphylococcus aureus tém sido
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0s patdgenos mais isolados nesse tipo de infeccdo (HOGEVEEN; HUIJPS; LAM,
2011; LINDER et al., 2013).

Staphylococcus aureus tem sido associado como a causa mais frequente de
mastite contagiosa em todo o mundo (TONG et al., 2015). Conforme Petersson-
Wolfe, Mullarky e Jones (2010), as vacas primiparas funcionam como reservatoério
para S. aureus e sdo fonte para novas infec¢des intramamarias, representando
guase um terco dos novos casos de mastite por S. aureus em rebanhos leiteiros
(OLIVER et al., 2005).

Estudos também demonstram as implicacfes do S. aureus na Saude Publica,
pois estes microrganismos podem ser excretados no leite, contaminando o produto.
Além disso, existem cepas resistentes a antimicrobianos e com a capacidade de
transferéncia de genes de resisténcia aos seres humanos, a exemplo de antibiéticos
beta-lactamicos, dificultando o tratamento de infecgcbes (ZECCONI; HAHN, 2000;
KLIMESOVA et al., 2017).

Os beta-lactamicos sdo uma ampla classe de antimicrobianos, incluindo
penicilina e seus derivados que apresentam em sua estrutura quimica um anel beta-
lactdmico. O uso dessas drogas é bastante difundido na Medicina Veterinaria,
devido a eficacia do medicamento e sua baixa toxicidade. No entanto, a utilizacédo
indiscriminada resultou no surgimento da resisténcia bacteriana (LYONT,;
SKURRAY, 1987).

A resisténcia de S. aureus aos antibiéticos beta-lactamicos pode ocorrer de
trés principais formas: inativacdo do antibiético por hidrélise enzimética (beta-
lactamases); modificacdo do alvo do antibidtico [proteinas de ligacdo a penicilina
(PBPs)]; diminuicdo nas concentragcdes intracelulares do antibiético como resultado
da atuacédo do sistema de efluxo. Estudos indicam que a analise de genotipagem de
isolados de S. aureus resistentes € uma importante ferramenta epidemiolégica,
contribuindo para o entendimento da disseminacdo do patégeno nos rebanhos
(JUHASZ-KASZANYITZKY et al., 2007; ANDERSON et al., 2012; LIM et al., 2013).

Considerando que a mastite em vacas primiparas por S. aureus esta
diretamente relacionada a manutencdo do patégeno nos rebanhos, bem como os
impactos do microrganismo na Saude Animal e Humana, é fundamental rastrear sua
origem e analisar a correlacdo genética entre os isolados da bactéria, buscando

instituir medidas de prevencgdo e controle do patégeno nas propriedades leiteiras.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mastite por Staphylococcus aureus em vacas primiparas

2.1.1 Aspectos historicos

Na década de 1900 surgiram as primeiras publicacfes sobre a mastite bovina,
guando microrganismos foram isolados e identificados no leite de vacas, mesmo
sem apresentarem sinais clinicos evidentes (RUEGG, 2017). Em 1933, Minett,
Stableforth e Edwards afirmaram que as vacas no primeiro parto estariam livres de
infeccdo e que a incidéncia da doenga aumentaria com o passar da idade, devido a
maior exposicdo dos animais aos patdgenos. Entretanto, em 1935, Stableforth,
Edwards e Minett relataram pela primeira vez a mastite em vacas primiparas.

Na década de 40, Palmer, Kakavas e Hay (1941) investigaram a mastite
clinica em primiparas, entre um ano de idade até proximo ao parto, em trés
rebanhos leiteiros. Nos rebanhos estudados, Staphylococcus aureus foi o patégeno
predominantemente isolado das secre¢cdes mamarias de vacas de primeiro parto e a
incidéncia de mastite clinica foi esporadica. Schalm (1942) foi o primeiro a descrever
a possibilidade de transferéncia de Streptococcus agalactiae para o Ubere de vacas
primiparas por meio da mamada entre novilhas ainda muito jovens. Assim, nesse
periodo, constatou-se que seria possivel que vacas de primeira lactacdo ja
apresentassem patdégenos dentro da glandula mamaria, mesmo antes do primeiro
parto.

Apenas a partir dos anos 70, as infec¢des intramamarias em vacas primiparas
passaram a ser consideradas como um problema significativo para os rebanhos
leiteiros (MUNCH-PETERSEN, 1970; OLIVER; MITCHELL, 1983; OLIVER, 1987).
Ao longo do tempo, percebeu-se que as primiparas apresentavam risco de ter
infecgbes ainda muito jovens, bem antes da primeira lactagdo (BODDIE et al., 1987,
TRINIDAD; NICKERSON; ALLEY, 1990; HALLBERG et al.,, 1995). Em 1995,
Nickerson, Owens e Boddie demonstraram o aparecimento de mastite em vacas de
nove meses de idade e descreveram a possibilidade de infeccdo em até 97% das
vacas jovens e em 75% dos quartos mamarios.

No Brasil, os estudos sobre a ocorréncia de mastite em vacas primiparas sao
escassos. Apenas na década de 90, as infec¢des intramamarias em vacas de

primeiro parto passaram a ser evidenciadas devido a alta prevaléncia da
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enfermidade dentro dos rebanhos leiteiros, ocasionando queda na rentabilidade e na
eficiéncia da producao de leite nas vacas ao atingir a idade adulta (LAFFRANCHI et
al., 2001). Costa et al. (1996, 1999) e Pardo et al. (1998) relataram a ocorréncia de
mastite em vacas primiparas nos Estados de Sdo Paulo e Parana, respectivamente,
e descreveram infec¢des nas duas primeiras semanas pés-parto com predominancia
de Staphylococcus spp., principalmente de estafilococos coagulase-negativos
(ECN), possivelmente devido a presenca dos mesmos na microbiota da pele e
mucosa (TRINIDAD; NICKERSON; ALLEY, 1990).

Estudos recentes reforcaram a importancia da realizagdo de pesquisas no
Brasil que identifiqguem a situacdo da distribuicdo da doenca em animais jovens,
assim como sua patogénese e epidemiologia, por permanecerem em grande parte
desconhecidas (CASTELANI et al.,, 2013, 2015; PILON et al., 2016). Além disso,
estudos de fatores de risco para patdgenos especificos sdo fundamentais para
aperfeicoar os programas de prevencdo de mastite em primiparas (SANTMAN-
BERENDS et al., 2012; YANG et al., 2014).

2.1.2 Principais impactos da mastite

A mastite € a principal doenca que afeta os rebanhos leiteiros no mundo e
proporciona as maiores perdas econOmicas na exploracdo de bovinos leiteiros
(CASTELANI et al., 2018). E uma enfermidade particularmente preocupante em
paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde o setor leiteiro assume um
significativo papel na ordem econdmica e social do agronegécio no pais. Vale
salientar que a saude do Ubere ndo é importante apenas para o proprietario, mas
também para a cadeia produtiva do leite como um todo, devido ao crescente
interesse dos consumidores acerca do bem estar animal e da cadeia agroindustrial
do leite (HOGEVEEN; HUIJPS; LAM, 2011).

Piepers et al. (2009) consideram que ainda é um desafio quantificar a
influéncia de cada um dos fatores envolvidos na mastite de vacas primiparas (por
exemplo, patégeno causador, duracdo da infeccdo antes do parto, persisténcia ou
cura da infeccdo no inicio da lactagcdo, imunidade do hospedeiro) sobre o
desempenho futuro desses animais. Além disso, apesar das infeccbes
intramamarias em primiparas serem relatadas como um problema em potencial,

relativamente poucos estudos quantificam o efeito da mastite nesse grupo de
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animais sobre a saude do Ubere e a producdo de leite (ROBERSON et al., 1998;
PIEPERS et al., 2009).

Estudos relatam que as infeccbes intramamarias em primiparas podem
persistir por longos periodos de tempo, prejudicam o desenvolvimento da glandula
mamdria, afetando a producdo de leite ap6s o parto, e tendo como maior
consequéncia o aumento da contagem de células somaticas (CCS) (ROBERSON et
al., 1998; DE VLIEGHER et al., 2005; PIEPERS et al., 2009). A elevacdo da CCS
resulta na reducéo da qualidade do leite e influencia na composi¢cdo e no tempo de
vida de prateleira do produto (WAAGE; SVILAND; @DEGAARD, 1998). Além disso,
pode aumentar o risco de mastite subclinica e clinica na lacta¢do, bem como o risco
de descarte prematuro dos animais (HUIJPS et al., 2009).

Segundo Hand, Godkin e Kelton (2012), estima-se que uma vaca de primeira
lactacdo com uma média de CCS de 500 mil células/ml tenha perda de producao de
aproximadamente um litro de leite por dia em compara¢cdo com as outras vacas do
rebanho sob as mesmas condi¢cdes de alimentacéo, instalacdo e genética. Quando a
CCS chega a um milhdo, a perda chega a quase dois litros de leite por dia. No
Brasil, em fungéo da alta prevaléncia de mastite nos rebanhos, pode-se deduzir que
ocorra uma perda de producdo entre 12% e 15%, o que significa um total de 2,8
bilhdes de litros/ano em relacdo a producdo anual de 21 bilhdes de litros (LOPES;
LACERDA; RONDA, 2013).

No geral, o impacto causado pela mastite na pecuéria leiteira deve ser
diferenciado para cada perfil de bovinocultor e, por si s6, depende das condicbes
epidemiologicas, administrativas e econ6micas locais e regionais (SEEGERS;
FOURICHON; BEAUDEAU, 2003). Para avaliar o impacto econémico direto da
mastite, os custos e as perdas devem estar associados. Guimarédes et al. (2017)
realizaram uma estimativa do impacto econémico da mastite em um rebanho leiteiro
sob condic¢des tropicais e concluiram que o descarte dos animais e a reducédo na
producédo de leite tiveram maior influéncia nos custos.

Huijps et al. (2009) utilizaram modelagem estocéstica, levando em conta a
variacao e a incerteza da mastite em primiparas, e concluiram que o custo estimado
com a doenca seria de US$ 35/primipara em uma propriedade leiteira. Esses custos
foram calculados considerando as perdas na producgéo de leite, 0 aumento do risco
de mastite clinica e subclinica durante a lactagdo, aumento da mé&o de obra,

medicamentos e a elevada percentagem de descarte de animais.
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Nesse cenario, a alternativa para reducdo do impacto da mastite seria por meio da
adocdo de medidas de gestdo com a maior eficicia, utilizando-se estratégias
adequadas de diagndstico, tratamento, prevencdo e controle da enfermidade (DE
VLIEGHER et al., 2012).

2.1.3 Aspectos clinico-epidemiolégicos

A mastite € uma doenca complexa e que pode ser considerada um exemplo
classico da interacdo entre microrganismo, ambiente e hospedeiro (COSER; LOPES;
COSTA, 2012). Segundo Kibebew (2017), existem trés modos distintos de infeccéo,
sendo eles: contagioso, oportunista/ambiental, além da infeccdo por meio de
vetores. No primeiro, a disseminacdo de microrganismos ocorre de animal para
animal; no segundo, a interacdo entre microrganismos oportunistas, fatores
inerentes ao hospedeiro e fatores ambientais colocam o animal em risco; e no
altimo, sua etiologia se d& a partir da exposicdo dos animais a vetores carreando
o(s) patégeno(s), a exemplo da mosca-dos-chifres (Haematobia irritans).

Estudos prévios da epidemiologia do Staphylococcus aureus em vacas
primiparas identificaram que os principais reservatorios do patégeno sao Ubere
infectado, canal do teto e lesGes do teto, sendo também encontradas na pele do
teto, na mufla e nas narinas (ANDERSON et al., 2012; YANG et al., 2014; TONG et
al, 2015). Staphylococcus spp. ndo sobrevivem na pele sadia, mas colonizam
rapidamente areas lesadas da pele e do teto, havendo entdo a multiplicacdo dos
microrganismos na regiao e possibilitando a colonizagdo do canal do teto e
subsequente infeccdo do Ubere (PETERSSON-WOLFE; MULLARKY; JONES,
2010).

A disseminacao do S. aureus para 0s quartos mamarios sadios pode ocorrer
por meio dos utensilios de ordenha, méos de ordenhadores, panos, dgua, moscas
(WEGENER; NIELSEN; ROSDAHL, 1993; OWENS et al., 1998; OLIVER et al., 2005;
TONG et al.,, 2015). Desse modo, evidencia-se que a deficiéncia de higiene dos
animais, dos equipamentos de ordenha, das maos dos ordenhadores, bem como a
contaminacdo ambiental e da pele do teto permitem a proliferacdo do patégeno
(LANGONI, 2013; OLIVEIRA et al., 2012).

Apesar de nao ser totalmente elucidado o mecanismo exato de como vacas
primiparas ainda nao lactantes desenvolvem infecgbes por S. aureus, um estudo

demonstrou que os canais do teto podem ser colonizados em idades muito jovens
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(NICKERSON, 2009). Além disso, as vacas de primeiro parto infectadas durante a
gestacdo podem carrear o patdgeno e servir como importantes reservatorios de S.
aureus, transmitindo o patégeno para os animais sadios do rebanho (PETERSSON-
WOLFE; MULLARKY; JONES, 2010).

Ainda existem algumas controvérsias relacionadas as formas de transmissao
da mastite causada por S. aureus, contudo, sabe-se que, comumente, ocorre por
contagio. Estudos relatam também o papel da mosca-dos-chifres no
desenvolvimento de lesGes no teto de primiparas, que podem evoluir para uma
mastite cronica por S. aureus, e esses vetores podem disseminar o patdgeno entre
as primiparas, principalmente quando os animais estdo soltos a pasto (OLIVER et
al., 2005; OWENS et al., 1998; RYMAN et al., 2013).

Quanto a apresentacao da doenca, existem duas formas, sendo elas: mastite
clinica, quando as alteragcGes sao visiveis macroscopicamente e mastite subclinica,
quando as alteracdes ndo séo visiveis a olho nu (RUEGG, 2017). A mastite clinica
em vacas primiparas é rara durante o periodo pré-parto, sendo mais evidente no
inicio da lactagdo (BARKEMA et al.,, 1998; NYMAN et al., 2007). Por outro lado,
alguns estudos apontam que as infec¢cdes em primiparas causadas por S. aureus
sao principalmente subclinicas e podem ser diagnosticadas comumente no pré-parto
e nos primeiros dias de lactacdo (FOX, 2009; JANOSI; BALTAY, 2004;
MALINOWSKI et al., 2006). Segundo Fox (2009), a prevaléncia da infeccdo do
guarto mamario varia entre 28,9 - 74,6% no pré-parto e 12,3 - 45,5% no pdés-parto
imediato.

De Vliegher et al. (2012) sugeriram que as vacas de primeiro parto podem ser
excelentes sentinelas para estimar a dinamica de prevaléncia e incidéncia de S.
aureus em rebanhos leiteiros, pois elas sdo menos susceptiveis a ter infeccdes
cronicas do que vacas multiparas. Nesse contexto, a prevaléncia de mastite em
vacas primiparas causada por S. aureus esta relacionada principalmente ao
tamanho do rebanho, mamada entre bezerras, remocdo de tetos supranumerarios,
idade ao primeiro parto, acomodagdo das vacas primiparas proximas ao parto,
namero de bezerros, feridas no Ubere e no teto, higiene do Ubere no pés-parto,
producéo de leite e administracéo de ocitocina na primeira ordenha (DE VLIEGHER,;
ZADOKS; BARKEMA, 2009). A incidéncia esta relacionada aos fatores associados a

contagem de células somaticas do leite, em especial: higiene, estacdo do ano,
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desinfeccdo dos tetos pré e pds-ordenha, presenca de moscas, alimentacdo e
sistema de criacdo (OLDE RIEKERINK; BARKEMA; STRYHN, 2007).

Os principais fatores de risco para mastite clinica em vacas primiparas
descritos na literatura séo: dieta, fatores inerentes a glandula mamaria, como edema
e vazamento de leite, e fatores associados ao manejo (MYLLYS; RAUTALA, 1995;
PIEPERS et al., 2011; WAAGE et al., 2001). Por outro lado, a estacdo do ano, o
tamanho do rebanho, a fase gestacional e o contato entre vacas primiparas e
multiparas séo fatores essenciais para ocorréncia de mastite subclinica (BASTAN et
al., 2015; FOX, 2009). No entanto, & desconhecido até que ponto esses fatores de
risco podem explicar o surgimento de mastite em vacas primiparas no Brasil
(COSTA et al., 1996; PARDO et al., 1998; CASTELANI et al., 2013).

2.1.4 Aspectos relacionados ao diagnoéstico

A deteccao e o diagnostico da mastite sdo procedimentos complementares e
gue permitem monitorar a saude do Ubere, bem como estabelecer metas para o
controle e monitoramento da doenca nos rebanhos. Quando na fase inicial da
enfermidade, o diagnoéstico ameniza os possiveis danos a glandula mamaéria,
aumenta a eficicia do tratamento e ajuda a evitar a dissemina¢éo do microrganismo
causador no rebanho (LAM et al., 2009).

A mastite em vacas de primeiro parto € raramente perceptivel antes do parto
e poucas propriedades leiteiras procuram ativamente diagnosticar a doenca nesse
periodo. Uma vez que esses animais representam o futuro do rebanho, é
fundamental realizar um acompanhamento clinico dessas fémeas durante toda a
gestacdo e no poés-parto (NICKERSON, 2009). Inicialmente, deve-se realizar a
inspecdo da glandula mamaria, pois glandulas inchadas e endurecidas sdo fatores
relevantes para a doenga. Posteriormente, deve-se monitorar as caracteristicas da
secrecdo mamaria, Vvisto que primiparas com mastite apresentam uma secrecao
diferenciada (fina, aquosa, com coagulos e fléculos) (CERQUEIRA et al., 2009).

A diferenciacdo clinica das infec¢Bes intramamarias em vacas primiparas €
complexa devido a variedade de agentes causadores e de sinais clinicos que podem
ser provocados por mais de um patdégeno. Assim, é recomendavel a coleta de
amostras de leite para a identificacdo do patdgeno daqueles animais com
diagnéstico clinico positivo. Caso as coletas por quarto mamario sejam realizadas

antes do parto, é extremamente importante que as amostras sejam obtidas usando
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condi¢cdes higiénicas rigorosas, para que as infecgbes ndo sejam introduzidas
inadvertidamente durante a amostragem (RUEGG, 2017).

No Brasil, dentre os patdégenos mais prevalentes associados a mastite em
primiparas estao os estafilococos coagulase-negativos e os estafilococos coagulase-
positivos, principalmente S. aureus (PARDO et al., 1998; LAFFRANCHI et al., 2001).
O método padrao de identificacdo da mastite por S. aureus requer a coleta asséptica
de amostras de leite para cultura bacteriologica e a expertise do laboratorio
microbioldgico. Esse tipo de procedimento pode apresentar alguns problemas como:
custos de coleta, manuseio e processamento de amostras e 0 tempo necessario
para o crescimento de patdgenos no laboratério (EL-RASHIDY; FOX; GAY, 1992). A
cultura de leite do tanque € uma estratégia facil, econdbmica e utl para o
monitoramento do status da enfermidade dentro de uma propriedade, contudo, iSsoO
nao substitui a cultura de amostras de leite individual de primiparas (DINGWELL et
al., 2003).

Recomenda-se a realizacdo da Contagem de Células Somaticas (CCS) e/ou
do California Mastitis Test (CMT) em todas as vacas de primeiro parto do rebanho,
uma vez que € possivel identificar quais vacas e quartos mamarios apresentam
mastite subclinica (FOX, 2009).

O resultado da CCS pode ser usado como um indicador de inflamacgéo da
glandula mamaria, permitindo monitorar a sanidade do Ubere, e uma alta CCS se
correlaciona fortemente com a presenca de patdgeno(s) no(s) quarto(s) mamario(s).
Por outro lado, o CMT possibilita determinar os quartos mamarios infectados, para
que a cultura bacteriolégica seja realizada especificamente dos quartos positivos. Ou
seja, a realizacdo dessas técnicas no rebanho constitui um ponto de partida para
identificar as vacas primiparas positivas e elaborar uma estratégia de tratamento e
controle adequada (RUEGG, 2017).

2.1.5 Tratamento da mastite

A mastite pode acometer vacas primiparas desde o0 momento que comegam a
produzir secrecdo mamaria, por volta dos seis a oito meses de idade (NICKERSON,
2009), e as lIMs podem persistir de 12 a 18 meses antes do parto, tempo suficiente
para que a infeccdo se estabeleca e cause danos permanentes ao tecido mamario.

Assim, constata-se a necessidade de um programa eficiente de tratamento de lIMs
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em primiparas, bem como de um bom programa de monitoramento da sanidade do
Ubere desse grupo de animais nos rebanhos leiteiros (NICKERSON, 2009).

O tratamento de primiparas antes do parto pode parecer uma medida
dréstica, no entanto, Oliver et al., (1992) e Nickerson (2009) relataram que as
infecgbes no pré-parto tém um impacto negativo tanto na saude do animal quando
no desempenho produtivo do rebanho, ocasionando perdas econdmicas
significativas para o produtor.

Alguns dos tratamentos utilizados no pré-parto sdo: vacinas, selantes de teto
sem antimicrobianos, antimicrobianos de curto prazo (2 a 3 dias) e longo prazo (5 a
8 dias) e combinacdes desses tratamentos. Conforme De Vliegher et al. (2012), o
tratamento com antimicrobiano no pré-parto s6 deve ser implementado como uma
medida de curto prazo (2 a 3 dias), apenas para auxiliar no controle de um problema
significativo de mastite em primiparas.

Nickerson (2009) alcancou uma elevada taxa de cura de mastite por S.
aureus em vacas primiparas realizando as seguintes etapas:

I. Exame do Ubere das primiparas cerca de dois meses antes da data prevista
para o parto, buscando avaliar se estd endurecido e também verificar a
secrecao mamaria;

II.  N&o intervir quando a secre¢cdo mamaria for espessa;

lll. Realizacdo de cultura bacteriolégica para detectar o S. aureus quando a
secrecdo mamaria for fina, aquosa, com coagulos e grumos;

IV. Tratamento com antibiético para vaca seca (terapia de secagem) dos quartos
mamarios de todos 0s animais positivos para S. aureus.

Staphylococcus aureus € suscetivel a diversos antibiéticos in vitro
(BARKEMA; SCHUKKEN; ZADOKS, 2006). No entanto, existem muitas
controvérsias quanto a taxa de cura in vivo (OLIVER et al., 2003). Véarios fatores,
incluindo a capacidade de sobreviver dentro de neutréfilos (MULLARKY et al., 2001)
e de invadir células epiteliais mamarias (LAMMERS et al., 2000) contribuem para
uma resposta insatisfatoria ao tratamento de infecgbes por S. aureus. Assim, na
tentativa de melhorar a resposta ao tratamento, varias classes de compostos
antimicrobianos, combinacfes de drogas e de vias de aplicacdo e duracdo de
tratamento tém sido investigadas (GILLESPIE et al., 2002).

No Brasil, estudos apontam que o patdbgeno apresenta um aumento

progressivo no padrdo de resisténcia aos antimicrobianos (ACOSTA et al., 2016;
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GUIMARAES et al., 2017; MEDEIROS et al., 2009), o que pode estar relacionado a
capacidade desses microrganismos adquirirem genes de resisténcia (SCHMIDT,;
KOCK; EHLERS, 2015). Nesse contexto, é importante ressaltar a necessidade do
monitoramento da resisténcia em S. aureus, pois 0 uso inadequado e indiscriminado
de antimicrobianos influencia diretamente no aumento das taxas de resisténcia.
Assim, essa medida reduziria falhas terapéuticas e os riscos de desenvolvimento de
resisténcia aos antimicrobianos (COSTA et al., 2013).

2.1.6 Estratégias de prevencao e controle

A reducao da incidéncia da mastite em vacas primiparas depende da criacao
de estratégias integradas de prevencdo e controle da enfermidade, sendo
necessarios: o estabelecimento de metas, a avaliacdo dos sistemas atuais de
criacdo, a realizacdo de intervengBes apropriadas e especificas e o monitoramento
dos resultados (MCDOUGALL et al.,, 2009). Além disso, essas estratégias
constituem os principais componentes do manejo sanitario de bovinos leiteiros e
devem ser individualizadas para cada propriedade (NMC, 2011).

Segundo o Conselho Nacional de Mastite dos EUA (NMC, 2011), ndo existe
um programa de prevencdo e controle da mastite especifico para vacas primiparas.
Entretanto, De Vliegher et al. (2012) consideram que existem intervencdes
especificas que deveriam ser implementadas em qualquer propriedade, sendo
denominadas de “Programa de 10-pontos para Prevenir e Controlar a Mastite em
Vacas Primiparas”:

I.  Melhorar 0 manejo geral da salude do Ubere para diminuir a chance de
infeccdo das primiparas pelos patdgenos do Ubere de vacas mais velhas;
II.  Controlar a mamada cruzada em vacas primiparas e bezerras;
lll.  Implementar um sistema de controle de moscas efetivo e eficiente;
IV. Manter as vacas primiparas em um ambiente limpo e higiénico, separado de
vacas multiparas;
V. Evitar qualquer deficiéncia nutricional;
VI.  Minimizar o risco de balanco energético negativo antes e depois do parto
atraves de sistemas de alimentacao de transi¢cdo apropriados;
VIl. Reduzir a incidéncia de edema do Ubere por meio do gerenciamento

otimizado do periparto;
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VIIl.  Minimizar o estresse proximo ao parto e minimizar a incidéncia de distocia e
doencas no periparto;
IX. Considerar o uso de selantes internos do teto, onde ha um alto risco de
mastite ambiental no periodo periparto;

X.  Usar antibiotico pré-parto.

Assim, o controle e a prevencdo de mastite por S. aureus em vacas
primiparas podem se basear em estratégias sem e/ou com o uso de antimicrobianos
(OLIVER et al., 2005).

2.1.6.1 Estratégias sem uso de antimicrobiano

O controle e a prevencado da mastite em primiparas tém sido fundamentados
em estratégias sem o uso de antimicrobiano, buscando identificar os fatores de risco
especificos para o agente causador, devido a variacdo na epidemiologia e na
patogénese da enfermidade (OLIVER et al., 2005).

Os procedimentos considerados fundamentais para prevencao e controle de
mastite por S. aureus incluem a separacdo das bezerras para evitar amamentacao
cruzada entre crias jovens, otimizacdo da higiene e da alimentacdo, controle de
moscas, segregacdo de vacas primiparas e multiparas e melhoria no conforto das
fémeas (DE VLIEGHER et al., 2012).

2.1.6.2 Estratégias com uso de antimicrobiano

O uso de antimicrobianos em primiparas deve ser feito em um momento em
gue os animais ndo estdo em lactacdo e pode exigir instalacbes de contencéo
adequadas para realizacdo de um tratamento seguro. Além disso, o antimicrobiano
devera ser empregado sob a supervisdo de um médico veterinario. O inicio do
tratamento deve ocorrer ap0s a quantificacdo do problema no rebanho e a
identificacdo do patégeno, bem como a escolha dos antibiéticos deve se basear no
teste de sensibilidade aos antimicrobianos e deve ser realizado o teste de residuos
antimicrobianos antes de direcionar o leite para consumo (NICKERSON, 2009).

O tratamento pré-parto tem apresentado excelente taxa de cura contra
mastite em vacas primiparas por S. aureus, no entanto, pode resultar em um
crescente nivel de resisténcia antimicrobiana, bem como na contaminagdo do leite

por residuo de antibidtico quando o intervalo entre a terapia e o parto € muito curto
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(OLIVER et al., 1992). Desse modo, € importante descontinuar o tratamento assim
que novas estratégias se tornarem eficazes no controle da enfermidade na

propriedade.

2.2 Principais consequéncias do uso indiscriminado de antimicrobianos

O uso indiscriminado de antimicrobianos para tratar infeccées intramamarias
tem resultado em altos teores de residuos dessas drogas no leite, representando
risco a saude do consumidor, bem como na identificacdo de bactérias resistentes a
esses farmacos (SALAZAR, 2012).

A presenca de residuos de antibiéticos no leite pode ser resultado de varios
fatores, entre os quais: o desrespeito ao periodo de caréncia do antibiotico, a
utilizacdo inadequada do medicamento e o tratamento pré-parto (FAGUNDES;
GARINO JR; COSTA, 2004). Os residuos de antibidticos no leite de vacas de
primeira lactacdo representam um problema significativo para a industria do leite,
uma vez que a antibioticoterapia em primiparas geralmente é realizada cerca de 2 a
4 semanas antes do parto (NICKERSON, 2009) e, consequentemente, aquelas que
parem antes do periodo esperado representam um risco potencial para eliminagéo
de residuos no leite.

Além disso, esses residuos podem causar alergias ao consumidor, aumentar
a resisténcia bacteriana e interferir negativamente no processo industrial do leite e
na fabricagdo de derivados (MENDES et al., 2008). Assim, deve-se ter cuidado na
recomendacdo do uso de infusdo intramamaria de antibiéticos em primiparas e
incluir, no manejo do rebanho, medidas que possam garantir que o leite esteja livre
de residuos de drogas prejudiciais antes da comercializacao.

Deve-se ressaltar que a vigilancia do uso de antibidticos é fundamental para
gerenciar a resisténcia antimicrobiana dentro dos rebanhos leiteiros e a identificagéo
do patdgeno causador da mastite possibilita a selecdo da terapia apropriada para
atingir a cura bacterioldgica (BARKEMA; SCHUKKEN; ZADOKS, 2006).

Tratando-se das bactérias do género Staphylococcus, que comumente
causam IIMs em primiparas, uma razao perceptivel para a dificuldade na resposta
ao tratamento é a existéncia de diversas cepas de Staphylococcus resistentes a
antimicrobianos (BARKEMA; SCHUKKEN; ZADOKS, 2006). Nesse contexto, a
escolha do tratamento deve se basear no conhecimento da sensibilidade

antimicrobiana da cepa causadora da enfermidade.
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Microrganismos do género Staphylococcus adaptam-se facilmente a pressao
de selecdo e podem sofrer mutagbes nos seus genes ou adquirir genes de outras
espécies de bactérias (BLAIR et al., 2015). Os mecanismos de resisténcia sao
variados, podendo ser divididos, quanto a origem, em: intrinsecos/naturais ou
adquiridos. No primeiro, a resisténcia € expressa naturalmente por todos os
individuos de um género ou espécie bacteriana. Enquanto a forma adquirida pode
ser originada a partir de mutacdo em genes reguladores ou estruturais da bactéria,
ou por meio de aquisicdo dos genes de resisténcia de outras bactérias (conjugacao:
plasmideo, transposon), via bacteri6fago (transdugdo) ou via ambiente
(transformacéao) (YELIN; KISHONY, 2018).

S. aureus desenvolve resisténcia aos antimicrobianos por diferentes
mecanismos, incluindo a limitacdo da absorcdo do farmaco, modificacdo do alvo do
farmaco, inativacdo enzimética do farmaco e efluxo ativo do farmaco. Dependendo
do antimicrobiano utilizado, as bactérias podem usar um ou varios desses
mecanismos de resisténcia. Em particular, a localizacao de genes de resisténcia em
elementos genéticos transferiveis, como plasmideos e transposons, facilita a
transferéncia horizontal de resisténcia entre bactérias (YILMAZ; ASLANTAS, 2017).

Desse modo, percebe-se que S. aureus apresenta alto potencial de
resisténcia antimicrobiana, sendo relatado grande niumero de cepas portadoras de
fatores genéticos indutores de resisténcia, em especial para a classe dos beta-
lactamicos, como os genes mecA, mecC (gene homologo do mecA) e o gene blaZ
(COSTA et al., 2013; SCHMIDT; KOCK; EHLERS, 2015; MARTINI et al., 2017).

2.3 Resisténcia de Staphylococcus aureus aos beta-lactamicos

Antibidticos beta-lactamicos tém como elemento comum em suas estruturas
moleculares um anel de quatro atomos conhecido como anel beta-lactamico
(ABRAHAM; CHAIN, 1940). Essa classe de antimicrobianos € a mais utilizada para
tratamento de doencas em rebanhos leiteiros, mas seu uso prolongado e repetido
pode levar a resisténcia a esses medicamentos (PITKALA et al., 2007).

A penicilina € um antibiético do grupo dos beta-lactamicos e sua descoberta
ocorreu em 1928, de modo acidental, e foi atribuida ao médico e bacteriologista,
Alexander Fleming (MORETTI, 2007). No entanto, apenas em 1938, a penicilina foi
verdadeiramente isolada pelos cientistas Ernst Boris Chain e Howard Walter Florey,
a partir do fungo Penicillium (PITKALA et al., 2007). Desse modo, desde 1941, o
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farmaco esté disponivel no mercado, sendo o primeiro antibiético a ser utilizado com
sucesso (KALMUS et al., 2006). Kakavas (1944) foi o primeiro pesquisador a utilizar
a penicilina para tratar a mastite bovina e relatou resultados muito favoraveis. No
entanto, com o tempo, S. aureus isolados de mastite bovina desenvolveram
resisténcia a penicilina e, no final da década de 1940, a grande maioria dos S.
aureus ja havia se tornado resistente a droga.

Nessa perspectiva, as penicilinas semissintéticas, a exemplo da meticilina,
surgiram como novas estratégias para o tratamento de infecgbes por S. aureus
resistentes a penicilina. No entanto, logo surgiram cepas resistentes a meticilina,
denominadas MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus aureus), cujo padrao de
resisténcia se estende a outros antibidticos beta-lactamicos (VOSS et al., 1994).

Em animais domésticos, o primeiro relato da infeccdo por MRSA ocorreu em
1972, no Reino Unido, e se tratava de um caso de mastite em vaca leiteira
(DEVRIESE; VAN DAMME; FAMEREE, 1972). Desde entdo, passaram a ser
relatados casos de mastite por MRSA em gado leiteiro (HOLMES; ZADOKS, 2011,
JUHASZ-KASZANYITZKY et al., 2007; MOON; DUARTE, 2006; SAKWINSKA et al.,
2011; HATA, 2016) e, devido a distribuicdo desse agente etioldgico no ambiente
pecuario, criou-se o0 termo LA-MRSA, ou MRSA ligado ao ambiente pecuério
(HUBER et al., 2010).

A resisténcia de S. aureus aos beta-lactamicos se deve principalmente a trés
mecanismos, sendo eles: a produgéo de beta-lactamase, codificada pelo gene blaz
(ROBLES et al., 2014); as alteracdes nas proteinas de ligacdo a penicilina (PBPS),
produzindo uma proteina denominada PBP2a, de baixa afinidade com os antibiéticos
beta-lactamicos, codificada pelos genes mecA e mecC (LOWY, 2008); e atuacéo do
sistema de efluxo, reduzindo as concentracdes intracelulares do antibibtico
(WEBBER; PIDDOCK, 2003).

2.3.1 Producao de beta-lactamases

S. aureus pode produzir enzimas com capacidade de hidrolisar total ou
parcialmente o anel beta-lactamico, sdo as chamadas beta-lactamases, que
conferem ao patégeno a resisténcia a esses antibidticos (MARTINI et al., 2017).
Essas enzimas podem ser encontradas extracelularmente em S. aureus e 0s genes
gue codificam a producdo dessas enzimas podem estar localizados no cromossomo

bacteriano ou no plasmideo (BUSH, 1988). O gene blaZ é o responsavel por
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codificar as beta-lactamases em S. aureus, permitindo que essas enzimas inativem
por hidrélise o anel beta-lactamico, quebrando a ligacdo amida, e resultando na
perda da capacidade do medicamento de inibir a sintese da parede celular
bacteriana (DEVAPRIYA et al.,, 2013). Deve-se destacar que esse gene ja foi
identificado em alguns estudos brasileiros que caracterizaram Staphylococcus
aureus isolados de casos de mastite (MEDEIROS et al., 2011; MARTINI et al.,
2017).

Tabela 1. Publicagdes brasileiras relacionadas ao tema “mastite por Staphylococcus

aureus portadores do gene blaz”

Ano

Titulo

Referéncia

2018

High Frequency of Beta-Lactam Resistance among
Staphylococcus aureus Isolated from Bovine
Mastitis in Northeast of Brazil

Santos et al.

2017

First report of the Staphylococcus aureus isolate
from subclinical bovine mastitis in the South of
Brazil harboring resistance gene dfrG and
transposon family Tn916-1545

Haubert et al.

2017

Characterisation of penicillin and tetracycline
resistance in Staphylococcus aureus isolated from
bovine milk samples in Minas Gerais, Brazil

Martini et al.

2017

Biofilm production and beta-lactamic resistance in
Brazilian Staphylococcus aureus isolates from
bovine mastitis

Marques et al.

2017

Characterization of virulence and antibiotic profile
and agr typing of Staphylococcus aureus from milk
of subclinical mastitis bovine in State of Rio de
Janeiro

Soares et al.

2016

Presence of mecA-positive multidrug-resistant
Staphylococcus epidermidis in bovine milk samples
in Brazil

Santos et al.

2015

Resistance to antimicrobials and biofilm formation
in Staphylococcus spp. isolated from bovine
mastitis in the Northeast of Brazil

Krewer et al.

2014

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus of
lineage ST398 as cause of mastitis in cows

Silva et al.

2014

Beta-lactamase detection in Staphylococcus
aureus and coagulase-negative Staphylococcus
isolated from bovine mastitis

Robles et al.

2011

Antimicrobial resistance of Staphylococcus spp.
isolates from cases of mastitis in buffalo in Brazil

Medeiros et al.



https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85032676962&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85032676962&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85032676962&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85032676962&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85015165772&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85015165772&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85015165772&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84955733075&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84955733075&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84955733075&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84925487590&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84925487590&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84925487590&origin=resultslist&zone=contextBox
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2.3.1.1 Gene blaz

A resisténcia de S. aureus aos antibidticos beta-lactamicos € comumente
devido a expressdo do gene blaZ (PITKALA et al., 2007). Esse gene geralmente é
localizado no plasmideo, mas também pode estar localizado no cromossomo da
bactéria (ZHANG et al., 2001). A transcricdo do gene blaZ é regulada pelo sistema
blaZz-blaR1-blal, onde blal € um repressor da transcricdo e blaR1 é um anti-
repressor. Assim, uma vez que a bactéria € exposta ao antibiotico, o gene blaR1
inicia uma cascata de sinalizacéo, promovendo clivagem do gene blal, e resultando
na transcricdo do gene blaZ (ROBLES et al., 2014).

2.3.2 Alteracdes nas proteinas de ligacao a penicilina (PBPs)

As proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs, do inglés Penicillin-Binding
Proteins) sdo componentes essenciais da maquinaria de sintese da parede celular
de bactérias (NAVRATNA et al., 2010). A alteracdo nas PBPs impede a ligacdo ou
diminui a afinidade da interacdo entre a droga com um ou mais alvos na célula
bacteriana, desse modo o antibiético ndo reconhece mais o alvo (LOWY, 2008).

Segundo Navratna et al. (2010), S. aureus apresenta cinco PBPs, sendo a
PBP alterada (PBP2a) a mais estudada pois constitui um marcador especifico para
cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA). De acordo com Wu et al.
(2015), cepas de MRSA tém a capacidade de adquirir um elemento genético
denominado SCCmec (do inglés Staphylococcal Cassette Chromosome mec), que
carrega o gene mecA e/ou mecC e que codifica a PBP2a. Desse modo, na presenca
de resisténcia induzida por uma PBP2a, a sintese da parede celular bacteriana
ocorrerd normalmente mesmo na presenca de qualquer antibiético beta-lactamico
(WU et al., 2015).

Destaca-se que cepas de MRSA foram relatadas pela primeira vez em vacas
leiteiras em 1972, na Bélgica (DEVRIESE; HOMMEZ, 1975). No Brasil, sao
escassas as publicacbes identificando os casos de mastite por cepas de MRSA,
fazendo-se necessaria a realizacdo de estudos que venham a contribuir para a
epidemiologia da infecgdo por esse patdgeno no pais (MEJIA; ZURITA; GUZMAN-
BLANCO, 2010).
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Tabela 2. Publicagdes brasileiras relacionadas ao tema “mastite por Staphylococcus

aureus resistentes a meticilina (MRSA)”

Ano Titulo Referéncia
2018 Genetic diversity and antimicrobial resistance Dorneles et al.
in Staphylococcus aureus and coagulase-
negative Staphylococcus isolates from bovine
mastitis in Minas Gerais, Brazil

2018 Bovine mastitis caused by Staphylococcus Silva; Alcantara; Mota
spp. Methicillin-resistant: Literature review
2017  Short communication: Outbreak of methicillin- Guimaraes et al.

resistant Staphylococcus aureus (MRSA)-
associated mastitis in a closed dairy herd
2017 Occurrence and genetic characterization of Leigue et al.
Staphylococcus aureus in milk samples of
cattle with mastitis, and in the veterinary
hospital personnel and dairy workers
2016 Antimicrobial resistance profiles of Girardini et al.
Staphylococcus aureus clusters on small
dairy farms in southern Brazil

2014  Methicillin-resistant Staphylococcus aureus of Silva et al.
lineage ST398 as cause of mastitis in cows
2014 Age related to the presence of antimicrobial Santiago-Neto et al.

resistant bacteria in twenty one dairy herds in
Rio Grande do Sul, Brazil
2009 Molecular characterisation of Staphylococcus Alves et al.
aureus strains isolated from small and large
ruminants reveals a host rather than tissue
specificity

2.3.2.1 Genes mecA e mecC

Cassete cromossomico estafilocdécico mec (SCCmec) € um elemento genético
movel que carrega o “‘complexo mec”, incluindo-se os genes mecA e mecC
(BECKER et al., 2018). O gene mecA geralmente é acompanhado por genes
indutores/repressores intactos ou truncados: mecl-mecR1 (SHORE; COLEMAN,
2013). Além disso, esse gene codifica a PBP2a, que tem uma menor afinidade para
ligagdo com beta-lactamicos, conferindo resisténcia a bactéria. Destaca-se ainda
gue os reguladores homologos mecl e mecR1 controlam a expressao do gene mecA
de modo semelhantes ao blaZ, quando ha exposicdo da bactéria aos antibiéticos
beta-lactamicos (LONCARIC et al., 2019). Em 2011, um novo tipo de gene mec foi
descoberto em S. aureus, que compartilha aproximadamente 70% da identidade da
sequéncia de nucleotideos com mecA (SHORE et al., 2011). Este homdlogo do

mecA, inicialmente referido como mecALGA251 e depois re-designado como mecC,
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€ uma parte do complexo do gene da classe E mec (blaZz-mecC-mecR1-mecl) e
também confere resisténcia a beta-lactamicos (LONCARIC et al.,, 2019). Mais
recentemente, um gene mecB também foi identificado a partir de plasmideo de S.
aureus e, apesar de mais estudos serem necessarios, sugere-se que esse gene
possa resultar no aumento do risco de disseminacdo de MRSA (BECKER et al.,
2018).

2.3.3 Sistema de Efluxo

O sistema de efluxo, ou bombas de efluxo, equivalem a proteinas presentes
na membrana celular bacteriana, responsaveis pelo deslocamento de substancias
toxicas a bactéria do meio intra para o0 meio extracelular, e que podem transportar
antimicrobianos de diferentes classes (WEBBER; PIDDOCK, 2003).

Mais de 15 bombas de efluxo ja foram caracterizadas em S. aureus, sendo
codificadas no plasmideo ou no cromossomo estafilococico (PIDDOCK et al., 2006).
Ressalta-se, ainda, que a presenca dos genes do sistema de efluxo em plasmideo
favorece a transferéncia de genes de resisténcia entre a mesma espécie ou entre
espécies diferentes de bactérias (BUTAYE; CLOECKAERT; SCHWARZ, 2003). Por
outro lado, caso o microrganismo nao necessite da atuacao do sistema de efluxo
para sua sobrevivéncia, o gene de bomba de efluxo presente em plasmideo pode
ser perdido (PIDDOCK et al., 2006).

Além disso, as bombas de efluxo sdo agrupadas em cinco familias,
caracterizadas pelas subunidades presentes em sua estrutura. Algumas familias séo
divididas em subfamilias, sendo elas: Superfamilia grande facilitadora (Major
facilitator superfamily - MFS); Superfamilia ligada a ATP cassete (ATP-binding
cassette [ABC] superfamily); Pequena familia de resisténcia a multiplos
medicamentos (Small multidrug resistance [SMR] family); Superfamilia de divisdo
celular de nodulagdo de resisténcia, (Resistance-nodulation-cell division [RND]
superfamily); Superfamilia de extrusdo de multidrogas e de compostos toxicos
(Multidrug and toxic compound extrusion [MATE] family) (PIDDOCK et al., 2006).

Nos microrganismos Gram-positivos, a superfamilia MFS é a mais estudada e
inclui exemplos clinicamente relevantes, como NorA de Staphylococcus aureus, que
exporta fluoroquinolonas e compostos de amoénio quaternario. NorA é o sistema de

efluxo mais bem estudado de Staphylococcus aureus e, portanto, frequentemente
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usado como modelo para investigar a resisténcia mediada por efluxo nesse
patégeno (ALAV; SUTTON; RAHMAN, 2018).

Desse modo, o sistema de efluxo favorece a sobrevivéncia de S. aureus
mesmo em ambientes muito hostis e existem algumas bombas de efluxo especificas
que reconhecem um Uunico antibiético ou classe de antibiético, enquanto outras,
conhecidas como bombas de efluxo de resisténcia a multiplas drogas, reconhecem
varias moléculas toxicas que compartilham caracteristicas comuns (WEBBER;
PIDDOCK, 2003).

2.4 Rastreabilidade genética

A rastreabilidade genética se refere a capacidade de identificacdo de
espécies ou gendtipos de microrganismos presentes em uma cadeia produtiva
(CAPORALE, 2001). Essa é uma importante ferramenta para salvaguardar a saude
publica e animal, pois permite identificar e rastrear microrganismos patogénicos ao
longo da cadeia produtiva de alimentos (DALVIT; MARCHI; CASSANDRO, 2007).

Na cadeia produtiva do leite, constata-se que novas tecnologias e técnicas
moleculares vém sendo utilizadas para a rastreabilidade genética de
microrganismos, permitindo mais agilidade e assertividade na tomada de deciséo
dos produtores e médicos veterinarios, reduzindo custos e implementando medidas
mais eficientes de controle e prevencdo de patdbgenos no ambiente agropecuario
(CASSANDRO, 2006).

Na perspectiva de investigagcbes comparativas e correlagdes entre estruturas
de microrganismos, os métodos moleculares tém se mostrado muito Uteis, indicando
as possiveis causas, locais de contaminacdo e métodos para um controle
microbiolégico efetivo e acessivel. Desse modo, ressalta-se que as técnicas
moleculares se baseiam na identificagcdo dos microrganismos a partir do seu DNA ou
RNA e a escolha da técnica mais adequada depende do que se deseja avaliar, do
custo e da reprodutibilidade (FERRI, 2006).

Essas técnicas podem ser utilizadas em toda a cadeia produtiva de leite, na
realizacdo do rastreamento epidemiolégico de agentes patogénicos, caracterizando
0s seus perfis genéticos com o intuito de determinar uma possivel associacao entre
0s mesmos, definir a fonte inicial de contaminacao e/ou infec¢ao e permitir a adogéo

de medidas de controles efetivas desde o inicio (SINGH et al., 2006).
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As técnicas de tipagem molecular sdo frequentemente empregadas para
determinar a origem e as rotas das infecgdes, confirmar ou excluir surtos, rastrear a
transmissdo de patdgenos associados a saude, reconhecer cepas virulentas e
avaliar a eficacia das medidas de controle (RANJBAR, 2014). Nesse contexto, a
compreensao da epidemiologia de cepas de S. aureus resistentes ndo pode ser
completamente apreciada sem o uso das técnicas de tipagem molecular (ARCENAS,
2017). Essas técnicas tém ajudado no monitoramento e no controle da disseminacao
dessas cepas no ambiente agropecuario, especificamente na cadeia produtiva do
leite (KUMMEL, 20186).

2.5 Deteccdao de resisténcia a beta-lactamicos

Segundo Kralik e Ricchi (2017), a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
representa uma importante ferramenta em identificacdo de Staphylococcus aureus e
em deteccdo rapida e precisa dos genes de resisténcia aos beta-lactamicos,
permitindo uma eficiente elaboracdo de estratégias que visem diminuir a
disseminacéao do patogeno.

A incorporacéo da tipagem molecular tem sido considerada uma estratégia Util
no diagndstico e na vigilancia epidemioldgica de infec¢des por cepas de S. aureus
resistentes (SINGH et al.,, 2006). Dentre os principais métodos de tipagem,
destacam-se a eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) (PATYI; VARGA;
KRISTOF, 2011), a PCR em sequéncias palindrdmicas extragénicas repetidas (rep-
PCR) (CHURCH et al.,, 2011), a tipagem spa (STROMMENGER et al., 2008), a
tipagem de SCCmec (VAINIO et al., 2011), tipagem de sequéncias multilocus
(MLST) (SAUNDERS; HOLMES, 2007) e o sequenciamento completo do genoma
(WGS) (PRICE et al., 2013).

A eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) é considerada a técnica ouro
para genotipagem de S. aureus resistentes a beta-lactamicos (PATYI; VARGA,
KRISTOF, 2011). A partir da utilizacdo dessa técnica € possivel realizar a tipagem
das amostras de S. aureus e avaliar a correlagdo genética dos isolados,
possibilitando a elaboracéo de estratégias de controle e prevencédo do patégeno nos
rebanhos (BANNERMAN et al., 1995).

O método de tipagem de S. aureus baseado na PCR, que utiliza primers de

sequéncias consenso para sequéncias palindrébmicas extragénicas (REP), tem sido
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amplamente utilizado para investigar a similaridade entre isolados de S. aureus, por
ser uma ferramenta extremamente reprodutivel e rapida (CHAPAVAL et al., 2006).

Assim, ressalta-se que a genotipagem de isolados de S. aureus por PFGE e
por rep-PCR tem contribuido em muitos estudos epidemioldgicos de mastite em
primiparas, permitindo um melhor entendimento da dissemina¢éo do microrganismo
(ANDERSON et al., 2012).

Além disso, a resisténcia aos beta-lactamicos € rotineiramente determinada
por técnicas fenotipicas classicas. As técnicas mais amplamente utilizadas incluem a
microdiluicio em caldo, que fornece avaliagcbes quantitativas (ex: concentracao
inibitéria minima) e qualitativas usando as categorias suscetiveis, intermediarias ou
resistentes e o teste de disco-difusdo, que fornece informacdes qualitativas (CLSI,
2018). Entretanto, o método de microdiluicdo em caldo € considerado um dos mais
confiaveis para avaliar a resisténcia fenotipica dos S. aureus aos antimicrobianos
beta-lactamicos (CLSI, 2018), tendo como objetivo determinar a concentracao
inibitéria  minima  (CIM) do agente antimicrobiano, gerando uma inibicdo do

crescimento da bactéria investigada (ROBLES et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar a rastreabilidade genética e o perfil de resisténcia a beta-lactamicos
de cepas de Staphylococcus aureus isoladas de mastite em vacas primiparas,

ambiente de ordenha e ordenhadores no estado de Pernambuco, Brasil.

3.2 Especificos

— Isolar e identificar Staphylococcus aureus em amostras oriundas dos quartos
mamarios de vacas primiparas, de utensilios de ordenha e de ordenhadores.

— Detectar os genes blaZ, mecA e mecC, codificadores da resisténcia a beta-
lactamicos em cepas de Staphylococcus aureus.

— Avaliar a resisténcia antimicrobiana das cepas de Staphylococcus aureus
frente a beta-lactamicos (oxacilina e penicilina) pela técnica da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM).

— Tipificar as cepas de Staphylococcus aureus portadoras de genes de

resisténcia a beta-lactamicos.
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CAPITULO 1

Ocurrence of B-lactam-resistant Staphylococcus aureus in milk from primiparous
dairy cows in the northeastern region of Brazil

(Manuscrito publicado no periddico Tropical Animal Health and Production)
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Occurrence of p-lactam-resistant Staphylococcus aureus in milk from primiparous dairy

cows in the northeastern region of Brazil

ABSTRACT

The objective of the current study was to isolate and identify Staphylococcus (S.) aureus
strains resistant to beta-lactam antibiotics from primiparous cows’ milk. A total of 432 milk
samples were collected from all primiparous dairy cows in early lactation originated from 9
dairy properties. All samples were cultured in Mannitol Salt Agar enriched with egg yolk
emulsion. Determination of genotypic resistance of S. aureus was achieved by Polymerase
Chain Reaction (PCR) for amplification of the blaZ, mecA and mecC genes. Phenotypic
resistance of S. aureus strains was evaluated by Minimal Inhibitory Concentration (MIC)
technique using broth microdilutions of penicillin G and oxacillin. From all the mammary
quarters examined, S. aureus strains were detected in 27 out of 432 (6.25%) milk samples
(Clgses, 4.33-8.84). From all dairy properties visited, only two out of 9 were found to have S.
aureus. Hence, it was able to evaluate genotypic and phenotypic resistance in 27 samples
from two dairy farms. The isolates of S. aureus had a frequency of (20/27) 74.07% to blaz
gene (Clgse, 57.5-90.6) whereas mecA and mecC genes were not observed. According to MIC
results, penicillin G had a 74.07% (20/27) resistance rate (Clgse, 57.5-90.6) and oxacillin had
a 14.81% (4/27) resistance rate (Clgso, 1.4-28.2). Thus, the circulation of S. aureus strains
resistant to beta-lactams has been confirmed in primiparous dairy cows in the northeastern
region of Brazil, indicating the need of new management strategies involving the use of beta-
lactam drugs to treat mastitis, discouraging and/or limiting their use. Also, it is important to
highlight the need for further studies on epidemiology and traceability of the pathogen.

Keywords: antimicrobial resistance; intramammary infection; primigravid cow;

Staphylococcus spp.
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Introduction
Intramammary infections (IMIs) in primiparous dairy cows result primarily in milk quality
decrease and compromise productive capacity in subsequent lactations (Laffranchi et al.
2001). In Brazil, studies on primiparous cows mastitis are scarce, thus, it is important to
conduct research aiming to identify the disease situation in this group of animals in Brazilian
dairy herds.
Bacteria in the genus Staphylococcus have been considered one of the main mastitis-causing
pathogens in primigravid cows (Adkins et al. 2018), especially Staphylococcus (S.) aureus,
and they also have been reported frequently causing human infections (Buchan et al. 2019).
Possibly, treatment failures of IMIs occur as a result of antimicrobial resistance mechanisms
developed by the microorganism, in particular beta-lactam compounds, which remain the
most commonly used drugs in veterinary medicine (Pitkéla et al. 2007). Considering that
there are S. aureus strains capable of transferring beta-lactam resistance genes to humans, the
objective of this study was to evaluate the presence of the blaZ, mecA and mecC genes in S.
aureus isolates from milk of primiparous cows and evaluate the phenotypic resistance profile

of these isolates.

Materials and Methods

Ethical approval
The entire experimental procedure is in accordance with the ethical principles adopted by the
Ethics Committee for the Use of Animals from Federal Rural University of Pernambuco,

license number 037/2018.
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Sampling
In total, 432 milk samples were collected from all primiparous dairy cows in early lactation
(<50 days in milk, DIM) (n=108), originated from dairy properties (n=9) registered in the
Agricultural and Livestock Defense and Inspection Agency of the State of Pernambuco
(ADAGRO) located in the Agreste region of Pernambuco state.
Sample collection was performed according to the National Mastitis Council
recommendations (NMC 2011). Milk samples were collected after disinfection of each teat
with a cotton ball soaked in 70% alcohol and discarding the three first milk jets. The
collection of 5 mL of milk was performed by mammary quarter style, in sterile resealable
sample tubes with a lid and identified with the number of the animal and the mammary
quarter. All the milk samples were sent to the Laboratory of Infectious and Contagious
Diseases of Domestic Animals (LDIC), Department of Veterinary Medicine (DMV), at
Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE) for microbiological examination according

to NMC protocols (Laboratory handbook on bovine mastitis 1999).

Bacterial isolates

Bacterial isolation was performed in Mannitol Salt Agar (Difco Laboratories Inc., Detroit,
USA) enriched with egg yolk emulsion (HiMedia, Mumbai, India) and incubated aerobically
at 37°C (x1°C) with readings after 24, and 48 hours to identify colony morphology. All
typical colonies of S. aureus with a positive coagulase test were cultured again in Mannitol

Salt Agar to obtain a greater amount of bacteria for genomic DNA extraction.

DNA Extraction and S. aureus confirmation
DNA extraction of typical colonies of S. aureus was performed using the heat treatment of

bacteria conducted according to Fan et al. (1995). Subsequently, DNA concentration and
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purity were assessed using a spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA) with absorbance at 260nm (Brakstad et al. 1992).

The confirmation of S. aureus was achieved by Polymerase Chain Reaction (PCR) for
amplification of the nuc gene (Kateete et al. 2010) (Table 1). For nuc gene detection, the
ATCC® 43300 S. aureus subspecies aureus strain was used as a positive control and DNA

Free Water (QIAGEN, Hilden, Germany) as a negative control.

DNA Sequencing

PCR amplified products were purified using the Quiacki purification® kit following the
manufacturer's recommendations and forwarded to the Central Laboratory (LABCEN) of the
Center of Biological Sciences (CCB) from Federal University of Pernambuco (UFPE).

At LABCEN, purified PCR products were sequenced bidirectionally with ABI BigDye™
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit ver.3.1 (Applied Biosystems®) following
the manufacturer's recommendations, by Sanger sequencing method. Afterwards, the
sequences acquired were analyzed with aid of software BioEdit® (Hall 1999) and MEGA 5
compared to the database found in the National Center for Biotechnology Information (NCBI)

using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

Genotypic profile of beta-lactam resistance

The genotypic profile of beta-lactam resistance of the S. aureus isolates was carried out by
PCR for amplification of the blaZ, which encodes beta-lactamases, and the mecA and mecC
genes, which are inducers of the beta-lactam site of action modification (Table 1). For
detection of blaz gene, PCR was performed according to Sawant et al. (2009) and the
ATCC® 29213 S. aureus subspecies aureus strain was used as a positive control and DNA

Free Water (QIAGEN, Hilden, Germany) as a negative control. For detection of mecA gene,
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PCR was executed as described by Nakagawa et al. (2005) and thermal profile according to
Paterson et al. (2012) and the ATCC® 43300 S. aureus subspecies aureus strain was used as a
positive control and DNA Free Water (QIAGEN, Hilden, Germany) as a negative control. For
detection of mecC gene, PCR was conducted as described by Paterson et al. (2012) and the
ATCC® 43300 S. aureus subspecies aureus strain was used as a positive control and DNA

Free Water (QIAGEN, Hilden, Germany) as a negative control.

Table 1. Primer sequences for PCR and their respective sizes of amplicons in base pairs (bp)

and references

Primer Sequence (5-3) Predicted

name product (pb) Reference
nuc F: GCGATTGATGGTGATACGGTT 279 Kateete et al.
R: AGCCAAGCCTTGACGAACTAAGC (2010)
blaz F: AAGAGATTTGCCTATGCTTC 517 Sawant et al.
R: GGCAATATGATCAAGATAC (2009)
mecA F: TGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGAT 155 Nakagawa et al.
R: CTAATCTCATATGTGTTCCTGTATTGGC (2005)
mecC F: CATTAAAATCAGAGCGAGGC 188 Paterson et al.
R: TGGCTGAACCCATTTTTGAT (2012)

Positive controls for all genes were provided by the LDIC, DMV, UFRPE and used to

confirm the accuracy of the PCR method.

Phenotypic profile of beta-lactam resistance

The phenotypic profile of beta-lactam resistance in S. aureus isolates was determined by
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) technique using broth microdilutions of Oxacillin
and Penicillin G, as described by Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI 2018). The
MIC distribution data were obtained from all the S. aureus isolates and the ATCC® 29213 S.
aureus subspecies aureus strain (provided by LDIC, DMV, UFRPE) was used as a positive

control for penicillin resistance and the ATCC® 43300 S. aureus subspecies aureus strain
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(provided by LDIC, DMV, UFRPE) as a positive control for oxacillin resistance. Also, the
MIC values of each antimicrobial drug required to inhibit 50% (MICsp) and 90% (MICgp)

were determined and expressed as absolute and relative frequencies (Field, 2011).

Statistical analysis
The qualitative variables were compared in contingency tables and analyzed by chi-square

test at a 5% probability level (Sampaio 2002).

Results

Microbiological tests revealed S. aureus in 27 out of 432 (6.25%) milk samples (95%
confidence interval [CI], 4.33-8.84) from two out of 9 dairy herds. All 27 bacterial isolates
were positive to nuc gene and the sequencing analysis results obtained for all isolates were the
same, the Staphylococcus aureus strain ch3 plasmid pLUHO02 (NCBI accession number
MH785250.1). Hence, genotypic and phenotypic resistances were evaluated in 27 bacterial
isolates.

Of all S. aureus isolates, 74.07% (20/27) were positive for blaZz gene (95% confidence
interval [CI], 57.5-90.6) and none of these isolates were positive for mecA and mecC genes

(Table 2).

Table 2. Frequency of beta-lactam resistance genes among Staphylococcus aureus strains

isolated from primiparous cows’ milk from dairy herds in Pernambuco state, Brazil.

Dairy herd  Number of S. aureus blaZ positive mecA positive  mecC positive
milk samples positive (% of total of (% of total of (% of total of
(%) positive S. positive S. positive S.
aureus) aureus) aureus)
1 44 0 0 0 0
2 28 0 0 0 0
3 12 0 0 0 0
4 24 0 0 0 0
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5 56 1(1.78) 1 (3.70) 0 0
6 112 26 (23.21) 19 (70.37) 0 0
7 88 0 0 0 0
8 48 0 0 0 0
9 20 0 0 0 0
Total 432 27 (6.25) 20 (74.07) 0 0

% = Relative Frequency

Considering MIC test, MICso and MICgo Were, respectively, 0.5 and 2 pg/mL for penicillin G

and 0.5 and 8 pg/mL for oxacillin (Table 3).

Table 3. Comparison of antimicrobial resistance in Staphylococcus aureus isolates to a

natural beta-lactam (penicillin) and a synthetic one (oxacillin) in MIC technique (ng/mL)

PEN OXA
Total of analyzed S. aureus
iso?lates % MiCso % MiCso
|V||C90 M|C90
27 74.07 05 2 1481 0.5 8

% = Relative Frequency; PEN = penicillin G; OXA= oxacillin.

There was a divergence between phenotypic and genotypic results to penicillin G because
74.07% (20/27) of the isolates expressed phenotypic resistance (95% confidence interval [CI],
57.5-90.6) but only 75% (15/20) of them carrying blaZ gene (95% confidence interval [CI],
56.0-94.0). In addition, 25.92% (7/27) of the isolates were sensitive to penicillin (95%
confidence interval [CI], 9.5-42.5) whereas 71.43% (5/7) of them carrying blaZ gene (95%
confidence interval [CI], 37.9-104.9). However, there were no significant differences (P >
0.05) between the results obtained from penicillin-resistant and penicillin-susceptible isolates.
There was also a disagreement between phenotypic and genotypic analysis to oxacillin,
considering that 14.81% (4/27) of the isolates expressed phenotypic resistance (95%

confidence interval [CI], 1.5-28.5), but none of them carried mecA and mecC gene. It was not
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possible to perform statistical analysis of the oxacillin-resistant and oxacillin-susceptible

isolates because of the absence of mecA and mecC genes.

Discussion

The frequency of 6.25% of S. aureus in milk samples from primiparous cows is in accordance
with previous findings from related study that suggests a rate of 8% (Fox, 2009). In a similar
study, S. aureus isolates were identified in 10% of colostrum samples from primiparous cows,
suggesting that this bacterium may have a mechanism allowing it to persist in their udder
during first lactation and, potentially, in subsequent lactations, permitting the transmission
between primiparous and multiparous cows (Stalder et al. 2014).

Despite the role of S. aureus in IMlIs, genotypic and phenotypic analyzes of this bacterium
causing mastitis in primigravid cows are still poorly performed in Brazil (Castelani et al.
2013; Robles et al. 2014; Santiago Neto et al. 2014; Martini et al. 2017).

The occurrence of S. aureus in only two out of nine dairy herds may be related to the lack of
hygiene during milking, with transmission from milkers' hands or teatcup liners to
primiparous cows, to infections originated pre-calving, carried by flies or by direct contact
with contaminated (e.qg., skin or saliva) herdmates.

Overall MIC results for penicillin G and oxacillin were higher compared to previous studies
(Gentilini et al., 2000; Oliveira et al., 2000; Rubin et al., 2011), which may herald an
escalating evolution of S. aureus strains resistant to beta-lactams. Besides, oxacillin had a
14.81% (4/27) resistance rate and penicillin G had a 74.07% (20/27) resistance rate, being the
highest rate among the S. aureus isolates.

The phenotypic and genotypic results to penicillin G agree with earlier studies (Robles et al.
2014; Yang et al. 2015) and may be related to the expression of other genes or to the existence

of other resistance mechanisms. Additionally, blaZ gene detection does not necessarily mean
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the gene has a detectable phenotype (Martini et al. 2017) and also there are mechanisms of
gene inactivation (Hammad et al. 2014), by interfering with the phenotypic resistance
detection.

The phenotypic and genotypic results to oxacillin are similar to another study (Ba et al. 2019)
and can be explained by other resistance mechanisms. According to previous studies
(Hiramatsu et al. 2013; Becker et al. 2014), a possible explanation would be the occurrence of
other homologous genes and the production of other classes of Penicillin-binding proteins, or
due to an overproduction of beta-lactamase (Livermore and Brown 2001). Therefore, it should
be noted that three of four isolates that expressed oxacillin resistance carried out blaZ gene,
which may justify phenotypic resistance to oxacillin.

In this perspective, the absence of mecA and mecC genes in S. aureus isolates from
primiparous cows’ milk agrees with a study performed previously (Stalder et al. 2014), thus
highlighting the epidemiological importance of blaZ gene as an inducer of beta-lactam
resistance mechanisms among S. aureus in the studied region.

Analysis of the results obtained in the current study indicates the spread of S. aureus strains
resistant to beta-lactams among primiparous cows. Since there are no technical guidelines
regarding the rational use of antimicrobials being applied in the dairy properties, it can be
inferred that the indiscriminate use of these drugs may be the main cause for resistant S.
aureus strains selection (Garcia et al. 2019), indicating the need of new management
strategies involving the use of beta-lactam drugs. In addition, the use of beta-lactam
antibiotics to treat mastitis in the northeastern region of Brazil should be discouraged and/or
limited.

These findings are significant from epidemiological point of view because they emphasize the
need to carry out larger studies to monitor S. aureus and its antimicrobial resistance in dairy

herds in the northeastern region of Brazil, aiming to contribute with genetic traceability and
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epidemiology of the pathogen around the country. It is also important to highlight that the
data should assist the veterinary authorities to deploy proper control measures and to

implement strategies for the rational use of antimicrobials.
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Genetic traceability of Staphylococcus aureus strains isolated from primiparous
dairy cows mastitis, humans and environment in the Northeast region of Brazil

(Manuscrito submetido ao periédico Journal of Dairy Research)



© 00 N o U b~ W N R

N N N N N NN P R R B R R R B B p
o U A W N B O O 0 N O U1 M W N L O

N
~N

68

Genetic traceability of Staphylococcus aureus strains isolated from primiparous dairy

cows mastitis, humans and environment in the Northeast region of Brazil

Summary

This Research Communication aimed to investigate the genotypic relatedness of 18
Staphylococcus (S.) aureus strains isolated from intramammary infections in primiparous
cows and extramammary sites on five dairy herds by repetitive extragenic palindromic
polymerase chain reaction (rep-PCR) using RW3A primers, and by pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) using the endonuclease Smal. The isolates were also evaluated in
vitro for the susceptibility against beta-lactam antimicrobials drugs (penicillin and oxacillin),
considering that beta-lactams are frequently used for treating staphylococcal intrammamary
infections. The rep-PCR typing was highly discriminatory (D value= 0.9804) and a total of 15
patterns were detected. The S. aureus isolates were grouped in three different clusters (A to C)
at 80% similarity. The PFGE method was also highly discriminatory (D value= 0.9667) and a
total of 13 patterns were observed. The dendrogram analysis with an 80% similarity
coefficient generated two different clusters (A and B). Also, clonally-related strains isolated
from milk were identified at the same farm (Farm 1) by both typing methods, and despite the
presence of dominant strains, our results suggest a high genetic diversity of S. aureus strains
exist at the farms. A total of 15 out of 18 (83%) isolates were resistant to penicillin and one
out of 18 (6%) to oxacillin. A better knowledge of antimicrobial drug-resistant S. aureus
strains distribution in dairy herds might help in formulating strategies to control the
intrammamary infections. Furthermore, knowing the dynamics of resistant strains of S. aureus
should be used as guide to select effective drugs for the therapy of intramammary infections

and to prevent the spread of these strains.

Keywords: staphylococcal intramammary infection, DNA fingerprinting, drug resistance,

beta-lactam, heifer.
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Primiparous dairy cows are of key significance for every dairy herd as their mammary gland
health status will directly impact the longevity of the animals and herd productivity. Despite
of the common sense that they are not susceptible to intramammary infections (IMlIs), an
increasing number of recent studies have reported cases of mastitis in primiparous cows,
mainly attributed to Staphylococcus spp (Anderson et al., 2012; Stalder et al., 2014; Bastan et
al., 2015).

There are still a lot of uncertainties about the epidemiology of these IMIs and Staphylococcus
(S.) aureus has been considered an important contagious agent transmitted among lactating
animals (Bastan et al., 2015). However, recent researches suggest humans and environment as
potential sources of S. aureus causing mastitis in dairy heifers (Anderson et al., 2012; Stalder
etal., 2014).

Furthermore, emerging antimicrobial resistance in S. aureus has posed a serious problem to
the treatment of mastitis in dairy herds (Dias et al., 2015) and antimicrobial-resistant
Staphylococcus can serve as reservoirs of antimicrobial resistant genes (Anderson et al., 2012)
with implications in public health.

Considering the important role of Staphylococcus aureus on the mastitis etiology in
primiparous cows, the objective of this study was to investigate the genotypic relatedness of
S. aureus isolates causing IMls in dairy heifers and extramammary sites on five dairy herds

located in the dairy region of Pernambuco state, Brazil.

Materials and Methods

The experimental procedures were approved by the Ethics Committee on the Use of Animals
(CEUA) of Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE), Recife, Brazil (License No.
037/2018) and to the Human Research Ethics Committee at University of Pernambuco (UPE),
Recife, Brazil (License No. 88030518.0.0000.5207).

Bacterial isolates

A total of 18 S. aureus strains were collected from five dairy farms (Table 1), named Farm 1
(n=12), Farm 2 (n=1), Farm 3 (n=1), Farm 4 (n=2) and Farm 5 (n=2), located in the dairy
region of Pernambuco state, Northeastern Brazil. The isolates were obtained from milk of

primiparous dairy cows with subclinical mastitis, teat swabs, milking utensils, human hand
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and human nostrils, between 2018-2019. All S. aureus strains were stored frozen in
glycerinated BHI (Brain Heart Infusion) broth at -20°C at the Laboratory of Infectious
Diseases (LDIC) — UFRPE.

Table 1. Frequency of Staphylococcus aureus in different sample sources taken from five
dairy herds in Pernambuco state, Northeastern Brazil

Samplesource Farm1l Farm?2 Farm3 Farm4 Farm5 Total

Milk 11 - - 1 - 12

Teat swab 1 - - - - 1
Milking utensils - - - 1 - 1
Human hand - - - - 1 1
Human nostril - 1 1 - 1 3

Confirmation of Staphylococcus aureus

Species confirmation was achieved by Polymerase Chain Reaction (PCR) for amplification of
the nuc gene (Kateete et al., 2010) using ATCC® 43300 S. aureus subspecies aureus strain as
a positive control and DNA Free Water (QIAGEN, Hilden, Germany) as a negative control.
DNA extraction was conducted using the heat treatment of bacteria according to Fan et al.,
(1995). Subsequently, DNA concentration and purity were assessed using a
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) with absorbance at
260nm (Brakstad et al., 1992).

Polymerase Chain Reaction (PCR) testing for beta-lactam resistance genes

PCR was performed for the amplification of blaZ gene, which encodes beta-lactamases, as
previously described by Sawant et al. (2009) and mecA and mecC genes, which are inducers
of the beta-lactam site of action modification, according to Nakagawa et al. (2005) and

Paterson et al. (2012), respectively.

Beta-lactam susceptibility test

Antimicrobial susceptibility testing against penicillin and oxacillin was performed by broth
microdilution according to CLSI (2018) and the results expressed in minimum inhibitory
concentration (MIC). The isolates were then categorized as susceptible, intermediate and
resistant based upon interpretative criteria developed by the National Committee of Clinical
Laboratory Standards. The ATCC® 43300 S. aureus subspecies aureus strain was used as a

recommended quality control reference organism to be run with each group of unknowns.
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DNA fingerprinting by rep-PCR

Genomic DNA was extracted according to Sambrook et al. (1989) and repetitive extragenic
palindromic polymerase chain reaction (rep-PCR) assay using the RW3A primer was carried
out as described by Van der Zee et al. (1999) to investigate the genotypic relatedness of the S.
aureus isolates from different sources. The PCR pattern analysis was performed as described
by Van der Zee et al. (1999). Dendrograms was built by an unweighted pair group method
with arithmetic mean clustering algorithm (UPGMA) and the genetic similarity between
isolates was calculated using the Jaccard’s coefficient (1% tolerance), using BioNumerics
software (Version 7.1, Applied Maths, Belgium). A S. aureus strain from United States and an

E. coli strain were used for outgrouping purposes.

DNA fingerprinting by PFGE

Genomic DNA from 2 ml of overnight cultures was prepared in low-melting-point agarose
plugs as described by André et al. (2008), and digested with the endonuclease Smal (New
England Biolabs, France) according to the manufacturer's instructions. The PFGE pattern
analysis was performed as described by Tenover et al. (1995). Dendrograms was built by an
unweighted pair group method with arithmetic mean clustering algorithm (UPGMA) and the
genetic similarity between isolates was calculated using the Dice’s coefficient (5% tolerance),

using BioNumerics software (Version 7.1, Applied Maths, Belgium).

Discriminatory power of the typing methods
The discriminatory power was assessed using the Simpson's index of diversity (D) that
indicates the average probability that a typing system will assign a different type to two

unrelated strains randomly sampled from a population (Hunter, 1990).

Results and Discussion

In this study, all 18 isolates were confirmed to be S. aureus by PCR for nuc gene and the
presence of the blaZ gene was detected in 100% (18/18) of them; however, mecA and mecC
were not detected among the isolates.

Considering the antimicrobial susceptibility testing results, approximately eighty three percent

(15/18) of the strains were resistant to penicillin and six percent (1/18) to oxacillin.
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The detection of blaZ gene in all S. aureus isolates was mostly compatible to the phenotypic
resistance profiles of penicillin and this usually occurs due to beta-lactamases action, whose
production is induced by blaZ gene (Dias et al., 2015).

The identification of one S. aureus isolate (from milk sample) showing phenotypic resistance
to oxacillin and lacking both mecA and mecC genes could be explained by other resistance
mechanisms, such as the occurrence of putative homologous genes, or due to a beta-lactamase
hyperproduction.

Also, the high occurrence of blaZ gene is in agreement with a study conducted by Krewer et
al. (2015) in the Brazilian Northeast region, strongly suggesting its great epidemiological
importance as a mechanism of beta-lactam resistance in staphylococci in dairy herds.

The genetic relationship of the 18 S. aureus strains was assessed by both rep-PCR and PFGE
analysis. Based on the cluster analysis, these strains were genetically diverse and
heterogeneous. This is in concordance with previous studies that showed high genetic
diversity among S. aureus strains from animals, environment and humans (Smith, 2015;
Kimmel et al., 2016; Papadopoulos et al., 2018).

The rep-PCR method was highly discriminatory (D value= 0.9804) and a total of 15 patterns
were observed. The S. aureus isolates were grouped in three different clusters (A to C) at 80%
similarity (Figure 1). The isolates from human origin were not related to those from animal
and environmental sources. At a 100% similarity level, most of the isolates showed unique
genotypic patterns and only three clusters (I to I11) containing clonal isolates were identified.

A highly diversity of genotypic patterns were observed among isolates within the same farm.

2 PEN F1 nuc; blaZ Venturosa milk
4 PEN F1 nuc; blaZ Venturosa milk
74 PEN F1 nuc; blaZ Venturosa milk
8 PEN F1 nuc; blaZ Venturosa milk
1 x F1 nuc; blaZ Venturosa milk
6 PEN F1 nuc; blaZ Venturosa milk
10 PEN;OXA F1 nuc; blaZ Venturosa milk
9 PEN F1 nuc; blaZ Venturosa milk
3 x F1 nuc; blaZ Venturosa milk
5] PEN F1 nuc; blaZ Venturosa milk
13 x F1 nuc; blaZ Venturosa teats
11 PEN F1 nuc; blaZ Venturosa milk
12 x Fa nuc; blaZ Sdo Bento do Una milk
16 PEN F3 nuc; blaZ Sdo Bento do Una human nostrils
S. Aureus USA 400
| A PEN Fa nuc; blaZ Venturosa human hand
18 PEN FS nuc; blaZ Venturosa human nostrils
14 PEN F4 nuc; blaZ Sao Bento do Una miking utensil
15 PEN F2 nuc; blaZ Lajedo human nostrils
E. coli CB00

Figure 1. Dendrogram showing the genotypic relatedness of 18 Staphylococcus aureus

isolated from different sources in five dairy herds in Pernambuco State, Northeastern Brazil,



147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162

163
164

165
166
167
168
169
170
171

73

which shows three clusters (A-C) at 80% similarity among the band profiles. Dendrogram
was built based on the unweighted pair group method with arithmetic mean clustering
algorithm (UPGMA) and genetic similarity using the Jaccard’s coefficient (1% tolerance) of
the genotypic band patterns generated by repetitive extragenic palindromic polymerase chain

reaction (rep-PCR) using the RW3A primer.

By PFGE, using Smal as the restriction enzyme, samples 15 and 18, both from human
nostrils, could not be lysed. These isolates were therefore excluded from the analysis.
Furthermore, the PFGE method was highly discriminatory (D value= 0.9667) and a total of 13
patterns were observed. The dendrogram analysis with an 80% similarity coefficient
generated two different clusters (A and B), all from Farm 1 (Figure 2). At a 100% similarity
level, most of the isolates showed unique genotypic patterns and only two pulsotypes (I and
I) containing clonal isolates were identified. The majority of the strains were grouped in
pulsotype I. A highly diversity of genotypic patterns were observed among isolates within the

same farm, in agreement with the results obtained by rep-PCR.

a 8 g 2 2 H
kB +I & ‘4 L ‘ ‘ | ‘H “‘ T RE X F1  nuc; blaZ Venturosa teats
‘ 1] H I 14 PEN F4  nuc; blaz S&o Bento do Una  milking utensil
| LT 6 PEN F1 nuc; blaz Venturosa milk
| | H ‘ H H‘ 3 X F1  nuc; blaz Venturosa milk
] 4 PEN F1  nuc; blaz Venturosa milk
‘ H H HL 7 PEN F1  nuc; blaZ Venturosa milk
T 2 PEN F1  nuc: blaZ Venturosa milk
‘ ‘ || ‘ H H| 1 X F1  nuc; blaz Venturosa milk
| | H ‘ || |H 5 PEN F1  nuc; blaz Venturosa milk
‘ ‘ H ‘ H |H 8 PEN F1  nuc; blaz Venturosa milk
Wiz X F4  nuc; blaZ SoBentodo Una  milk
“ “ 'm ' || H 16 PEN F3  nuc; blaz Séc Bente do Una human nostrils
1l ‘ tm H m H 10 PEN;OXA F1 nuc; blaZ Venturosa milk
a0 T N T PEN F1  nuc; blaZ Venturosa milk
ﬁg ‘ ‘m “ ” | || ‘ 17 PEN F5 nuc; blaZ Venturosa human hand
| ‘ m H H‘ [¢] PEN F1  nuc; blaZz Venturosa milk

Figure 2. Dendrogram showing the genotypic relatedness of 16 Staphylococcus aureus
isolated from different sources in five dairy herds in Pernambuco State, Northeastern Brazil,
which shows two clusters (A-B) at 80% similarity among the band profiles. Dendrogram was
built based on the unweighted pair group method with arithmetic mean clustering algorithm
(UPGMA) and genetic similarity using the Dice’s coefficient (5% tolerance) of the genotypic
band patterns generated by pulsed-field gel eletrophoresis (PFGE) using the restriction

enzyme Smal.
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Interestingly, both molecular typing methods demonstrated quite different genotypic profiles
between human and milk samples. Additionally, there was no isolation of S. aureus in human
sources in the farms with higher mastitis index, and there were no cases of heifer mastitis in
the farms with higher isolation of S. aureus in human sources. Hence, S. aureus isolates
associated with heifer mastitis were not of human origin.

Also, clonally-related strains isolated from milk were identified at the same farm (Farm 1) by
both typing methods, and despite the presence of dominant strains, our results suggest a high
genetic diversity of S. aureus strains exist at the farms.

No agreement between antimicrobial patterns, rep-profiles and PFGE-profiles was observed
for the majority of the isolates. Therefore, beta-lactam resistance patterns alone were found to
be of limited value in differentiating closely related strains.

These findings revealed a significant diversity within the strain collection using rep-PCR and
PFGE typing methods. Thus, the rep-PCR technique is a useful method for the epidemiologic
characterization of S. aureus, the results being comparable to those obtained with the PFGE
technique, both with a high discriminatory power. Also, both methods are powerful tools for
confirmation of a specific S. aureus clone responsible for mastitis. In addition, rep-PCR could
be used for screening due to its practicality and reproducibility.

This report clearly demonstrates that detailed knowledge on the epidemiology of
intramammary infections in primiparous cows caused by S. aureus might help in creating new
approaches to reduce infection spread. Also, a better knowledge of drug-resistant S. aureus
strains distribution in dairy herds might help in formulating strategies to control of infection.
Furthermore, knowing the dynamics of resistant strains of S. aureus should be used as guide
to select effective drugs for the therapy of intramammary infections and to prevent the spread

of these strains.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse estudo a partir da avaliacdo da rastreabilidade

genética e do perfil de resisténcia a beta-lactamicos de cepas de Staphylococcus

aureus isoladas de mastite em vacas primiparas, ambiente de ordenha e

ordenhadores no estado de Pernambuco permitem concluir que:

A espécie Staphylococcus aureus possui um importante papel na
epidemiologia da mastite em vacas primiparas no estado de Pernambuco;
Niveis significativos de resisténcia a beta-lactamicos estdo presentes entre
cepas de Staphylococcus aureus isoladas em Pernambuco;

A elevada ocorréncia do gene blaZ indica que a producéo de beta-lactamase
pode ser a principal estratégia de resisténcia aos betalactamicos nesses
microrganismos;

A auséncia dos genes mecA e mecC, mesmo havendo isolados
fenotipicamente resistentes a oxacilina, sugere que outros mecanismos de
resisténcia estejam envolvidos, tais como: ocorréncia de outros genes
homélogos, producédo de outras classes de proteinas ligadoras de penicilina,
ou hiperproducao de beta-lactamases;

O isolamento de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a beta-
lactdmicos em amostras de vacas primiparas, ambiente (utensilios) e
ordenhadores sugere a disseminacao desses microrganismos no ambiente de
ordenha, o que pode resultar na transmissao entre ordenhadores e animais,
bem como na contaminag&o ambiental,

Ha uma alta diversidade genética entre as cepas de Staphylococcus aureus
isoladas em Pernambuco;

O perfil de resisténcia fenotipica e genotipica a beta-lactamicos dos isolados
de Staphylococcus aureus tem valor limitado na diferenciacdo clonal de
cepas;

As técnicas de rep-PCR e PFGE sdo ferramentas de alto poder
discriminatorio para a identificacdo de cepas clonais de Staphylococcus
aureus isoladas em Pernambuco.

De modo geral, esses resultados corroboram para as preocupacoes atuais de

Satde Unica (satde animal, humana e ambiental), tornando-se evidente a
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necessidade de estudos mais detalhados acerca da epidemiologia da mastite em
vacas primiparas causadas por S. aureus, visando reduzir o risco de disseminacéo
de cepas resistentes no ambiente agropecuario e permitir a formulacdo de novas
estratégias de tratamento, prevencdo e controle da doenca. Sendo assim,
recomenda-se a conscientizacdo dos ordenhadores acerca da importancia da
higiene pessoal e do ambiente de ordenha, o uso racional de antimicrobianos e a
escolha de drogas antimicrobianas apenas apds a realizacdo de testes de

sensibilidade in vitro, diminuindo a possibilidade de selecdo de S. aureus resistentes.
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ANEXO A — Parecer de aprovacio na Comisséo de Etica no Uso de Animais da
UFRPE.

G vd CEUA- UFRPL
Toaer] Agrovado em
0283 78000 ws

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBL(CO .1 55 6o
Ruz Bom Manocl de Medeiros, s/, ZZeys giaead ~ 2D
Dois irmaos - CEP: 52171-900 - Recife/PE - S48 JeH] 2000
UFRPE

Comissao de Efica no Uso de Animais - CEUA - B-15
Licenga condicienal pars o uso de snimais em experimentagio e/ou ensino

A Comissdo de éica no uso de animais CEUA da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, no use de suas atribuigdes, sutoriza a execuglo do projeto descriminado
abaixo. O presente projeto também se encontra de acordo com as normas vigentes no
Brasil, especialmente a Lei 11794/2008.

Numero da licenga 0372018

Namero do processo 23082.006410/2018-34

Data de emissio da licenca [8 de abril de 2018 -

Titulo do Projeto “Rastreabilidade genética e detecg3o da resisténcia

antimicrobiana de Stapiylococcus aureus isolados de
casos de mastite em vacas primiperas de propriedades
leiteiras no Estado de Pemambuco, Brasil™.

Finalidade (Ensino, Pesquisa, Pesquisa

Extensdo)

Responsavel pela execugdo do | Rinaldo Aparecido Mota
projeto

Colaboradores Amanda Thafs Ferreira Silva; Rodolfo de Moraes

Peixoto; José Givanildo da Silva; Breno Bezerra
Aragiio,; Renata Pimentel Bandeira de Melo; Raylson
Pereira de Oliveira.

Tipo de animal ¢ quantidade Espécie: Bovino Quantidade: 50 fémeas.

total autorizada Total: 50.
De* Marieyne Amorim
‘ Pmimuem CEUAFRPE
O A e SIAPE 384377

Prof’. Dra.Marleyne José Afonso Accioly Lins Amorima
(Presidente da Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA /UFRPE)



ANEXO B — Parecer de aprovacido No Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da UFPE

UNIVERSIDWDE DE ]
PERMAMBUCCOY PROPEGE/S w
PARECER CONSUBSTANCLADD DO CEP
DADCE DO FPROJETD DE FEE@UIZA
Thulo da Pecquica: Rasireablidade genética & debecpdo de resisbincia antimicrobiana de Staphylococous
aureus lsolados de casos de mastis em vacas primiparas
Pacgulcador: Rinsido Aparscido Mota
Area Tematioa:
Vercio: 2
CAAE: BE030S18.0)0000.5207

Inctitulgplio Proponants: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE FERMAMBUCD
Fatrooinador Primslpal: Financamente Prépric

DA DTS DD PARECER
HOomars o0 Pansssr 2701154

Aprecentapdo do Projeboa:

Segundo o proponente, o Frojeto de pesquisa submetido 4 Comissio de ESca no Uso de Animals da
Universidade Federal Rural de Permambuco & ac Comit® de Efica em Fesguisa em Seres Humanos da
Universidede Federal de Femambuoo. A amostragem uliizads nesbe eshedo serd do Bpo ndo probabiliistica
por convenkincla. Mo oo do projete & informada a guanidade de pessoas gue paricipario da amosta
jdez)h. A metodologla ulllizada mos humanos (ordenhadores] serd de apll:a-;!-o de guestionaros
epidemioisgicos = coleta de materal biolbgico: (swabs esherels ficconados nas palmas dxs mios = fossys
masalks dos funcionarios de ordenha) Quanioc a coketa do material, o autor Inforrma gues resta etapa o projeto
rdo oferece rsco a0s seus participantes & ssoas stapoes nio inlo causar dor, desconforto & nem ansiedade:
mos fumncdonarios avallados. Alnda informa gue com r\ela:;iu & apll:a:;!a- dos guestionarios, algurs
participanies podem Se sendr constrangidos no repasse de informapdes. Caso Isio oDoma, a equipe atuard
para minimizar descorforios, garantndo local reservado = lberdade para nfo responder guestles
constrangedoras.

Cibjedtvo da Pecgulca:

Segundo o aulor, o objetivo geral da pesguisa - “Rastear geneficamenie Slaphyiccoocus aureus & deteclar
sua resisiEnca anSmicrobiana na cadela produtiva de lefs em vEcas g Bm pr lefed

o Estado de Femambuco. ©

E o5 objetives especificos s8o:

- Isokyr & ldentficar Biapfyisooc Cus 3ureus &m amostas de eEe ofundas dos quaros mamanos de vacks
primiparas com mastie, dos ordenhadores, ubensilios & da Sgua utlizada par vagem dos i=5os & dys
Ezieiras;

- Awaliar a resistincla a meficling em Isciados de 2. aunsus pels Monica de concentraclo inlbBara minima;
- Detectar o5 gerees mecA & mecC responsdvels pela resisiencla 3 meticllica em cepas de Biaphyiooocos
aureus, Boladas &m amOsTas de lefie onundas dos quartos mamarios com mastie, dos ordenhadones,
wiensilos & da dgua ublizada para lavagerm dos frios e das befeiras;

- Tipificar penebcamente 05 ISolados de Saphylococous aursus da cadela procutiva de siie em vaoss
primiparas com mastie.

- Realizar o rasiresmento gendtico dos Bolsdos de Saphyiocoocus sureus da cadels produthes de beibe 2m
wacas primilparas oo mastie.

Awallag®s doc FlceDs & Bsnafiolon:
Riscos. Com relaps 8 apicagio dos questiondrios, asiguns paricipantes podem se sentr constrangidos. no
repasse de informagles. Mo & Informando quals medidas protefivas para evitar os riscos serSo fomadas.

Beneficlos. Esperasse contribulr para a epidemiclogla da mastite bovina no estado de Pemambace &
formercer dados para fomentar novas miedidas de controle & prevengdo desta enfermidade

Comeniarios & Conclderaglec cobre 2 Pecgulca:

; jevante. o wmn & bem apicdvel 8 sociedads
Concldsragies obre oo Temmos de aprecentagdo obrigatoria:
Todos aprezentados

Fecomandagies:

Bilo Fal

[+ d u oufF ] I HMH' d q ."

Frojetz aprowada

Concldsrsgiec Finale a orthéric do CEP:
0 plero scompanha O pAFECEr 00 el

Erdargs: Ay Sgereron Megel=bes, wi="
Baliro:  (SEnio ATiees CEP: 50100010

[ Huniciphe: FECIFE

mindona (@1 QMES-EITS Fax: (BIOWS3STE [P ——
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ANEXO C — Comprovante de publicacdo do manuscrito intitulado “Ocurrence of 3-
lactam-resistant Staphylococcus aureus in milk from primiparous dairy cows in the
northeastern region of Brazil”

& Springer
Online Firzt: your article iz published 2020-03-03

Congratulations

Dear Amanda Silva,

We are pleased to inform you that yvour article has just been published:

Title -
Tropicsl
Ocourrence of B-lactam-resistant Staphylococcus Bursiena) Health
anil Produstion

aureus in milk from primiparous dairy cows in the
northeastern region of Brazil

Tropical Animal Health and Production, (], 1-5

Dol
10.1007/=11250-020-02259-w



ANEXO D — Normas de submissdo de manuscrito no periédico Tropical Animal

Health and Production

GUIDE FOR AUTHORS

Tropical Animal Health ard Produerion, Editorial Office
PO Box 53

Lancaster, LAl 1PE, UK

Ty
1.

2

el =l |

1l.

pescript

Typescripis should be in Englsh. Awihors whose mother tongue or lingua franca is not Englizh are
advised 1o seek the advice of an English-speaking colleague before submditing their article
Submit oaee original and, if pessible, teo copies. Enclose the origmal il lusirations and, if possible, tao
sets of photocopies {3 prints of any photographs). Authors are strongly advised 1o retain copees of the
text and illusirations, as they may not be returned.
Acrticles should be typed on one side of the paper with wide margins and double spacing throwghout,
including abstracts, fooinotes and references. Every page, including the nile page, references, 1ables,
etc., should be numbered in the upper nght-hand corner. Mo reference should be made ia the 1ex1 1o
page numbers; if pecessary, refer o sections instead. The senior author's surmame should be typed in
the upper lefi-hand corner of each page. Compuler-printed scripts must be of at beast kerer qualiny.
Electromic files should be included, in Word, WordPerfect or RTF. However the bard copy wersion will
always be taken as definitive, and should contain print-ouws of all figures, lables, eic.
Avticles should normally be organized in the following order:
Title page — which should comprise:

Title — which should be clear, descriptive and concise

Marme(s) of autlsons)

Affiliatioadsp

Present addressies) of authos(s)

Complete correspondence address 1o which the proods should be sent

Keywords — up 1o six words in alphabetscal order and suitable for indexing

Abatract (excluded from Skort Communications)

Abbreviations — arranged alphabetscally but including only those which are not in common use
{e.g. excluding 51 unns) The decision as vo which abbeeviatons 1o incdude within this lisp will
finally lie with the editorial staff

Introduction

Materals and methods

Rezulis

Dhscusaion

Concluion — only if strictly necessary

Acknowledgements - including information on grants, support, elc.

References

Tahles

Figure caplions

Titkes and subtitles should not be rom within the ext. They should be tvped on a separate line, without
indentation.

Syspéme Internationale (51) unis should he used.

Indications should always be given of the variability of the data - eg standard deviations
Underline only words that should be i italics. Avoid use of underlining 1o emphasise part of the text
If a special instruction to the copy editor or typesetter is written on e copy it should be encircled o
indicate that the enclosed matier i3 mot 1o be included in the text. When a typed claracter may have
more than one meaning (e.g. the lower-case letter | may be confused with the aumber 1), a note shouald
b2 imserted in a circle in the margin 1o make the meaning clear. I¥ Greek letters or uncommon syvmbaols
are used, they should be written very clearly, and if mecessary a note such as ‘Greek lower-case chi®
should be put in the margin and encircled.

Tragpival Animal Health and Production reserves the right of returning 1o the author for revision any
acoepled rypescripts and illusirations which are nod in the forem given in this gusde.

Abstracis

1.
2
i

The abstract should be clear, descriptive and nod longer than 200 words
The abatract should begin with the bibliographic entry by which the paper will be referenced.
The kiblicgraphic entry but no abstract will be included in Short Communications.
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Talbles

i Lo

=i LA

Thee garme data should not be given more tan onee — ie. it dhould not appear @ both text and ables,
of in both figures and tables. Adopt the meost concise approach.

Awthors should take account of e limitations set by the size and lay-owl of the jowrsal. Wide tables
should be avoided. Interchanging columns and rows will often reduce the width of a table and allow it
1o be read withowt rotating the page.

Extensive data should be divided over two or mare tables.

Tables should be numbered in Roman numerals according 1o teir sequence in the text. Every table
must be mentioned in the text.

Table footnstes should be indicated by superscript letters a, b, e elc

Each table, together with a brief tithe, should be typed on a separate page and wot included i the text
Column headings should be brief but sufficiently explanatory. Standard abbreviations of units of
micasurermenl should be added between parentheses.

Vertical lines should not be used between columns. Leave some exira space instead.

Amy explanation essential for understanding the table should be given as a fooinote below tle table.

Figures

law Pk

9.

1.
1.

e}

11,
14.

Tlee sarme data should not be given more than once — Le. it should not appear in both text and Agures,
of in both figures and tables. Adopt the most concise approach.

Where appropriate, indications of the variability of the data should be given (e.g. standard error bars)
All figures {lane drawings and photographs) should be submitted separately, unmounted and Bot
folded. Glossy prints, lserprints or very high quality photocopies of line drawings ane acceplable.
Figures should be numbered in Arabic numeral according to their sequence in the text. Reference
maust be made o the text w each Agure.

Each figure should be identified on the reverse by its number and the nameis) of the authon{s). An
indication of the top of the figure should be given i all cases where doubt could arize.

Figures should be designed with the format of the page of the joursal in mind.

Lettering on figures should be in black ink or applied by transfer. Make sure that the size of the
lettering is big enough to allow for any reduction necesaary 1o fit on the page. The height of capatal
letters should mot be bess than 2 mm after reduction. The lettering shoald be in English. Use the same
kind of lettering throughowt.

Ifa scale is peeded for a figure, we a bar scale ratler than a numerical scale that would need 1o be
recaleulated and changed after redwction.

Each figure should lave a caption which should be self-explanatory without reference to the text. The
captions shouwld be typed on a separate sheet.

Drawn text on the Agures should be kept (o a minimuom.

Photographs are only acceptable if they have good contrast and intensity. Sharp and glossy copies ane
required. Reproductions of photographs already printed cannot be acoepted.

Colour illustrations cannod wskally be bcluoded, unless the coat of their reprodsction is paid For by the
authr.

Computer-generated figures must be of high quality, equivalent 1o that of competently drawn artwaork.
Electronic wersions of figures may be submitied as TIFF, EPS or JPEG files on 1L44MB floppy disc,
ZIP disc or CD. A printowt sresy also be enclosed.

References

All publications cited in the text should be presented in the list of references. The typescript should be
carefully checked to ensure that the spelling of the authors names and dates are exacily the same as in
ihe reference lisi.
Im thee tewt, refier to the author's mame (withowt initial) and year of publication, followed, if mecessary,
by a shor reference o appropriaie pages.
Examples  “Peters (1985) has shown that . . . .. :

“This is in agreement with resulis obtained later (Kramer, 1984, pp. 12-18)
If reference is made i the text 1o a publication by three or mone authors, the abbreviation eral. should
b used. AN ames showld be given in the list of references.
References cited together i the text should be arranged chronologically. The list of references should
be arranged alphabetically by authors” surname(s) and chronologically by author. I an author i the
lis is also mentioned with co-authors the following order should be wsed: publications by the single
author, arranged according to publication dates; publications of the same autlor with co-authors
Publications by the same author(s) in the same vear should be listed as 19864, 19860, etc.
Ulse the following system for arranging each reference in e list
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ANEXO E — Comprovante de submissdo do manuscrito intitulado “Genetic
traceability of Staphylococcus aureus strains isolated from primiparous dairy cows
mastitis, humans and environment in the Northeast region of Brazil”

150172020 Sunmission Acknowieggement - joumal of dairy research

@Jnumd of Dairy
= Research

Thank you!

Thank you for submitting your research to the Journal of Dairy
Research

Our office is not staffed every day, and we do not send autoreply
emails.

Please do not resubmit; if you can see this page, we can see

your manuscript!
Further acknowledgement should follow in a few days, but can take up to a week.

If you wish to add a Supplementary File, please do that now

using this link
The purpose of a Supplementary File is 1o publish additional data, detailed materials and
methaods etc in support of the main manuscript.
We do NOT reguire a covering letter or any other justification statements apart from thase
already supplied with the submission. Please do not use the Supplementary File option for
anything other than the intended purpose.



ANEXO F — Normas de submissédo de manuscrito no periédico Journal of Dairy
Research

General style of all manuscripts

Piease consult the onlne guidance and refer to a recent lssue fo famllarize yoursef with Joumal
conventions and layout. Attention to these and other detalls will speed publication. Manuscripts should be
writtan In UK English using the speling of the Conclse Oxford Dictionary and showid as far 35 possibke be
comprzhensible to the non-speclallst reader. They should be concise and focused on the sclentific
pbjectives. Research Papers and Research Communications must contain suMcient detall or approgriate
cited methodologles to allow repeiflon of the work. Foimatiing should Incluge double spaced and
consecutively numbered Ines, standard margins and an approgriate font of appropriate size. Do not
hyphenate words at the end of a Iine uniess a yphen Is to appear in the printed text

Layout of Research Paper manuscripis

The manuscrpt should generally be divided as Tollows:

Cover ghest should give the thie of the article, names of the authors each with one forename,
together with Jelr afMilations, a shartened version of the tite sultable as 3 heading, and the name,
atdress and emall of the author to whom cormrespondence and proofs should be sent.

Summary, preferadly not maore than 300 words, should encapsulate the whole paper, showing
cieanly the new knowledge acquired. Individual reswits should nof b2 given. The first line aof the
summary should Identify the amicle as a Ressarch Paper and present the objectives, preferably In
the farm of a hypothesis (g This Research Paper addresses the hypothesss thar...)

Keywords: up to 5 keywords may be supgiled

Infroductien should not have a heading. it shoul not contain & full review of the Berature, but
shouid help the non-speciallst to undersiand why the subject of enquiry Is Interesting or Important,
why the authors have chosen the approach described and what the Ikely Impact of the research wil
be. The objectives must be deary stated, preferably In the form of a hypothess.

Matarials and Methods s=clion showd confain adequate descriptions of procedwes or approgriate
references; sources of @l matedals (incleding address, with postal code) and sources or sirains of
animals and microorganisms should De Indicated. Do not give detalled descrptions of published
methods:; refer to the original publication.

Results showd be a5 conclse as possible, withowt repetiion or Inclusion of imelevant materal
Tablkes and Mustrations shouwkd be wsed efMoently. Al data reporied must drectly redate o the
understanding of the research objeciives. Supporting of confirmatory data showd be presenied
separately as Supplementary Flas.

Dizcusslen showd not repeat the results but discuss thelr significance. Refer to existing or accepied
knowiedge In the present tens2 and the authors' work In the past tense; the diference In fense
should cieany show the authors' contribution. A SEparate conclusion Is not necessary but awihors
should summartze thelr maln concluslons boefly at the end of the Discussion. A combined Resulis
and Discussion Is acceptable but not prefamed.

Acknowladgemeants of financlal suppon, technical assistance and S0 On are given In 3 separate
paragraph without heading. |t Is the responsibilty of the awihors to ensure that Individuals or
organtzations acknowledged a8 providng matenals or otherwise are willng o be ldentilied.
Refarsnces must be conslstent and mus? use the style descried Delow.

Tables and tablke legends, following the style described belaw.

Flgure laqgends sufficient to aliow the figure to ke understpod without reference to the text

Figures showld be produced using an editadle software and copied Into the Word document.

Piease remamber that the compiete manuseript should b= submitted 35 a single docwment.
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Layout of submitted Research Communication manuscripts

In general, follow the same foemat and layout as for @ Research Paper. The Introduction will typlcally be
ghosier and the resuiss and discusslon are mors [lkely io be combined into one seclion. The numbser of
citabions will be less, and preseniation of data should b= restricied to one or two figures and talbles. Use of
Suppéementary Flies for the presentation of supporting data ls encowaged. The Summary should start with a
senience ciearly deniifying the amicle type and presenting the objeciives (g This Technical Reseanch
Communicacion Jescribes..... )

References

Refer to a recant lssue and ensure thal your refersnce citations comply wih Jowmnal style. Referencas should
be given In the iext as Brown & Jones (1987) or (Schmidl, 1985 Makamura ef al.1589); the firs1 author with
gt al Is used for papers with three or more authors. Where necessary, papers ans distinguished as Lenair
[(19BEa), (LEov ef al 19903, b). When several referencses appear together i the t2xt, ciie them i
chronolpgical order, and alphabeticaly within years. The Reference list at the end of the paper, which should
b=gin on a fresh page. k& ghven In shict alphabetical order and usss the minimum of punchuailon. Each
neference should confain authors” names, with Inilals [in capitais), the year, the tile of the paper, the name of
the joumal In ful, the volume and the page range. Tiles of articies originally publshad In anather lAnguage
should b= given In English translation, and this iIndicated by the use of square brackes. Referencas 1o DOks
should Incluede the town of publication and the publisher, Wit editons] and volume and edilon number where
appropriate. Unpublishied work should be given in the text [use auwthors' Initials and sumame) and not In the
Refersnce st You are reminded that it 5 youwr responskility 1o check all references.

Data presentation

Choose the mos! economical Torm of dala presentation, remembenng that this cowd Incluide data presented
briefly In the text. For Investigative research, avold large tables and figures that are comprised malnly of data
thal do mnot dffer significanilly between freatments. For descripiive research, comshder the use of
Supplementary Files for all apart from the most Imporiant obsenvations.

Tables

Tables should be numbered and camy headings enabiing them to be understood wihout refersnce fo the
maln text. Any abbreviations should be defined. Each Table should be typed separately at the end of the
maln text, but thelr approximate position should be Indicated by a marginal mark (eg Table 1 near here).
Symbats for footnotes should avold use of *, ™, efc, which should be used to Indicate levels of significance.

Figures and lllustrations

Flgures should be numbersd and the comblnation of figure and legend should be comprehensile without
reference i he maln t2xl  Figures must be pregared using an ediabie file format and then copled Into the
Word document Data polnis should be Indicated by clearly distinguishable symbods. lllustrations such as
photographic Images showd be accompanied by a legend as above, wih scale bars f appropriate. Codour
figures and artwork submitied to the Jouna) wil be pubdshed online free of charge. I you request colour
Tigures In the print2d verslon, you wil be contacied by CCC-Righislink who are aciing on our behalfl to colact
Author Charges. Please follow their Instruciions In order o avodd any delay In the publication of your arfcle.

Colour reproduction

To optimize the online colour reproduction, you will b2 glven the opporunity to submit 3 colour graphic a5
ekher TIFF or EFS flie, together with fusther nstructions. It ks your responsibliity to enswre that any figures
provided for coiour onling will reprodwce well when converted to biack and white for the print version.

Statistical treatment

Authors should, where possiole, discuss thelr work with a statisticlan at an early siage and ghee abienflon to
sEampie size. Individual resuls should not normally be given. The methods of stalisical analysls should be
clearly described; 3 switable reference |5 adequale. Authors should make i clsar whather they are guating
SED, SEM, S0, SE and 50 on. Any stalement that two groups of values are different showld be supporied by
the lewel of significance involved. Diferences should not be claimed or mpled i 2= 005,

Gane 5equances

Original DMA sequences reponed In the Jownal must also be suomitted to GenSank. Instructions can be
Townd at hifpifawaww. ncol.nim. nin.goviEenbankindax. himl
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APENDICE A - Publicacdo da Cartilha “Mastite: Perguntas e Respostas”.

UFRPE
M ASTI TE Universidade Federal Rural de Pernambuco

Profa. Maria José de Sena — Reitora
PERGUNTAS E RESPOSTAS Prof. Marcelo Brito Carneiro Ledo — Vice-Reitor

Copyright® 2019

Dados Internacionais de Catalogacso na Publicacso (CIP)
Sisterna Integrado de Bibliotecas da UFRPE
Bibkoteca Central, Recife-PE, Brasd

S586m  Silva, Amandas Thais Ferreira
Mastite: perguntas e respostas / Amanda Thais Ferreira Silva,
Rinaldo Aparecido Mota, ~ 1. ed. - Recife: EDUFRPE, 2019,
58p:il

Inclui referéncias,
1. Mastite 2. Glindulas mamarias 3. Mamas - Infeccdes
4_Leite 5. Ruminante |. Mota, Rinaldo Aparecido IL. Titulo

CDD 636.2089819

ISBN: 978-85-7946-350-1

A obra “Mastite: Perguntas e Respostas” foi elaborada durante o periodo de
mestrado e publicada pela Editora da UFRPE, nas formas impressa e eletrbnica,

com acesso disponivel em: http://www.editora.ufrpe.br/mastite, destinando-se a

orientar estudantes, técnicos e produtores rurais a respeito dos diversos aspectos
gue englobam a mastite em ruminantes, tais como: conceito, etiologia, impacto
econdmico, epidemiologia, patogenia, sinais clinicos, diagnéstico, riscos a saude

publica e profilaxia.


http://www.editora.ufrpe.br/mastite

