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INTRODUCAO

RESULTADOS E DISCUSSAO

A mastite ¢ a inflamacdo da glandula mamaria em resposta a uma injuria
causada mais frequentemente por agentes infecciosos!46, sendo as
bactérias as maiores responsaveisé. A mastite estafilococica é a causa
mais comum da doenga em todo o mundo, sendo também responsavel
pelas maiores perdas econdmicas em detrimento da queda significativa
na producdo de leitel. A resisténcia antimicrobiana do Staphylococcus
spp. a Meticilina e a toda classe de beta-lactdmicos conferida pelo gene
mecA e blaZ apresenta importante relevancia clinica por limitar ou
impossibilitar alternativas terapéuticas!! no tratamento da mastite, além
de gerar uma preocupacdo sobre o carreamento de genes de resisténcia.
A OMS (2017) identificou Staphylococcus aureus meticilina resistente
como uma superbactéria de prioridade de nivel alto, gerando um alerta
para as outras espécies em animais’>. O objetivo deste trabalho foi
identificar os isolados de Staphylococcus spp. e seu perfil de resisténcia
bacteriana.

METODOLOGIA

Foram analisadas 127 amostras de leite coletadas de vacas leiteiras (pool
dos quartos mamarios de cada animal anteriormente a ordenha) em
lactagdo de pequenos produtores rurais do estado de Rondonia, Rio de
Janeiro e localidades adjacentes a baixada fluminense.

As amostras foram semeadas diretamente em Agar Manitol Vermelho de
Fenol (AMVF), para obteng@o do isolamento primario e incubadas em
estufa bacteriologica a £ 35°C por 48 horas, sendo realizadas leituras
com 24 ¢ 48 horas. Os isolados compativeis com cocos Gram-positivos
foram submetidos ao teste de sensibilidade a bacitracina 0,04 UI (Figura
1) para diferenciagdo de Staphylococcus spp. e Micrococcus spp.
Aqueles que apresentaram resisténcia foram testados quanto a producdo
de coagulase para distingdo de Estafilococos coagulase-negativa (ECN)
e Estafilococos coagulase-positiva (ECP). Os ECP foram submetidos a
diferenciagdo de espécie pela observagdo de resisténcia ou sensibilidade
a polimixina B.

Os isolados identificados fenotipicamente foram submetidos a
identificag@o protedmica pela técnica do Tempo de Voo de Ionizagdo /
Desorgdo por Laser Assistida por Matriz (MALDI-TOF MS) pela Escola
Paulista de Medicina (UNIFESP).

As cepas de Staphylococcus spp. foram submetidas ao teste de difusdo
em disco com os antimicrobianos cefoxitina (30ug) e oxacilina (10png),
penicilina G (10UI) e vancomicina (30pug).

Figura 1: Antibiograma para teste de sensibilidade a bacitracina
(0,04U1).

Das 127 amostras de leite coletadas, foram isoladas e identificadas
fenotipicamente 174 cepas como pertencentes ao género
Staphylococcus, sendo que do total de isolados, 54,6% (95/174) foram
ECP e 45,4% (79/174) ECN.

Dentre as cepas classificadas como ECP, 37,9% (36/95) foram
provenientes de amostras coletados no estado de Rondonia e 62,1%
(59/95) no Rio de Janeiro e propriedades localizadas nas divisas com os
estados de Sdao Paulo e Minas Gerais. Ja os isolados identificados como
ECN, foi observado cerca de 34,1% (27/79) e 659% (52/79),
respectivamente (Grafico 1).
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Grifico 1: Grafico da Identificagdo Fenotipica x Total de Isolados e
regido de coleta.

Quanto a identificagdo protedmica através da ferramenta MALDI-TOF,
foi possivel realiza-la em 96,5% das cepas isoladas (168/174). Dentre
essas, 58,3% (98/168) foram confirmadas como Staphylococcus aureus,
15,47% (26/168) S. chromogenes, 7,14% (12/168) S. haemolyticus,
4,76% (8/168) S. sciuri, 3,57% (6/168) S. saprophyticus, 2,97% (5/168)
S. hyicus, 2,38% S. simulans, 1,78% (3/168) S. epidermidis, 1,2% S.
kloosii e S. xylosus, ¢ 0,6% como S. auricularis ¢ S. warneri (Gréafico
2).
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Grifico 2: Grafico da proporg¢do de cepas identificadas pelo MALDI-
TOF de acordo com a espécie.
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Quanto a deteccdo fenotipica de resisténcia antimicrobiana a penicilina,
cefoxitina e oxaciclina, foi observada resisténcia a penicilina em 35,1%
(59/168) das cepas identificadas. Analisando de acordo com a espécie, S.
aureus apresentou 36,7% (36/98) das cepas resistentes a penicilina.
Quanto as espécies de ECN, S. chromogenes demonstrou resisténcia em
19,2% (5/26) dos isolados, S. haemolyticus 25% (3/12), S. saprophyticus
66,6% (4/6), S. sciuri 75% (6/8), e S. kloosii (2/2), S. warneri (1/1) e S.
xylosus (2/2) em 100% das cepas, respectivamente (Grafico 3).
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Grifico 3: Grafico do nimero de isolados resistentes a penicilina
associado a identificag@o de cada espécie.

Com os resultados, observou-se que a prevaléncia das cepas encontradas
sao ECP e que a espécie Staphylococcus aureus foi a mais prevalente,
representando 58,3% (98/168) em comparagdo com as demais espécies
identificadas. Seguido desta, as respectivas cepas de ECN S.
chromogenes 15,47% (26/168) e S. haemolyticus 7,14% (12/168) foram
prevalentes. E importante destacar que essas espécies geralmente estio
associadas a ocorréncia de mastite subclinica leve, porém tem
apresentando quadros de mastite semelhantes ao provocadas por S.
aureus®.

Nesse contexto, todos esses agentes provocam um alarme na saide
unica por além de possuirem uma relevancia clinica na mastite bovina,
provocando prejuizos econdmicos, acabam carreando genes de
resisténcia, gerando uma situagdo emergencial num ramo da medicina
veterinaria e, consequentemente, na saude publica global pela
disseminagdo da resisténcia antimicrobiana.

Nesse estudo, analisou uma alta quantidade de cepas resistentes a
penicilina 35,1% (59/168), a qual pode ser explicada pelo uso frequente
ao longo dos anos, desse antibidtico, na bovinocultura3.

CONSIDERACOES FINAIS

Os achados nessa pesquisa correspondem com o que a literatura afirma,
ou seja, que ha predomindncia dos casos de mastite provocada pelo
género Staphylococcus spp. Tal confirmagdo mostra como ¢ relevante
aprofundar os estudos sobre a mastite estafilocdcica e principalmente
sobre os genes de resisténcia que essas bactérias podem adquirir, uma
vez que também foi analisado nessa pesquisa casos de resisténcia
antimicrobiana a penicilina, provavelmente devido ao uso em larga
escala nos sistemas de produgio animal.

Atualmente, ha uma alerta sobre a questdo da resisténcia a penicilina e
outras classes de antimicrobianos, uma vez que o tratamento da mastite
causadas por agentes bacterianos se tornou um desafio, além de gerar
uma preocupagio com o potencial zoonotico e o risco em Satide. Outros
estudos para a deteccdo de genes de resisténcia aos beta-lactdmicos
serdo realizadas.
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