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EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DOS Staphylococcus aureus ISOLADOS EM
DIFERENTES PONTOS DO FLUXOGRAMA DE PRODU(;AO DO LEITE

RESUMO - A mastite bovina € a principal doeng¢a do gado leiteiro em todo o
mundo, devido a sua elevada ocorréncia, aos prejuizos econdmicos que acarreta aos
produtores e a perda da qualidade do leite. Dentre os agentes da mastite, o
Staphylococcus aureus € o mais frequentemente isolado. Sabe-se que o conhecimento
do perfil molecular deste microrganismo é de fundamental importancia para uma melhor
compreensdo dos estudos epidemioldgicos de dispersdo deste patdogeno nas
propriedades rurais. Sendo assim, durante o periodo de janeiro a abril de 2009, 222
vacas lactantes pertencentes a 12 propriedades rurais situadas no Municipio de
Sacramento-MG foram submetidas ao California Mastitis Test (CMT). Foram colhidas
amostras de leite dos quartos reagentes ao CMT, assim como do leite produzido em
cada propriedade rural e do leite de conjunto das 12 propriedades contido em dois
tanques de expansdo comunitarios. Paralelamente, foram colhidas, também, amostras
dos Ostios papilares, dos latdes, dos baldes, dos coadores, dos insufladores das
ordenhadeiras, das maos dos ordenhadores, da superficie dos tanques de expanséao,
da tubulacdo auxiliar no transvase do leite, da agua utilizada no processo de produgao
e da agua utilizada para higienizagdo dos tanques comunitarios. A partir das 446
amostras colhidas nos diversos pontos, 244 estirpes foram isoladas e caracterizadas
bioquimicamente como estafilococos coagulase-positivos. O fragmento de DNA
cromossOmico especifico da espécie de S. aureus foi amplificado em 106 estirpes, das
quais 103 foram submetidas a eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE). Os
pontos de colheita de amostras que apresentaram maior frequéncia de isolamento de
estirpes de Staphylococcus aureus foram os 6stios papilares (31,1%), o leite das vacas
reagentes ao CMT (21,7%), os insufladores das ordenhadeiras mecénicas (21,7%), o
leite dos latbes (6,6%) e o leite contido nos tanques de expansdo comunitarios (5,6%).
Neste estudo houve heterogeneidade genética entre as 103 estirpes de Staphylococcus
aureus isoladas, uma vez que foram identificados 32 pulsotipos diferentes, cujo

pulsotipo 1 foi 0o que apresentou maior similaridade entre as estirpes isoladas nos
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diferentes pontos do fluxograma de produgdo do leite. A maior ocorréncia de
isolamentos do pulsotipo 1 das estirpes de Staphylococcus aureus foi observada nas
amostras colhidas dos 6stios papilares (10,6%), seguidas pelas amostras de leite das
fémeas reagentes ao CMT (5,8%) e insufladores das ordenhadeiras mecéanicas (3,8%),
evidenciando, portanto, a importancia desses pontos no mecanismo de transmissao

desses agentes nas propriedades estudadas.

Palavras-chave: mastite, Staphylococcus aureus, tanque comunitario, PCR, PFGE.



MOLECULAR EPIDEMIOLOGY OF Staphylococcus aureus ISOLATES AT
DIFFERENT SITES IN THE MILK PRODUCTION FLOWCHART

ABSTRACT- Bovine mastitis is a main disease in milk cattle worldwide.
Staphylococcus aureus is the most frequently isolated among mastitis agents. The
microorganism’s molecular profile is of paramount importance for a better understanding
of epidemiologic studies of these pathogens on farms and ranches. Two hundred
twenty-two cows on 12 farms in the municipality of Sacramento-MG, Brazil were tested
by the California Mastitis Test (CMT) between January and April 2009. Milk samples
were collected from four CMT reagents, from the milk produced on each farm and from
milk collectively collected from the 12 farms and maintained in two community bulk
tanks. At the same time samples of papillary ostia were collected from milk pails, cans,
sieves, milking machine insufflators, milkers’ hands, from the water used on the 12
farms and from the two community bulk tanks. Two hundred and forty-four strains
among the 446 samples collected from several sites were isolated and biochemically
characterized as positive coagulase Staphylococcus. Chromosome DNA fragment,
specific to S. aureus, was amplified in 106 strains. Further, when 103 S. aureus strains
underwent pulsed field gel electrophoresis (PFGE), the samples’ collection sites with the
highest isolation frequency of S. aureus strains were papillary ostia (31.1%), milk of
cows which reacted to CMT (21.7%), the insufflators of milking machines (21.7%), milk
in pails (6.6%) and milk in the community bulk tanks (5.6%). Since 32 different
pulsotypes were identified, genetic heterogeneity existed among the 106 S. aureus
isolated strains. Pulsotype 1 had the highest similarity among the S. aureus isolated
strains at the different sites of the milk production flowchart. Since highest isolation
frequency of pulsotype 1 of S. aureus strains were papillary ostia (10.6%), milk of cows
which reacted to CMT (5.8%), the insufflators of milking machines (3.8%), the
importance of the above sites for the transmission of the agent among the different

properties under analysis is evident.

Keywords: mastitis, Staphylococcus aureus, community bulk tank, PCR, PFGE.



1. INTRODUCAO

O setor lacteo possui grande importancia para o segmento agropecuario
brasileiro. De acordo com o censo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), em 2006 existiam aproximadamente 1,34 milhées de propriedades produtoras
de leite no pais.

Para aumentar a competitividade e incrementar ainda mais a demanda por
produtos lacteos, o setor tem a missdo de melhorar a qualidade da matéria-prima, ponto
de extrema importancia para o futuro da cadeia produtiva do leite no Brasil. Com a
melhoria da qualidade, pode-se almejar crescimento ainda maior das exportacdes e a
elevagado do consumo no mercado interno (ALVIM et al., 2009).

Considerando-se que o preenchimento de todos os critérios desejaveis de
qualidade depende de um programa de saude para o rebanho, baseado principalmente
em medidas de prevencdo e adogdo de praticas de higiene adequadas, a mastite é
considerada uma enfermidade de grande importancia nos sistemas de exploragao
pecuaria, principalmente devido aos prejuizos causados pela redugao na producgao de
leite e pela baixa qualidade do leite produzido.

Dentre os agentes etioldgicos da mastite, o Staphylococcus aureus apresenta
elevada prevaléncia nos rebanhos estudados. Sabe-se que o conhecimento do perfil
molecular desses microrganismos € de fundamental importancia para uma melhor
compreensao dos estudos epidemioldgicos de dispersdo deste patégeno nas
propriedades rurais, de modo a favorecer a elaboracdo de protocolos de profilaxia e
controle das mastites.

Diante das poucas informagdes disponiveis sobre a epidemiologia do
Staphylococcus aureus em pequenas propriedades produtoras de leite no sistema de
tanques de expansdo comunitarios, estudou-se 12 dessas propriedades situadas na
regidao da Gameleira, Municipio de Sacramento-MG.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O cenario atual do setor lacteo

O setor lacteo brasileiro avangou nos ultimos anos em virtude da atuagao dos
distintos elos da cadeia produtiva do leite. Dentre os avangos alcancados, pode-se citar
a granelizagado do leite, o pagamento pelo leite valorizando sdlidos e qualidade, a
Instrucdo Normativa n° 51 instituida pelo Ministério da Agricultura, em busca da
melhoria da qualidade do leite e da rastreabilidade. Independentemente das mudancas
que o setor lacteo brasileiro passou nos ultimos anos, BARROS & SIMAO FILHO (2009)
enfatizam que diversos fatores precisam ser melhorados como: a reducdo da
informalidade, consolidagdo e maior integracdo da industria, ganhos de produtividade
na fazenda, melhoria na qualidade do leite e maior acesso a outros mercados.

Considerando que dentro desse novo cenario de modernizagdo da colheita de
leite, a palavra-chave é racionalizagdo com otimizacdo do processo, as industrias
captadoras de leite optam pelo fechamento ou cancelamento de linhas de leite
deficitarias ou que geram baixa eficiéncia, especialmente aquelas mais distantes das
fabricas ou de dificil acesso para os caminhdes e compostas por produtores que
apresentam pequena escala de produgédo (SANTOS & FONSECA, 2003). Sendo assim,
no momento em que a Instrugdo Normativa n°® 51 era discutida, falou-se que milhares
de produtores poderiam sair da atividade por ndo terem condi¢cdes de se ajustar a
norma e encontrarem dificuldades em adquirir resfriadores individualmente, devido a
seu alto custo. Para evitar esse problema, a norma criou a possibilidade dos mesmos
resfriarem o leite em tanques comunitarios (tanques em regime de condominio),
formando associacdes de produtores utilizando um unico tanque de expansao o qual é
instalado em uma propriedade e recebe leite de outras propriedades. Dessa forma, o
investimento fica pulverizado entre varios pequenos produtores, o que viabiliza a
permanéncia na atividade e reduz a comercializacio do leite informal e a ocorréncia do
éxodo rural (RIBEIRO & TEIXEIRA, 2000).



De acordo com a Instrucdo Normativa n° 22 (BRASIL, 2009), o tanque
comunitario deve ser instalado em local adequado, provido de paredes, cobertura,
pavimentacao, iluminacdo, ventilacdo e condicbes de acesso apropriadas, e ainda
possuir ponto de agua corrente de boa qualidade e local proprio para higienizagdo das
maos, latdes e demais utensilios. O tanque, os latdes e demais utensilios devem ser
higienizados logo apos a entrega do leite, em local apropriado, utilizando agua corrente
de boa qualidade, detergentes, sanitizantes e utensilios de limpeza apropriados e
especificos.

Segundo BRITO et al. (2006), para que os produtores que fazem uso dos
tanques comunitarios atendam as exigéncias da Instrugdo Normativa n°® 51 (BRASIL,
2002), é necessario maior atengao a higiene da ordenha, lavagem e limpeza dos
utensilios e a qualidade da agua. Além disso, devem ser adotadas medidas

relacionadas a organizagao dos produtores como conscientizagao e treinamentos.

2.2. Consideracdes sobre a mastite bovina

A mastite é considerada a doenga que causa 0s maiores prejuizos a produgao
leiteira, devido a reducdo na quantidade e na qualidade do leite e derivados lacteos,
custo com medicamentos, aumento da méo de obra e tempo de descarte do leite apds
o tratamento até a total eliminagdo dos residuos de antibiéticos utilizados (COSTA et
al., 1999; SANTOS, 2003). Segundo BRITO (2009), a mastite continua a ser um dos
maiores entraves para a melhoria da qualidade do leite no Brasil. Patdégenos da mastite
interferem na qualidade do leite porque invadem os tecidos e alteram os processos de
sintese no interior da glandula mamaria. Isso resulta em redugdo da produgdo e
alteracdes na composicado do leite. O leite de vaca com mastite apresenta teores de
lactose, caseina, gordura, calcio e fésforo menores que o leite normal. Ao mesmo
tempo aumentam, de forma indesejavel, os teores de cloreto, sédio, o potencial de
rancificagdo e o numero de células somaticas (BRITO et al., 2003).

De acordo com a intensidade do processo inflamatério, as mastites sao

classificadas em clinica e subclinica. A mastite clinica caracteriza-se por modificacdes



visiveis no leite, como a presenga de grumos de fibrina ou pus e, muitas vezes,
alteragdes na glandula mamaria como aumento de volume, presenca de dor, aumento
de temperatura e rubor. A mastite subclinica, por sua vez, ndo apresenta sinais clinicos
evidentes. O leite apresenta aspecto macroscépico normal € ndo ha sinais visiveis de
inflamacao do ubere, podendo ser detectada somente por provas indiretas com o leite,
como o California Mastitis Test (CMT) (RADOSTITS et al., 2002).

Levando-se em consideragdo as caracteristicas do agente infeccioso ha as
mastites contagiosas e as ambientais. Nas mastites contagiosas, a fonte primaria dos
agentes é o proprio ubere das vacas infectadas, com seus respectivos quartos
infectados. Nestes casos a disseminacdo no rebanho ocorre durante a ordenha,
transmitindo-se o agente de um quarto mamario quando infectado para outros, pelas
maos dos ordenhadores, pelos panos ou esponjas de uso multiplo ou copos das
teteiras no processo de ordenha mecéanica e outros fomites. Ja nas mastites ambientais
a fonte primaria da infecgdo é essencialmente o ambiente onde a vaca é explorada.
Neste caso a infeccdo ocorre com maior freqliéncia entre as ordenhas, pelas novas

chances de contaminagdes externas a sala de ordenha (LANGONI, 2007).

2.2.1. Staphylococcus aureus

As infecgcbes intramamarias causadas por S. aureus apresentam implicacdes
importantes em Saude Publica, tendo em vista que toxinas podem ser excretadas no
leite e permanecer estaveis nos produtos destinados aos consumidores (FAGUNDES &
OLIVEIRA, 2004).

Entre as caracteristicas morfofisiologicas do S. aureus, destacam-se as
seguintes: sdo cocos Gram-positivos, imoveis, anaerdbios facultativos, apresentando
metabolismo fermentativo com produc¢do de acido e ndo gas, néo fotossintético, ndo
esporulado, catalase positivos, e capazes de multiplicar-se em meio com 10% de
cloreto de sédio. Sao microrganismos mesdfilos, com temperatura de desenvolvimento
de 7 a 48°C e 6tima de 37°C, em pH na faixa de 4,0 a 10,0 (KLOOS & BANNERMAN,
1999).



O S. aureus é classificado entre os patégenos contagiosos, uma vez que a
exposicao de quartos mamarios nao infectados é geralmente limitada ao processo de
ordenha (FOX & GAY, 1993; SMITH & HOGAN, 1993). A principal fonte de infec¢ao sao
animais com quartos mamarios infectados por S. aureus, além da pele do ubere e dos
tetos contaminados, enquanto os bocais da ordenhadeira sdo considerados a principal
via de transmissao da infecgao (MYLLYS et al., 1997).

A prevaléncia da mastite por S. aureus em rebanhos leiteiros ocorre devido a sua
alta infectividade associada a fatores de viruléncia que conferem ao microrganismo a
capacidade de se instalar no parénquima mamario, formar microabscessos, resistir a
fagocitose e sobreviver no interior de fagécitos, restringindo, dessa forma, o acesso dos
agentes antimicrobianos, mesmo quando administrados em concentragdes terapéuticas
(ARAUJO & ANDRIOLI, 1996).

BRITO et al. (1999) conduziram um estudo para definir os padrées de infeccéo
intramamaria de 48 rebanhos em propriedades de exploragao leiteira do Estado de
Minas Gerais, totalizando 6.315 amostras de leite de um total de 1.609 animais.
Isolaram-se 3.919 microrganismos, sendo 3.637 de quartos mamarios com infec¢ao por
um unico agente e 283 de infeccdo mista. Detectaram S. aureus em 19,2% das
amostras de leite de quartos mamarios de vacas em lactagdo, o qual foi o patdégeno
primario mais frequentemente isolado, estando presente em 98% dos rebanhos
estudados.

BRITO et al. (2006) realizaram exames microbiolégicos de 72 amostras de leite
provenientes de 24 rebanhos, sendo que, S. aureus foi isolado em 82% das amostras.

Visando avaliar a ocorréncia e a etiologia da mastite subclinica, PEREIRA et al.
(2007) estudaram 31 rebanhos leiteiros localizados na regido Sul de Minas Gerais, nos
quais 2.368 amostras de leite de vacas foram submetidas ao CMT. Os principais
patogenos identificados foram estafilococos coagulase-positivos (35,6%) e os indices
de mastite subclinica variaram de 18,6% até 89,7%, com 54,8% dos rebanhos
analisados apresentando taxas superiores a 50%, e em 19,4% os indices foram

superiores a 70%.



ZAFALON et al. (2008), em trabalho realizado em Nova Odessa-SP, isolaram S.
aureus do leite, Ostios e insufladores, porém nao isolaram do leite do tanque de
expansdo, da agua de lavagem dos insufladores e da oriunda das torneiras para a

lavagem dos tetos.

2.2.2. Diagnéstico da mastite

O diagndstico da mastite clinica é realizado a partir da observacao de alteragao
no leite utilizando a caneca de fundo escuro e presenca de sinais da inflamacéo com
dor, edema no ubere e reducao na secrecao do leite. No entanto, a mastite subclinica
pode ser melhor caracterizada pelo aumento da Contagem de Células Somaticas,
devido ao influxo de leucécitos, uma vez que o leite esta aparentemente normal. A
prova do California Mastitis Test (CMT), desenvolvida por SCHALM & NOORLANDER
(1957) a partir do fenébmeno de Whiteside, surgiu devido a necessidade de um teste
rapido e eficiente, realizado a campo, para o diagnéstico da mastite subclinica.

O CMT, apesar de ser subjetivo, tem a vantagem de ser utilizado ao pé da vaca,
e estima o numero de células somaticas no leite. Trata-se de um kit que consta de uma
raquete com quatro receptaculos, onde sao misturados aproximadamente 2 mL de leite
com 2 mL de reagente. A acdo do detergente anidnico é lisar os leucdcitos liberando
material genético (DNA) das células, ocorrendo viscosidade, que é proporcional ao
numero de células presentes na amostra de leite (LANGONI, 2007).

A Contagem de Células Somaticas (CCS) & considerada um dos principais
indicadores da qualidade do leite. Esta investigagcado pode ser efetuada diretamente no
leite do tanque de expansao ou no leite de animais individualmente, com a colheita
sendo realizada nos quartos glandulares separadamente (RUEGG, 2001).

Alguns fatores podem influenciar os resultados da CCS no leite, como o estagio
de lactagdo, sendo maiores as contagens tanto no inicio como no final da lactagéo, a
idade do animal e o estresse, que também podem aumentar o numero de células
somaticas no leite (LANGONI, 2007).



Segundo esse mesmo autor, para a realizagdo do diagndstico microbiolégico, as
amostras de leite devem ser semeadas em meios de culturas seletivos, os quais
permitem o isolamento dos principais patégenos envolvidos nas mastites. Compreende
ainda, a caracterizagdo bioquimica dos isolados, possibilitando a caracterizacao
fenotipica e genotipica, bem como a realizagdo do antibiograma.

O cultivo de amostras de leite de vacas, individualmente, seguido de identificagao
bacteriana, pode ser realizado como parte da pesquisa para a presenca de mastites
nos rebanhos. Por detectar, especificamente, o quarto infectado, as amostras
individuais sao preferiveis, pois resultam em menor numero de quartos a serem
tratados (RADOSTITS et al., 2002). Porém, segundo ELIAS (2007), do ponto de vista
pratico e econbmico, uma vez instituidos programas de controle, esse manejo
apresenta-se pouco efetivo, pelo custo e mobilizacdo de mao de obra para um numero
elevado de amostras, principalmente pela atual tendéncia dos produtores ao aumento
do numero de animais em lactagao.

Segundo SANTOS (2007), a andlise do leite do tanque é uma ferramenta dutil
para avaliar a qualidade do leite e monitorar a saude da glandula mamaria nos
rebanhos. Quando realizadas rotineiramente, estas analises, associadas a informacdes
sobre praticas de manejo adotadas podem auxiliar na resolugdo de problemas de
mastite e de qualidade do leite.

A cultura do leite do tanque tem sido usada como um método de triagem para a
presenca de patdgenos das mastites nos rebanhos. As principais vantagens dos
métodos estdo associadas ao menor custo, maior facilidade de colheita de amostras e
reducdo do numero de amostras a serem processadas. Em contrapartida, apresenta
limitacbes como: auséncia de um teste padrao para colheita e cultivo das amostras, que
vao desde a forma da colheita até o numero e a frequéncia de amostragens (ELIAS,
2007; SANTOS, 2007).



2.3. Caracterizagdo molecular dos isolados de Staphylococcus aureus

Do ponto de vista epidemioldgico, € de grande importancia a determinacao da
origem dos organismos envolvidos na etiologia da mastite bovina. Nesse contexto, a
caracterizacao exata dos patdgenos se faz imprescindivel para a detecgcédo das vias de
transmissao e fontes de infeccdo, além de permitir o monitoramento da disseminacéao
de estirpes bacterianas entre populagées animais (LANGE et al., 1999).

Segundo PRATA et al. (2006) devera ser dada énfase a caracterizagao
molecular para a identificagdo correta das espécies de microrganismos envolvidos na
mastite, assim como a identificagdo dos genes responsaveis pelos fatores de viruléncia
dos principais patégenos, que fornecerdao subsidios a estudos epidemioldgicos e
permitirdo a rastreabilidade de tais patégenos ao longo da cadeia produtiva do leite.

As limitagbes conferidas pelos métodos de cultivo levaram ao desenvolvimento
de técnicas de reacdo em cadeia pela polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR)
para a identificagdo dos agentes etioldgicos das mastites. A técnica propicia uma opgéao
promissora para uma rapida identificacdo bacteriana pela utilizagdo de sequéncias de
DNA espécie-especificas. Além disso, as técnicas baseadas na PCR permitem a
detecgdo de microrganismos mesmo em numeros reduzidos (FORSMAN et al., 1997;
PHUEKTES et al., 2003).

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, como a reagao em cadeia
pela polimerase (PCR), propicia um método de deteccédo e identificacdo direta de
patégenos (MEYER et al., 1991). A técnica de PCR apresenta trés etapas: extracdo do
acido nucléico, sua amplificagdo e posterior visualizacdo do produto. O desempenho
satisfatério do método depende, entre outros, da escolha acertada dos
oligonucleotideos iniciadores (primers) e da técnica utilizada na extragdo do acido
nucléico da amostra (COLLINS et al., 1994).

FERREIRA (2008), em trabalho realizado em rebanho localizado em Nova
Odessa-SP, caracterizou 245 estirpes de S. aureus, e observou que os isolamentos
foram mais frequentes entre as amostras de leite (61,2%), seguidas pelo 6stio papilar
(26,4%) e insufladores (12,2%).



Segundo estudos de OLIVEIRA (2001), realizado em cinco propriedades leiteiras
da regido noroeste do Estado de Sdo Paulo, o leite, foi também, o produto que
apresentou a maior ocorréncia (85,0%) de estirpes de S. aureus isoladas. No entanto,
obteve somente 1,5% de isolamentos nos insufladores, enquanto que nenhuma estirpe
foi isolada dos 6stios papilares.

FAGUNDES (2007) observou percentuais de 3,9% e 6,7% de S. aureus no leite
individual nas regides de Sao Carlos e Ribeirdo Preto, respectivamente. Quanto ao leite

de mistura, verificou-se que a ocorréncia de S. aureus foi de 19% em ambas regides.

2.4. Estudo epidemioldgico-molecular de Staphylococcus aureus

O objetivo dos estudos de genotipagem ¢é fornecer evidéncias laboratoriais de
que agentes etiologicos epidemiologicamente relacionados, ou seja, isolados durante
um periodo determinado de tempo e em uma area geografica especifica, também
seriam geneticamente relacionados e, assim, representariam uma mesma estirpe que
se disseminou (TENOVER et al., 1995). Em relagdo a mastite bovina, a caracterizagao
da diversidade genética dos S. aureus isolados de rebanhos leiteiros € fundamental
para uma melhor compreensao do padrao de dispersdo do patdgeno. Tais informagdes
podem auxiliar na elaboragao de estratégias mais eficientes que visam a redugéo dos
casos de infeccdo, uma vez que a partir dos perfis moleculares é possivel inferir
relacdes genéticas existentes entre os diferentes clones, detectar o fluxo génico e tragar
rotas de dispersao da infecgdo no rebanho (KAPUR et al., 1995).

Segundo KAPUR et al. (1995), existe uma heterogeneidade genética
consideravel em populagdes naturais de S. aureus, a qual pode ser explorada para
investigar a disseminagado dos isolados de origem humana e animal. A dificuldade de
erradicagado deste agente infeccioso dos rebanhos leiteiros pode estar relacionada a
infeccdo por clones altamente transmissiveis (SMITH et al., 1998).

A associagao entre os isolados de S. aureus provenientes de mastites e os locais
de isolamento sdo de extrema importancia epidemioldgica. As linhas de ordenha sao

locais de intenso manejo, que podem propiciar condigdes de veiculagado de patdégenos
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para a glandula mamaria, especialmente S. aureus, caso sejam negligenciados os
procedimentos de desinfec¢cdo dos equipamentos de ordenha e de higiene da glandula
mamaria durante a pré ordenha (SANTOS et al., 2003).

Entre as técnicas de analise genotipica, a eletroforese em gel de campo pulsado
(Pulsed Field Gel Electrophoresis - PFGE) de fragmentos obtidos por macrorrestricao
parece ser o método de maior sensibilidade, pois pode detectar variagdes genéticas
entre isolados bacterianos filogeneticamente e epidemiologicamente relacionados,
inclusive S. aureus (ZADOKS et al., 2002).

Segundo TENOVER et al. (1995), a técnica de PFGE & uma ferramenta de
tipagem de maior poder discriminatorio para S. aureus, por detectar variagdes genéticas
menores entre estirpes epidémicas e €& considerada um bom método para
estabelecimento de relagbes clonais em estudos epidemiolégico-moleculares.

Na PFGE, padrbées de restricdio de genomas bacterianos completos sao
analisados e comparados. O cromossomo bacteriano € digerido por uma endonuclease
de restricdo de corte raro, com o objetivo de produzir um numero moderado de
fragmentos de DNA. Para proteger o DNA bacteriano de danos mecéanicos, 0s
microrganismos s&o imobilizados pela mistura da suspensdo bacteriana em agarose
fundida antes da lise celular. Os blocos contendo DNA purificado e digerido sao
inseridos em géis de agarose e os fragmentos do DNA separados por eletroforese em
gel de campo pulsado, no qual a orientagcdo do campo elétrico sofre alternancia. Os
perfis de restricdo de DNA dos isolados sao comparados para determinar a relagao
entre eles (LUKINMAA et al., 2004; TENOVER et al., 1997; TENOVER et al., 1995).

Para cada espécie de microrganismos deve ser aplicada a enzima de restrigcdo
que melhor aponte as variagdes entre estirpes e, no caso de S. aureus, a enzima Smal
€ a mais indicada (VAN BELKUM et al., 1998).

A resolugdo da PFGE depende de varios fatores como: composicdo e
concentragdo de agarose, solugdo tamponante, tensdo da corrente elétrica (voltagem),
tempo de pulso e tempo de corrida eletroforética. Outros fatores como grau de
uniformidade, a forga relativa dos campos elétricos, o angulo entre os campos elétricos

que se alternam de acordo com cada aparelho utilizado, a temperatura de corrida e
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ainda, a integridade do DNA, também podem afetar o limite de resolugdo da técnica
(MAGALHAES et al., 2005).

A interpretacdo dos resultados de PFGE é realizada de acordo com os critérios
definidos por TENOVER et al. (1995), que consideram trés classes de relagao entre os
isolados: isolados que apresentam até trés bandas diferentes sdo considerados
relacionados, isolados apresentando de quatro a seis bandas diferentes sao
classificados como possiveis relacionados e os isolados que apresentam sete ou mais
bandas diferentes sdo considerados ndo relacionados.

Segundo TENOVER et al. (1995), a relagao de similaridade entre dois isolados
pode ser estimada com base nos critérios de interpretacdo para os padrdes de
fragmentos de bandas, produzidos pela digestdo do DNA cromossémico com a enzima
Smal. Dois isolados sao considerados geneticamente idénticos quando os padrdes de
fragmentos de restricdo presentes em ambos os isolados apresentem o0 mesmo numero
de bandas com o mesmo peso molecular. A interpretacdo epidemiolégica desses
resultados € que os isolados sao considerados derivados de uma mesma estirpe.

As amostras sdo consideradas idénticas se mostrarem 100% de similaridade e
sao consideradas clonalmente relacionadas se apresentarem similaridade superior a
80%. O dendrograma ilustra relacdes filogenéticas e proporciona uma representagéo
visual de linhagens, similaridades e diferengas genéticas entre grupos (SINGH et al.,
2006).

Segundo MAGALHAES et al. (2005), a PFGE é uma técnica bastante complexa
com um poder discriminatério muito elevado. E considerado padrdo ouro em
epidemiologia molecular, mas ressaltam, porém, que métodos de tipagem néao
substituem dados epidemiolégicos, somente auxiliam e, se utilizados isoladamente,
podem levar a conclusdes equivocadas.

FERREIRA (2008) submeteu 245 estirpes de S. aureus isoladas do leite de
casos de mastite, dos Ostios papilares e dos insufladores da ordenhadeira mecanica, a
PFGE. Observou-se que houve a manutengao e a disseminacao clonal dos pulsotipos

identificados nas amostras analisadas. A analise de PFGE revelou 39 pulsotipos
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distintos, dos quais 25 (64,1%) encontraram-se distribuidos nas 137 (55,9%) estirpes
obtidas do leite.

Trabalho realizado por SANTOS (2009) identificou 32 perfis genéticos,
agrupados em 12 linhagens, a partir dos 107 isolados de leite, material de insufladores,
pele do ubere, maos e fossas nasais de ordenhadores provenientes de 11 rebanhos de
Sao Paulo e Pernambuco.

2.5. Medidas de controle da mastite

O preenchimento de todos os critérios desejaveis de qualidade depende de um
programa de saude para o rebanho, baseado principalmente em medidas de
prevencao, adogao de praticas de higiene adequadas antes, durante e apds a ordenha,
e de conservagdo e transporte do leite em condicbes de higiene e temperatura
adequadas (BRITO & BRITO, 1998).

Segundo LANGONI (2007), as medidas de controle estdo relacionadas aos
aspectos higiénicos referentes aos animais, as pessoas responsaveis pela ordenha, ao
meio ambiente, especialmente estabulo e sala de ordenha. Os aspectos higiénicos
relacionados a ordenhadeira, assim como os parametros de vacuo e o numero de
pulsacdes, também sdo extremamente importantes para o éxito de um programa de
controle de mastites.

Algumas praticas mais frequentemente recomendadas em programa de controle
da mastite sdo: a higienizagcdo dos equipamentos de ordenha, o uso de antisséptico
antes e apos a ordenha (pré e pds-dipping), ordenha dos animais infectados por ultimo,
tratamento apropriado dos casos clinicos, antibioticoterapia dos casos subclinicos
durante a secagem e descarte das vacas com mastites crénicas recidivantes (COSTA
et al., 1999).

Segundo MELO (2008), considerando-se a capacidade de estirpes de S. aureus
formarem biofilmes e aderirem a diversas superficies, principalmente de equipamentos
e instalagdes no ambiente de ordenha, ressalta-se a importancia da desinfeccédo e

higiene adequada destes equipamentos para a eliminagdo desses agentes.
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De acordo com MURRAY (1998), a fonte mais provavel de contaminagéo
primaria de alimentos por S. aureus € o proprio ser humano que ao manusear 0s
alimentos pode contaminar o produto cru, os equipamentos, e/ou o produto final.
Segundo DINGWELL et al. (2004), um ponto crucial na profilaxia € a higiene do
ordenhador. Suas mé&os s&o o grande agente transmissor de bactérias para o ubere, 0
leite e todo o material utilizado durante o processo de obtencéo do leite.

Trabalho realizado por TONDO et al. (2000) examinando a contaminagao por S.
aureus em leite e derivados e sua relagdo com os isolados e as fontes de
contaminacgao, verificaram ocorréncia de 35,2% de S. aureus nos seres humanos,
manipuladores dos alimentos.

Em propriedades rurais destinadas a produgao leiteira, a agua também destaca-
se como via de transmissédo de agentes causadores de mastites. Segundo ADESIYUN
et al. (1997) e AMARAL et al. (2004), a agua utilizada em propriedades leiteiras pode
ser importante veiculo de microrganismos patogénicos para o leite e para a glandula
mamaria. Assim, existe a necessidade da desinfecgéo e controle de qualidade da agua
utilizada na produgao de leite, com os objetivos de minimizar os riscos a saude humana
e animal.

Um suprimento de agua de boa qualidade para a lavagem dos utensilios (baldes,
latdes, tanque de refrigeracdo e equipamentos de ordenha), tetos das vacas e maos
dos ordenhadores, é essencial. Agua com qualidade microbiolégica ndo satisfatdria,
utilizada no processo de ordenha, tem sido indicada como um fator que pode influenciar
tanto a qualidade microbiolégica quanto a contagem de células somaticas do leite. A
qualidade quimica da agua também deve ser observada, pois muitas vezes a dureza da
agua afetara na agao dos detergentes empregados para limpeza (BRITO et al., 2003).

AMARAL et al. (2003), ao analisarem 180 amostras de agua pertencentes a 30
propriedades leiteiras situadas na regido Nordeste do Estado de SP, observaram que o
maior numero de isolados de S. aureus ocorreu na agua utilizada no local da ordenha.

AMARAL et al. (2004) avaliaram o risco da qualidade da agua na qualidade do
leite e na saude da glandula mamaria de vacas de 30 propriedades do estado de Sao

Paulo, analisando amostras de agua das fontes de abastecimento, saida do
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reservatorio e do estabulo. Observou-se que 90% das amostras das fontes, 86,7% das
oriundas dos reservatorios e 96,7% originadas dos estabulos estavam em desacordo
com os padrdes de potabilidade. S. aureus foram isolados na agua nos trés pontos de
colheita, sendo que em 100% das amostras de agua utilizada nos estabulos, esses
microrganismos foram capazes de produzir enterotoxinas.

Diante do exposto, idealizou-se o presente trabalho com a finalidade de atingir os

objetivos que serao apresentados a seguir.
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3. OBJETIVOS

3.1. Investigar a frequéncia de isolamento de estirpes de Staphylococcus aureus
em amostras de leite das fémeas reagentes ao CMT, no leite individual e de conjunto

de 12 propriedades leiteiras e em diferentes pontos do fluxograma de produgéo.

3.2. Conhecer as caracteristicas genotipicas das estirpes de Staphylococcus

aureus isoladas em diferentes pontos do fluxograma de produgao do leite.

3.3. Estabelecer a relacdo epidemioldgica existente entre as estirpes de

Staphylococcus aureus isoladas, com vistas a localizac&o e as vias de transmissao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracteristicas das propriedades rurais e da popula¢éo bovina

Foram estudadas 12 propriedades rurais situadas na regido da Gameleira,
municipio de Sacramento-MG, entre as quais seis realizavam a ordenha manualmente,
uma vez ao dia, e entregavam o leite no tanque de expansao comunitario 1. Em trés
das seis propriedades restantes, a ordenha era efetuada mecanicamente através do
sistema “balde ao pé” duas vezes ao dia, e as demais realizavam a ordenha
manualmente, uma vez ao dia. O leite oriundo dessas outras seis propriedades era
entregue no tanque de expansao comunitario 2.

A producéo diaria total do leite das seis propriedades, que entregavam leite no
tanque comunitario 1 era de aproximadamente 200 L. Ja a produc¢ao diaria total do leite
das outras propriedades, que entregavam leite no tanque comunitario 2, era de
aproximadamente 700 L.

O rebanho bovino nas propriedades era constituido em sua maioria por animais
mesticos e a alimentacdo baseava-se em uma dieta composta por milho moido, farelo
de soja, farelo de algodao, calcario calcitico, suplementos minerais, pastagens variadas
e, ainda, silagem de milho.

Muito embora o teste da caneca telada ou de fundo escuro seja amplamente
difundido, uma vez que leite contendo grumos n&o pode ser incorporado ao leite de
mistura, em nenhuma das propriedades objeto do presente estudo esta pratica era
realizada.

Nos Quadros 1 e 2 estdo dispostas as caracteristicas gerais das propriedades,
as quais foram avaliadas segundo os procedimentos e medidas higiénicas adotados

durante o processo de obtencao do leite.
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Quadro 1.  Caracteristicas gerais das seis propriedades rurais que entregavam leite no tanque de expansao

comunitario 1, Sacramento-MG, janeiro a abril de 2009.

Caracteristicas Propriedades

1 2 3 4 5 6
N° animais em lactagcao 12 09 16 17 06 08
N° animais com mastite clinica 0 0 0 0 0 0
Realizagéo de teste de mastite clinica Nao Nao Nao Nao Nao Nao
Realizacdo CMT Nao Nao Nao Nao Nao Nao
Tipo de ordenha Manual Manual Manual Manual Manual Manual
Pré-dipping Nao Nao Nao Nao Nao Nao
Pés-dipping Nao Nao Nao Nao Nao Nao

N° animais em lactagéo: vacas leiteiras em producéo; N° animais com mastite clinica: numero de vacas com presenga de grumos no leite no momento do teste da caneca de fundo
escuro indicando mastite clinica; Faz teste mastite clinica: uso pela propriedade do teste da caneca do fundo escuro como rotina na ordenha; Faz teste CMT: uso pela propriedade do
California mastitis test para diagndstico de mastite subclinica no rebanho; Pré-dipping: antissepsia dos tetos através da imersdo com desinfetante antes da ordenha; Pds-dipping:

imersao dos tetos com desinfetante apds a ordenha.
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Quadro 2. Caracteristicas gerais das seis propriedades rurais que entregavam leite no tanque de expansdo comunitario 2,

Sacramento-MG, janeiro a abril de 2009.

Caracteristicas Propriedades

1 2 3 4 5 6
N° animais em lactagéo 40 15 22 32 18 27
N° animais com mastite clinica 0 0 0 1 0 0
Realizag&o de teste de mastite clinica Nao Nao Nao Nao Nao Nao
Realizagdo CMT Nao Nao Nao Nao Nao Nao
Tipo de ordenha Mecéanica Mecéanica Manual Mecéanica Manual Manual

balde ao pé balde ao pé balde ao pé

Pré-dipping Nao Sim Nao Nao Nao Nao
Pds-dipping Nao Nao Nao Nao Nao Nao
Desinfeccéo teteiras entre ordenhas Nao Nao - Nao - -

N° animais em lactacdo: vacas leiteiras em produgéo; N° animais com mastite clinica: numero de vacas com presenga de grumos no leite no momento do teste da caneca de fundo

escuro indicando mastite clinica; Faz teste mastite clinica: uso pela propriedade do teste da caneca do fundo preto como rotina na ordenha; Faz teste CMT: uso pela propriedade do

California mastitis test para diagndstico de mastite subclinica no rebanho; Pré- dipping: antissepsia dos tetos através da imersdo com desinfetante antes da ordenha; Pds- dipping:

imersao dos tetos com desinfetante apos a ordenha; Desinfeccéo teteiras entre ordenhas: procedimento para higienizagédo das teteiras entre um animal e outro durante a ordenha.
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4.2. Selegdo dos animais

Durante o periodo de janeiro a abril de 2009, 222 vacas lactantes aparentemente
sadias, pertencentes a 12 propriedades rurais, foram submetidas ao California Mastitis
Test (CMT). O teste foi usado como triagem dos casos de mastite subclinica no
rebanho, em que foram consideradas positivas as amostras de leite dos quartos
mamarios que apresentaram escore = 1 ao CMT (SCHALM & NOORLANDER, 1957).
Assim, foram colhidas amostras de leite dos animais reagentes ao CMT, exceto
daqueles que estavam nos primeiros dez dias de lactagdo ou nos 30 dias anteriores a
secagem, bem como das fémeas que apresentavam mastite clinica.

Para a realizagdo do CMT, foram desprezados trés jatos de leite e, em seguida,
colhidos cerca de dois mililitros em cada um dos quatro compartimentos circulares da
bandeja plastica. Depois do escoamento do excesso de leite efetuado por inclinagdo da
bandeja, foi adicionada em cada compartimento, igual quantidade do reagente, tendo-
se o cuidado de evitar a formagao de espuma. A homogeneizagao foi efetuada por meio
de movimentos circulares e uniformes, durante 10 a 15 segundos, quando realizavam-
se as leituras e a interpretacdo da prova (SCHALM & NOORLANDER, 1957). Assim,
foram consideradas positivas as misturas (leite + reagente) que apresentaram evidente
formagao de gel viscoso, acompanhadas ou ndo pela coloragdo violeta, e negativas as
misturas que permaneceram inalteradas, ou seja, sem a clara evidenciagdo de
viscosidade (HIPOLITO et al., 1965).

4.3. Colheita das amostras
As tabelas 1 e 2 mostram a distribuicdo dos pontos de colheita das 446 amostras

obtidas nas 12 propriedades rurais, de acordo com dois tanques de expansao
comunitarios objetos desta investigagéo.
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Tabela 1. Pontos de colheita das amostras provenientes das seis propriedades rurais que entregavam leite no tanque de
expansdo comunitario 1, Sacramento-MG, janeiro a abril de 2009.

T

Prop Leite Ostio LatdesLimpos  Baldes Coadores Leite do Leite do Maos dos Agua das AguaTanque  Superfificedo  Total
latdo Tanque  Ordenhadores Propriedades Comunitario Tanque
Comunitario Comunitario
n n n n n n n n n n n
1 14 14 1 1 1 1 1 2 2 1 3 41
2 10 10 1 1 1 1 1 2 2 1 30
3 10 10 1 1 1 2 2 3 1 31
4 1 1 1 1 1 1 1 2 4 1 2 36
5 2 2 1 1 1 1 1 2 1 1 1 14
6 1 1 1 1 1 2 1 1 9
Total 47 47 6 6 6 7 7 10 13 6 6 161

(-) Sem colheita de amostras.
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Tabela 2. Pontos de colheita das amostras provenientes das seis propriedades rurais que entregavam leite no tanque de

expansdo comunitario 2, Sacramento-MG, janeiro a abril de 2009.

Prop Leite Ostio Insufladores Insufladores  Latdes Limpos  Superfificie  Leite  Leite do Tanque Maos dos Agua das Agua Tanque  Coadores  Baldes  Total
antes da apés a da do Comunitario Ordenhadores Propriedades ~ Comunitario
ordenha ordenha Tubulagdo  latéo
n n n n n n n N n n n n n
1 20 20 20 20 4 6 1 1 2 2 1 97
2 21 21 16 16 4 - 1 1 2 2 1 85
3 2 2 4 1 1 2 2 1 1 1 17
4 1 " 16 16 5 1 1 2 2 1 1 67
5 1 2 1 2 2 1 1 10
6 1 2 1 2 1 1 1 9
Total 54 54 52 52 19 6 8 6 12 11 3 5 3 285

(-) Sem colheita de amostras.
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4.3.1. Amostras dos Ostios papilares

Foram colhidas amostras dos 6stios papilares dos quartos das fémeas reagentes
ao CMT, utilizando-se, para tanto, suabes estéreis acondicionados em tubos contendo
agua peptonada a 0,1%. Assim, os suabes eram friccionados sobre o dstio papilar, em
movimentos circulares e posteriormente mergulhados nos respectivos tubos (INGAWA
et al., 1992).

Todos os suabes utilizados durante o experimento foram adquiridos prontos — swab
sampler com agua peptonada tamponada 3M™.

Em seguida, estas amostras foram acondicionadas em caixa de material
isotérmico contendo gelo e levadas, para isolamento e identificagcdo bacteriana, ao
Laboratério de Analises de Alimentos de Origem Animal e Agua do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal-SP, UNESP.

4.3.2. Amostras de leite dos quartos mamarios

As amostras foram colhidas de acordo com os procedimentos recomendados
pelo National Mastitis Council (HARMON et al., 1990). Apds a limpeza do 6stio papilar
com alcool etilico 70% (v/v) utilizou-se tubos de ensaio esterilizados para
acondicionamento das amostras individuais de 2 a 5 mL de leite, de cada quarto
mamario, antes do inicio da ordenha. Estas amostras foram acondicionadas em caixa
de material isotérmico contendo gelo e levadas ao laboratorio para isolamento e

identificacao bacteriana.
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4.3.3. Amostras dos insufladores da ordenhadeira mecanica

Nas trés propriedades que possuiam ordenhadeira mecanica, antes do inicio e
ao final da ordenha, suabes estéreis acondicionados em tubos contendo &gua
peptonada a 0,1% foram friccionados em movimentos circulares na porcao final de cada
um dos insufladores em todos os conjuntos de ordenhadeiras, conforme recomendagéo
de McDONALD et al. (1993). Os suabes acondicionados em tubos contendo agua
peptonada a 0,1% foram transportados em caixa de material isotérmico contendo gelo e

levados ao laborat6rio para isolamento e identificagdo bacteriana.

4.3.4. Amostras das superficies internas dos latdes, baldes, coadores e dos
tanques de expansdo comunitarios e da tubulacdo utilizada para transvase do

leite

Suabes acondicionados em tubos contendo agua peptonada a 0,1% foram
friccionados nas superficies internas dos latdes higienizados, utilizados para
acondicionamento do leite até o momento da entrega nos tanques de expanséao
comunitarios, nos baldes, nos coadores e na superficie de um tanque de expansao
comunitario higienizado (antes do transvase do leite) e na superficie da tubulagéo
higienizada (PVC), utilizada para auxiliar o transvase de leite no tanque de expanséao
comunitario 2 (Quadro 3). Posteriormente os suabes foram mergulhados nos
respectivos tubos e foram acondicionados em caixa de material isotérmico contendo

gelo e levados ao laboratorio para isolamento e identificagdo bacteriana.
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Quadro 3. Figuras da tubulagdo de PVC utilizada para auxiliar o transvase de

leite no tanque de expansao comunitario 2.

4.3.5. Amostras de leite dos latdes de cada propriedade e dos tanques de

expansdo comunitarios

Para a colheita das amostras de leite oriundas dos tanques de expansao
comunitarios, realizou-se a homogeneizagao do leite do tanque acionando-se o agitador
por um tempo minimo de cinco minutos. Apds a homogeneizag&o, um volume de 20 mL
foi retirado com o auxilio de uma concha esterilizada, da parte superior e central do
tanque, e acondicionado em frasco de vidro esterilizado (BRITO et al., 1998).

Todas as amostras foram acondicionadas em caixa de material isotérmico

contendo gelo e levadas ao laboratério para isolamento e identificagdo bacteriana.
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4.3.6. Amostras obtidas das maos dos ordenhadores

Suabes estéreis mergulhados em agua peptonada a 0,1% foram passados nos
espagos interdigitais, nos espagos subungueais e sobre as palmas das maos dos
ordenhadores, e posteriormente mergulhados nos respectivos tubos. Somente em uma
das 12 propriedades nao foi possivel a obtencdo de amostras das maos do ordenhador.

Os suabes acondicionados em agua peptonada a 0,1% foram transportados em
caixa de material isotérmico contendo gelo e levados ao laboratério para isolamento e

identificacao bacteriana.

4.3.7. Amostras de agua das propriedades e da agua utilizada para

higienizac&do dos tanques de expansao comunitarios

As amostras de agua foram colhidas diretamente das torneiras e mangueiras
existentes nas salas de ordenha, apés o escoamento por trés minutos, assim como nos
reservatorios das propriedades e nas salas onde os tanques de expansdo comunitarios
estavam instalados, com os devidos cuidados de assepsia, em frascos de vidro
esterilizados, em quantidade aproximada de 400 mL (APHA, 2001).

As amostras foram diluidas, quando necessario, até a diluigdo 10 e submetidas
a técnica de membrana filtrante (membrana Schleicher e Schuell de 0,45 p e 47 mm de
diametro, ref. n° 1794-0) em sistema de filtro acoplado em kitasato conectado a bomba
de vacuo. Inicialmente foram filtrados 10 mL da amostra diluida e posteriormente 10 mL
da amostra pura. Entre cada amostra foram filtrados 100 mL de agua destilada estéril
(APHA, 2001). Para cada amostra foi utilizado uma membrana, a qual foi colocada em
placa de petri contendo agar Baird-Parker. As colbnias suspeitas foram avaliadas

segundo suas caracteristicas morfolégicas e tintoriais (Mac FADDIN, 1976).
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4.4. Exames laboratoriais

4.4.1. Isolamento e identificacdo das estirpes de estafilococos coagulase-

positivos

As amostras obtidas do leite provenientes dos quartos mamarios das fémeas
reagentes ao CMT e as amostras de leite obtidas nos latdes das propriedades e nos
tanques comunitarios, foram semeadas diretamente em placas de petri, contendo agar
Baird-Parker com auxilio de alga de semeadura e incubadas a 37°C por 24 a 48 horas.
As amostras oriundas dos 6stios papilares, dos insufladores dos conjuntos de ordenha,
dos latdes, dos baldes, dos coadores, da superficie da tubulacdo e das maos dos
ordenhadores foram semeadas em agar Baird-Parker com os suabes utilizados nas
colheitas e incubadas a 37°C por 24 a 48 horas.

A seguir, 3 a 5 colénias foram semeadas em tubos com agar nutriente inclinado e
incubadas a 37°C por 24 horas. Apos, foram preparados esfregagos corados pelo
método de Gram e as culturas apresentadas em forma de cocos Gram-positivos e
agrupados sob a forma de cachos de uva foram submetidas as provas de catalase, da
coagulase livre e de produgdo de acetoina (VP) (Mac FADDIN, 1976).

4.4.1.1. Teste da catalase

Apods 24 h de cultivo em agar nutriente, com uma alga bacterioldgica flambada,
retirou-se uma determinada quantidade de cultivo de Staphylococcus spp. Logo apés foi
feito um esfregago em uma lamina de vidro limpa, adicionando-se uma gota de agua
oxigenada (H202) a 3% sobre os microrganismos na lamina. As estirpes que
apresentaram imediato borbulhamento (liberagdo de gas) foram consideradas positivas
(Mac FADDIN, 1976).
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4.4.1.2. Teste da coagulase livre em tubo

Para a execugao da prova de coagulase, as estirpes foram semeadas em tubos
contendo caldo de infusdo de cérebro e coragdo (Brain Heart Infusion - BHI), e
incubadas a 35°C por 24 horas. Em sequéncia acrescentaram-se, em tubos de ensaio
(10 x 70 mm), 0,3 mL desta cultura e 0,5 mL de plasma de coelho diluido a 1:5 em
solugdo de cloreto de sdédio a 0,85% esterilizada. Apds agitagdo, os tubos foram
incubados em banho-maria a 37°C e as leituras realizadas ap6s 1, 2, 3, 4 e 24 horas. O
resultado foi considerado positivo quando ocorria coagulagdo do plasma (GARCIA et
al.,1980).

No presente trabalho, os microrganismos isolados que nao provocaram
coagulagdo do plasma de coelho nao foram submetidos as demais provas de
identificacédo para S. aureus, apesar da possibilidade, segundo SOUTO (2006), de
isolados de S. aureus de infeccbes intramamarias apresentarem caracteristicas
bioquimicas atipicas, ndo demonstrando comportamento bioquimico classico, como por

exemplo, reagao de coagulase positiva.

4.4.1.3. Teste de Voges-Proskauer

Para verificar a producdo da acetoina a partir da glicose, as estirpes de
estafilococos foram inoculadas em tubos contendo caldo de cultivo MRVP (Methyl-red
Voges-Proskauer Broth) e incubadas a 37 °C por 48 h. Em seguida, foi adicionada 0,6
mL de uma solugao de alfa-naftol a 5% e 0,2 mL de solu¢do de hidroxido de potassio a
40% (reativo de Barrit) em cada tubo. Apds agitacdo foi feita a leitura, sendo
considerados positivos os tubos em que a cultura apresentou a coloracido vermelha
apos 15 min (Mac FADDIN, 1976).
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4.5. Caracterizagcdo molecular dos isolados

A caracterizacdo molecular dos isolados foi realizada em todas as estirpes que
apresentaram-se como cocos Gram-positivos, agrupados sob a forma de “cachos de
uva’ e que se mostraram positivas nos testes da catalase, da coagulase e de Voges-
Proskauer.

4.5.1. Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA das estirpes isoladas utilizou-se o Kit Invitek®, —
Extracado de Material Genbmico, que continha o protocolo de extracdo de DNA para
bactérias Gram-positivas, as solugdes de lise, de extragado e de lavagem e colunas de
purificagao.

Foi centrifugado 1,5 mL de cultura em caldo BHI (37°C/18h a 24h) a 10.000 rpm
por 3 min e 30 s. Em seguida, todo o sobrenadante foi descartado em solugao de
hipoclorito de sédio.

O precipitado foi ressuspendido em 400 uL de Ressuspension Buffer R,
transferido para o Extration Tube L e incubado a 37°C por 10 min, sob constante
agitacdo. Posteriormente, a amostra foi incubada a 65°C por 10 min e por fim incubada
a 95°C por 5-10 min sobre constante agitagdo. Para manter as amostras sobre
agitagao constante utilizou-se Thermomixer compact.

Foi adicionado a amostra 400 yL de Binding Buffer B6, homogeneizou-se e em
seguida todo o conteudo do Extration Tube L foi transferido para o RTA Spin Filter Set,
incubada a temperatura ambiente por 1 min e centrifugada a 12.000 rpm por 1 min e 30
s, com posterior descarte do filtrado.

Ao RTA Spin Filter Set foi adicionado 500 uL de Wash Buffer |. Posteriormente a
amostra foi centrifugada a 10.000 rpm por 1 min e 30 s. O filtrado foi descartado
juntamente com o tubo, sendo que o RTA Spin Filter Set foi colocado em um novo tubo
RTA Receiver.
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Ao RTA Spin Filter Set foi adicionado 600 pL de Wash Buffer Il e posteriormente
a amostra foi centrifugada a 10.000 rpm por 1 min e 30 s. Apos o descarte do filtrado, a
amostra foi novamente centrifugada para prover total eliminagcdo do Wash Buffer Il, a
13.200 rpm por 3 min e 30 s, sendo o filtrado descartado juntamente com o tubo. O RTA
Spin Filter Set foi colocado em um RTA Receiver de 1,5 mL.

Ao RTA Spin Filter Set foi adicionado 200 pyL do Elution Buffer D, previamente
aquecido a 56°C. A amostra foi incubada a temperatura ambiente por 1 min, e em
seqguida, centrifugada a 8.000 rpm por 1 min e 30 s. O filtrado continha o material
genético desejado, sendo armazenado em freezer -20°C até o momento da utilizagcao
nas reacdes de PCR.

4.5.2. Amplificacdo de Fragmentos de DNA Cromossdémico

A caracterizagao molecular dos Staphylococcus aureus foi efetuada a partir da
amplificagdo de fragmentos de DNA cromossOmico especifico para estes
microrganismos, de acordo com o protocolo descrito por MARTINEAU et al. (1998).
Desse modo, apenas as estirpes identificadas genotipicamente por esta técnica como
sendo desta espécie foram submetidas aos testes seguintes. As reagdes
compreenderam volume final de 20 uL contendo 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCI,
2,5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador
Sa442-1 (5- AAT CTT TGT CGG TAC ACG ATA TTC TTC ACG- 3’) e Sad442-2 (5'-
CGT AAT GAG ATT TCA GTA GAT AAT ACA ACA- 3’), e 0,5 U de Taq polimerase em
amplificacdo do tipo host-start.

As misturas de PCR foram submetidas a desnaturacido, por 3 min, a 94°C e,
posteriormente, a 30 ciclos de 1 s, a 95°C, para desnaturacdo e 30 s, a 55°C, para
pareamento e extensao dos oligonucleotideos iniciadores.

O produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose, em cuba
horizontal. Sendo assim, 10 pyL do produto amplificado foram aplicados em gel de
agarose 2%, corado com brometo de etideo a uma concentragdo de 50 pL/L e

submetido a corrida eletroforética a 120 V por 90 min. Utilizou-se marcador de peso
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molecular de 100 pares de bases (pb) (Invitrogen, Brasil), disposto no gel juntamente
com todas as amostras analisadas em cada eletroforese, como padrao para o tamanho
das bandas de DNA formadas. O tamanho dos segmentos amplificados era de 108 pb.

O produto de eletroforese foi visualizado em aparelho fotodocumentador Gel Doc
2000 - BioRad.

Foram tomados os devidos cuidados para evitar-se a contaminagao de utensilios
e equipamentos de laboratério com o material genético. As amostras foram extraidas,
amplificadas e visualizadas na mesma sequéncia. A inclusdo de um controle negativo
foi realizada durante todo o procedimento, para prevenir riscos de resultados falsos
positivos em todas as reagdes. Foi utilizada a ATCC 25923 como cepa controle positiva

de S. aureus em todas as reagdes.

Quadro 4. Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores (Invitrogen, Brasil) utilizados
para identificacdo da espécie de Staphylococcus aureus e os respectivos
tamanhos dos fragmentos esperados (MARTINEAU et al., 1998)

Primers Sequéncia Tamanho do
fragmento esperado
- pares de bases

Sa442-1 S-AATCTTTGTCGGTACACGATATTCTTCACG-3’

Sad442-2 | 5-CGTAATGAGATTTCAGTAGATAATACAACA-3’ 108 pb
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PM CP CP CP CP CN

108 pb >

Figura 1. Eletroforograma da ATCC 25923, utilizada como cepa controle positivo
nas analises moleculares para confirmacéo da espécie S. aureus; PM:
Marcador de Peso Molecular Ladder 100 (Invitrogen®); C.P.: Controle
positivo (utilizacdo de DNA da ATCC 25923); C.N.: Controle Negativo
(utilizacdo de agua Mili-Q estéril e filtrada)

4.6. Eletroforese em gel de campo pulsado (Pulsed-Field Gel

Electrophoresis — PFGE)

De acordo com o protocolo estabelecido por McDOUGAL et al. (2003), uma
alcada de cultura pura de S. aureus estocada em BHI e mantida sob refrigeragao foi
semeada em 5 mL de caldo THB (Todd-Hewitt Broth) e incubados em agitagéo vigorosa
a 35-37°C por 18-24 h. O ajuste da concentracdo bacteriana foi feito em
espectrofotdbmetro com a adigédo de salina e absorbancia de 0,9 a 1,1 com comprimento
de onda de 610 nm.

Duzentos microlitros da suspensao bacteriana foram centrifugados a 12.000 rpm
por 2 a 4 min, e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em 300
ML de tampé&o TE (10mM Tris HCI, 1 mM EDTA [pH 8,0]) e equilibrado em banho-maria
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a 37°C por 10 min. Foram utilizados, para a lise celular, 40 yL de solucéo de lisostafina
(1 mg/mL em 20 mM de acetato de sodio) e, acrescidos a suspensao bacteriana, 300
ML de solugdo 20% de agarose low-melting (em tampdo TE), gentilmente
homogeneizados e dispostos nos moldes para a confecgao dos blocos.

A solidificacdo da mistura foi realizada em temperatura ambiente por 10 min ou
em refrigerador a 4°C por 5 min. Em seguida, os blocos foram removidos dos moldes e
adicionados em tubos contendo 3 mL de tampéo de lise EC (6 mM Tris HCI, 1 M NaCl,
100 mM EDTA, 0,5% Brij-58, 0,2% de deoxicolato de sddio, 0,5% de lauroylsarcosine,
pH 8,0) e incubados a 37°C por, no minimo, 4 h.

Posteriormente, o tampao de lise EC foi descartado e adicionados 4 mL de
tampao TE, incubando a 37°C por 30 min, e esta troca repetida, no minimo, mais trés
vezes. Até posterior utilizagdo para a digestao restritiva com enzima Smal, que cliva o
DNA cromossémico no local de restricdo CCC-GGG, os blocos foram armazenados a
4°C.

Para a digestao restritiva com Smal, foi transferido um bloco para novo tubo de
ensaio com 200 yL de tampéo de restricdo 1x, para equilibrio do bloco, e incubados a
30°C por, pelo menos, 30 min. Apds a remogao deste tampéo, foram acrescidos 200 uL
de reacgao, desta vez com 5 pyL da enzima Smal, em cada tubo, com incubacgao a 30°C
por 4 h.

Apos a solidificagdo do gel de agarose de grau cromossomal (cromosomal grade
agarose, BioRad) a 1% preparado em tampao 0,5x TBE, os blocos foram introduzidos
diretamente nos pogos formados com a retirada do pente que acompanha o aparelho.
Para a vedagem, foi utilizada a mesma agarose equilibrada a, aproximadamente, 56°C,
com a finalidade de impedir que os blocos saiam dos pocos.

A eletroforese foi executada com célula de eletroforese CHEF-DR IIlI (BioRad,
Melville, N. Y.) e, como padréo, foi utilizado DNA do bacteri6fago A, que serviu como
controle dos parametros de corrida das unidades CHEF-DR. Os padrées de corrida
foram os seguintes: pulso inicial, 5 s; pulso final, 40 s; voltagem, 200 V ou 6 V/cm;

tempo, 21 h; e temperatura, 14°C.
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Para que os fragmentos de DNA fossem corados, os géis foram colocados, sob
imersao, em 100 uL de tampaéo TE com 1,5 yL de brometo de etidio, por 45 min. Em
seguida foram descorados em agua destilada, por 25 min, e fotografados
posteriormente para a visualizacdo dos diferentes pulsotipos no sistema de

fotodocumentagédo GelDoc® (BioRad).

4.7. Classificacado dos pulsotipos

A classificagao dos pulsotipos em grupos foi gerada pelo dendrograma resultante
da analise de agrupamento por meétodo hierarquico utilizando como medida de
semelhancga entre os pulsotipos o coeficiente de Jaccard e a ligagao dos grupos pelo
método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using arithmetic Averages) (SNEATH
& SOKAL, 1973). O software STATISTICA versao 7 foi utilizado no processamento da
analise de agrupamento. As analises foram realizadas no Departamento de Ciéncias
Exatas da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal-SP,
UNESP.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamento e identificacdo das estirpes de estafilococos coagulase-

positivos de acordo com pontos de colheita das amostras

Das 446 amostras colhidas nos diversos pontos do fluxograma do leite, foram
isoladas e identificadas 244 estirpes de estafilococos coagulase-positivos, as quais foram
submetidas a amplificacao de fragmentos de DNA Cromossdmico especifico da espécie

de S. aureus.

5.2. Amplificac&do de Fragmentos de DNA CromossOomico

Entre as 244 estirpes de estafilococos coagulase-positivos, o fragmento de DNA
cromossOmico especifico da espécie de S. aureus foi amplificado em 106 amostras.

Os produtos da reacdo de amplificacdo de algumas amostras submetidas a
analise molecular para confirmacdo das estirpes de Staphylococcus aureus estéo
apresentados na Figura 2.

A distribuicdo das estirpes de Staphylococcus aureus isoladas de acordo com a

origem das amostras, estdo apresentadas nas Tabelas 3 e 4.
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108 pb >

Figura 2. Eletroforogramas gerado de amostras submetidas a analise molecular para
confirmacgéao das estirpes de Staphylococcus aureus.
PM: Marcador de Peso Molecular Ladder 100 (Invitrogen®)
C.P.: Controle positivo (utilizagcdo de DNA da ATCC 25923)

C.N.: Controle Negativo (utilizagdo de agua Mili-Q estéril e filtrada)
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Tabela 3. Distribuigao das estirpes de Staphylococcus aureus isoladas de acordo com a origem das amostras, nas seis

propriedades rurais que entregavam leite no tanque de expansao comunitario 1, Sacramento-MG, janeiro a

abril de 20009.
Prop. Leite Ostio Latdes Baldes Coadores Leite do Leite do Méos dos Agua das Agua Superficie Total
latdo Tanque ordenhadores propriedades do Tanque Tanque
Comunitario Comunitario  Comunitario
n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n %
1 3 80 7 190 - - - - - -1 27 1 2,7 1 2,7 - - - - - - 13 35,1
2 2 54 2 54 - - - - - -1 27 - - - - - - - - - - 5 135
3 5 135 1 27 - - - - - -1 27 1 2,7 - - - - - - - - 8 217
4 - - 5 135 - - 1 27 - - 127 1 2,7 - - - - - - - - 8 217
5 1 27 1 27 - - - - - - - - 1 2,7 - - - - - - - - 3 8,0
Total 11 296 16 433 - - 1 27 - - 4 108 4 10,8 1 2,7 - - - - - - 37 100,0
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Na Tabela 3, observa-se que as estirpes de S. aureus obtidas dos 6stios
papilares e do leite das fémeas reagentes ao CMT foram os locais que apresentaram o
maior numero de isolados, com 16 (43,3%) e 11 (29,6%) estirpes, respectivamente.
Considerando-se que os S. aureus sdo patdgenos contagiosos, cujos principais sitios
de localizacdo nos animais sado representados pelo leite dos quartos infectados e
superficies da pele do ubere e do teto, e que a transmissdo desses microrganismos
ocorre usualmente entre as vacas durante a ordenha, os dados inseridos nesta Tabela,
evidenciam, portanto, que a realizacido correta da antissepsia dos tetos antes da
ordenha é de fundamental importancia.

Os dados da Tabela 3, mostram que na propriedade 1, houve o isolamento de
uma (2,7%) estirpe de S. aureus nas méos do ordenhador. Considerando-se que nessa
propriedade a ordenha era realizada manualmente, esse achado ratifica a importancia
da higienizagdo das méos, diante da possibilidade de constituirem-se em uma
importante via de contaminacédo e transmissdo de S. aureus durante o processo de
obtencao do leite.

Observa-se ainda, que houve a presenga de S. aureus em quatro (10,8%)
amostras de leite do latdo das propriedades. Esses microrganismos foram também
isolados em quatro (10,8%) amostras do leite de conjunto contido no tanque
comunitario. Este achado talvez possa ser atribuido as precarias condigbes higiénicas
dos baldes, latbes e coadores utilizados na obtencdo do leite que certamente
influenciaram na qualidade microbioldégica deste produto, independentemente da
provavel ocorréncia de falhas nos procedimentos de higienizagdo do tanque
comunitario. Acrescenta-se ao exposto, a possibilidade da ocorréncia de contaminagdes
por estes microrganismos ao longo do trajeto do leite, desde sua obtengdo até o
momento em que foi colocado no tanque comunitario.

Neste sentido, PHILPOT & NICKERSON (2002) assinalam que a inadequada
limpeza do tanque de expansao assim como dos utensilios auxiliares utilizados na
obtencao do leite, pode levar ao acumulo de residuos no leite em suas superficies, de

modo a servir de substrato para a multiplicagao bacteriana.
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Tabela 4. Distribuicdo das estirpes de Staphylococcus aureus isoladas de acordo com a origem das amostras, nas seis

propriedades rurais que entregavam leite no tanque de expansao comunitario 2, Sacramento-MG, janeiro a

abril de 2009.
Prop. Leite Ostio Insufladores Insufladores Latdes Baldes Coadores Superficie Leite Leite do Méaos dos Agua das Agua Total
antes da apos a da do Tanque ordenhadores prop. Tanque
ordenha ordenha Tubulagao latao Com. Com.
n % n % n % n %9 n % n % n % n % n % n % n % n % % n %
1 3 42 5 70 - - 3 42 - - - - - - 1 1,4 - - 1 1,4 - - 1 14 - 14 20,2
2 5 70 6 87 1 1,4 4 60 1 14 - - - - - - - - - - 2 2,8 - - - 19 27,5
3 1 1,4 - - - - - - 2 28 - - 2 28 - - 1 14 - - - - - - - 6 8,7
4 3 42 6 87 8 12,0 7 10,0 - - 1 14 - - - - - - 1 1,4 - - - - - 26 38,0
5 - - - - - - - - - - - - - - - - 1 14 - - 1 1,4 1 14 - 3 4,2
6 - - - - - - - - - - - - - - - - 1 14 - - - - - - 1 1,4
Total 12 16,8 17 244 9 13,4 14 202 3 42 1 14 2 28 1 1,4 3 4.2 2 2,8 3 4,2 2 438 - 69 100,0
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Na Tabela 4, observa-se que a ocorréncia de estirpes de S. aureus obtidas dos
ostios papilares e do leite das fémeas reagentes ao CMT foram os locais de isolamento
que apresentaram o maior numero de isolados, com 17 (24,4%) e 12 (16,8%) estirpes,
respectivamente. De acordo com SANTOS & FONSECA (2007), a incidéncia de
infeccbes esta altamente correlacionada com o numero de patégenos presentes na
extremidade dos tetos. Assim, acredita-se que a ocorréncia de S. aureus nos pontos em
questdo, possa estar diretamente associada a auséncia da execugdao dos
procedimentos de antissepsia dos tetos antes e apds a ordenha.

Neste sentido, sabe-se que a realizagdo do pré-dipping (antissepsia dos tetos
antes da ordenha) reduz a contaminagdo dos tetos e o risco de novas infecgdes
intramamarias, além de melhorar a eficiéncia da ordenha. A realizagao do pdés-dipping
(antissepsia dos tetos apdés a ordenha) com desinfetante a base de iodo e a imerséo
completa dos insufladores em balde com solugdo clorada (hipoclorito de sd6dio) dos
insufladores das ordenhadeiras sao medidas importantes para o controle da mastite
(SANTOS & FONSECA, 2007).

A investigacao realizada por PHILPOT & NICKERSON (2002) utilizando os
produtos disponiveis no mercado para a realizagdo do pos-dipping, de acordo com os
protocolos estabelecidos pelo National Mastitis Council, mostrou que nesta etapa do
processo de obtencdo do leite pode-se reduzir em pelo menos 50% a taxa de infec¢ao
por microrganismos contagiosos.

De acordo com os dados inseridos na Tabela 4, observa-se que houve o
isolamento de estirpes de S. aureus nos insufladores das ordenhadeiras mecanicas,
antes e apos a ordenha, em nove (13,4%) e 14 (20,2%) ocasides, respectivamente.
Esses achados demonstram que os insufladores da ordenhadeira podem constituir em
uma importante via de contaminagao e transmissao de S. aureus durante a obtencao do
leite. Segundo KIM (1995) a higiene e a desinfec¢do do equipamento de ordenha é uma
importante medida para a redugdo do numero de microrganismos no leite. Segundo
FONSECA & SANTOS (2001), a limpeza dos equipamentos de ordenha quando nao
respeitados os procedimentos corretos de tempo e temperatura e a utilizacdo e

concentragdo de detergentes, pode levar ao acumulo de componentes do leite no
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sistema, propiciando a multiplicagdo de microrganismos que irdo contribuir para o
aumento de até 10% da contaminacgao bacteriana do leite.

De acordo com a Tabela 4, observa-se que houve isolamento de estirpes de S.
aureus nos latdes, baldes e coadores, em trés (4,3%), um (1,4%) e dois (2,8%)
respectivamente, reforcando a deficiente higienizagdo realizada nos utensilios das
propriedades desta investigagdo. Observa-se ainda que houve a ocorréncia de estirpes
de S. aureus em uma (1,4%) amostra obtida da superficie da tubulagdo auxiliar no
transvase do leite. Esta ocorréncia pode ser atribuida a inadequada higienizagao
empregada na tubulagéo, o que pode ter favorecido a formagéo de biofilme no utensilio
em questao.

Considerando-se a capacidade de estirpes de S. aureus formarem biofilmes e
aderirem a diversas superficies, principalmente de equipamentos e instalagbes no
ambiente de ordenha, ressalta-se a importancia da desinfecgédo e da higiene adequada
destes equipamentos para a eliminagao desses agentes (MELO, 2008).

Os dados inseridos na Tabela 4 mostram que houve o isolamento de trés (4,2%)
estirpes de S. aureus nas maos dos ordenhadores. Sabendo-se que as maos
constituem uma importante via de contaminacao e transmissao de S. aureus durante o
processo de obtencdo do leite, esse achado demonstra a importancia da higienizagao
das méos.

Observa-se, ainda, que houve a presenga de S. aureus em trés (4,2%) amostras
de leite do latdo das propriedades. Esses microrganismos foram também isolados em
duas (2,8%) amostras do leite de conjunto contido no tanque comunitario. Este achado
talvez possa ser atribuido as precarias condigdes higiénicas dos utensilios utilizados na
obtencdo do leite que certamente influenciaram na qualidade microbiolégica deste
produto, independentemente da provavel ocorréncia de falhas nos procedimentos de
higienizac&o do tanque comunitario.

Segundo FAGUNDES (2007), pelo fato de S. aureus ser uma bactéria de origem
contagiosa e sua disseminagao entre os animais dar-se principalmente durante a

ordenha, pelas mas condigbes de higiene dos animais, dos ordenhadores e dos
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procedimentos de ordenha, pode-se relacionar a presenca de S. aureus as condicdes
de higiene encontradas nas propriedades.

Sabendo-se que em propriedades rurais destinadas a producgao leiteira, a agua
também se destaca como via de transmissdo de agentes causadores de mastites,
conforme dados inseridos na Tabela 4, observa-se que no presente estudo houve a
ocorréncia de S. aureus em 2 (4,8%) amostras de agua das propriedades. Na
propriedade 1, acredita-se que a agua contaminada favoreceu a possivel formagao de
biofimes nos insufladores da ordenhadeira, tornando-o um local de elevada
transmissibilidade da enfermidade. Na propriedade 5, a agua utilizada possivelmente
constituiu fonte de contaminagéo para as maos do ordenhador.

Segundo FERREIRA (2008), a formacédo de biofilme nos insufladores, caso
ocorram falhas na manutengdo e na higiene dos equipamentos, pode contribuir para a
troca de genes de resisténcia entre os microrganismos que ali colonizam.

De acordo com ADESIYUN et al. (1997) e AMARAL et al. (2004), a agua utilizada
em propriedades leiteiras pode ser importante veiculo de microrganismos patogénicos
para o leite e para a glandula mamaria. Sendo assim, existe a necessidade da
desinfeccédo e controle de qualidade da agua utilizada na produgao de leite, com os
objetivos de minimizar os riscos a saude humana e animal.

FERREIRA (2008) ao estudar as 245 estirpes de S. aureus isoladas dos casos
de mastite e de outros sitios de localizagdo em uma propriedade rural, observou que os
isolamentos foram mais frequentes entre as amostras de leite, seguidas pelas amostras
dos ostios papilares e dos insufladores. Do mesmo modo, OLIVEIRA (2001), em estudo
realizado em cinco propriedades leiteiras da regidao noroeste do estado de S&o Paulo,
observou que o leite foi o ponto de colheita que apresentou maior ocorréncia de estirpes
de S. aureus. Deve-se assinalar, contudo, que o referido autor observou a presenca
destes microrganismos em apenas 1,5% dos insufladores, enquanto que nenhuma

estirpe foi isolada dos Ostios papilares.
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5.3. Eletroforese em gel de campo pulsado

No momento da realizagao da eletroforese em gel de campo pulsado, observou-
se que trés estirpes de S. aureus nao atingiram a concentragédo bacteriana necessaria
para a execugao da prova. Sendo assim, 103 estirpes de S. aureus foram submetidas a
PFGE.

Alguns exemplos dos produtos amplificados obtidos na analise dos géis da
eletroforese de campo pulsado estdo apresentados na Figura 3, enquanto o
dendrograma dos produtos amplificados, gerado pelo algoritmo UPGMA, pode ser

visualizado na Figura 4.

PM 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 1213 14151617 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 PM

Figura 3. Exemplos de padrbées de macrorrestricdo do crDNA das estirpes de

Staphylococcus aureus, submetidas a PFGE.
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Segundo SANTOS et al. (2003), a associagao entre os isolados de S. aureus
provenientes de mastites e os locais de isolamento € de extrema importancia
epidemioldgica. As linhas de ordenha sao locais de intenso manejo, que podem
propiciar condigdes de veiculagdo de patégenos para a glandula mamaria,
especialmente S. aureus, caso sejam negligenciados os procedimentos de desinfecgao
dos equipamentos de ordenha e de higiene da glandula mamaria durante a pré
ordenha.

De acordo com o método de analise de agrupamento utilizado foi possivel
classificar as estirpes de S. aureus analisadas em 32 grupos. A classificagdo dos
pulsotipos foi realizada pela analise do dendrograma de acordo com o estabelecido por
TENOVER et al. (1997), os quais estabelecem que, as amostras com até 70% de
similaridade sao agrupadas como mesmo pulsotipo.

Na Tabela 5 estido apresentados os 32 padrdes distintos encontrados para as
estirpes de S. aureus de acordo com a origem das amostras provenientes das 12

propriedades estudadas.
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Tabela 5. Distribuicdo das estirpes de Staphylococcus aureus isoladas de acordo com a origem, entre as amostras provenientes das 12

Leite das Ostio Leite Latdo  Leite Tanque Ins. antes Insufladores apds Latbes Baldes Coadores Maos Sup. Tub Agua
fémeas Com. ordenha ordenha Prop.
% n % % % n % % % % n % n % n % % n %
1 58 11 10,6 1,9 1,9 2 1,9 1,9 1,0 26 25,2
2 2 19 2 1,9
3 1,0 2 1,9 1,0 4 38
4 1 1,0 1,0 1,0 1 10 4 38
5 1,0 2 1,9 3 29
6 2,9 3 2,9
7 1 1,0 1 1,0 2 19
8 2 1,9 2 19
19 1 1,0 3 2,9
1,9 1,0 3 29
19 1,0 1,0 4 38
2 19 2 19
1,0 1 1,0
1 1,0 1 10 1 1,0 3 2,9
1,9 38 6 58
1,0 1 1,0
1,0 1 10 2 19
1 1,0 1,0 2 19
1 1,0 1,0 2 19
1,0 1,0 2 19
2 1,9
1,0 1 1,0 2 1,9
1 1,0 1,0 2 1,9
1,0 1,9 3 29
3 29 1,0 4 38
19 1,0 3 2,9
1 1,0 1,0 2 1,9
1 1,0 1 1,0
1,0 1,0 1 10 3 29
1 1,0 1 1,0
1 1,0 1,0 2 1,9
1,0 1 1,0
24,3 30 29,1 6,8 5,9 9 8,8 14,6 2,0 2,0 1 10 3 30 1 1,0 2,0 10 100,0
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De acordo com os dados inseridos na Tabela 5, no presente estudo houve
heterogeneidade genética entre os isolados, uma vez que foi observado um grande
numero de pulsotipos. Esses achados se assemelham aos obtidos por FERREIRA
(2008) que obteve 39 pulsotipos, das 245 estirpes de S. aureus isoladas do leite de
casos de mastite, dos Ostios papilares e dos insufladores da ordenhadeira mecéanica,
em trabalho realizado em Nova Odessa-SP.

Observa-se, também na Tabela 5, que o pulsotipo 1 apresentou a maior
prevaléncia entre os pulsotipos encontrados, com 25,2% (26) das estirpes tipadas,
seguido pelos padrées 15, 3, 4, 11 e 25, com 5,8% (6), 3,8% (4), 3,8% (4), 3,8% (4),
3,8% (4), respectivamente.

LANGE et al. (1999) observaram, ao pesquisar 66 estirpes de S. aureus isoladas
de leite de vacas com mastite no sul do Brasil, 33 pulsotipos distintos e, também, a
presenca de um mesmo padrao de macrorrestricdo do crDNA em 15,1% das amostras.

FERREIRA (2008) observou que o pulsotipo 29 apresentou a maior prevaléncia
entre os padrdes de macrorrestricdo do crDNA, com 15,1% (31) das estirpes tipadas,
seguido pelos padrbes 17, 24, 9 e 20, com 10,7% (22), 9,3% (19), 6,9% (14) e 5,8%
(12), respectivamente.

Segundo ROBERSON et al. (1994) a elevada variabilidade entre os padrdes
fenotipicos e genotipicos pode decorrer da diversidade dos locais nos quais os S.
aureus sao encontrados, uma vez que estes microrganismos podem ser isolados do
leite de vacas acometidas de mastite clinica e subclinica, da superficie da pele dos
tetos, dos insufladores das ordenhadeiras, e dos ordenhadores.

No presente estudo, o pulsotipo 1 apresentou maior similaridade entre as
estirpes de S. aureus isoladas nos diferentes pontos do fluxograma de obtengédo do
leite, evidenciando, portanto, a disseminagcdo do agente entre as diferentes
propriedades.

A maior distribuicdo do pulsotipo 1 das estirpes de Staphylococcus aureus foi
observada nos Ostios papilares, seguido pelo leite das fémeas reagentes ao CMT e
insufladores das ordenhadeiras mecanicas com 11 (10,6%), 6 (5,8%), 4 (3,8%)

respectivamente, evidenciando com isso, a importancia desses pontos no mecanismo
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de transmissdo do agente entre as diferentes propriedades estudadas. Os resultados
obtidos sugerem, ainda, que os procedimentos usuais de higiene adotados durante a
ordenha, a limpeza e a desinfecgdo dos utensilios e dos equipamentos nas
propriedades objeto desta investigagcédo, ndo foram realizados adequadamente.

Na Tabela 6 pode ser observada a distribuicdo das estirpes de Staphylococcus
aureus isoladas de acordo com a origem, entre as amostras provenientes de cada

propriedade estudada, com os respectivos pulsotipos.
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Tabela 6. Distribuicao das estirpes de Staphylococcus aureus isoladas de acordo com a origem, entre as amostras provenientes de cada
propriedade estudada, com os respectivos padrdes de macrorrestricdo do crDNA, Sacramento-MG, janeiro a abril de 2009.

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 Tanque Tanque
Com. 1 Com. 2

Pulsotipo n n n n n n n n n n n n

1 10,1L 10 2L,1LL,10 10 30,2L 1L,1LL 11L 21L,40,21S 1LT 1LT
2 20

3 1LL 20 1L

4 1M 10 11S 1LT
5 1L 20

6 2L 1L

7 11,10

8 10 10

9 2L 10

10 1L 1L 11S

11 1LL, 1A 1LL 1LT
12 21IL

13 1LT
14 1C 10 1TA
15 1L 21S 21S 1L

16 1L

17 1LA, 1M

18 10,1LL

19 10,118

20 1L,118

21 20

22 1,10

23 1A 11L

24 10 1L 11S

25 115,30

26 1LL 1L 1L

27 1SL 11S

28 1SL

29 11S,1M 1B

30 1SL

31 10 1LT
32 1B

Total 12 3 9 7 2 - 12 19 4 25 2 1 5 2

O=6stio; L=leite das fémeas reagentes ao CMT; LL=leite do latdo das propriedades; IL=insuflador antes da ordenha; IS=insuflador apds a ordenha; LT=leite do tanque
comunitario; M=méao dos ordenhadores; A=agua das propriedades; C=coador; TA=tubulagéo auxiliar no transvase do leite; LA=latao; B=balde. P1 a P5= Propriedade 1
a Propriedade 5 que entregavam leite no tanque de expansdo comunitario 1. P1 a P6= Propriedade 1 a Propriedade 6 que entregavam leite no tanque de expansao
comunitario 1. P7 a P12= Propriedade 1 a Propriedade 6 que entregavam leite no tanque de expansédo comunitario 2.
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Os dados inseridos na Tabela 6 revelam que o pulsotipo 1 esteve presente em 8
(66,6%) das 12 propriedades estudadas. Esse pulsotipo se manifestou nos isolados de
Ostios papilares, leite das fémeas reagentes ao CMT, leite do latdo das propriedades,
insufladores das ordenhadeiras mecanicas e no leite do tanque comunitario.

Depreende-se, portanto, que os isolados de mesmo perfil genético identificados
nos insufladores das ordenhadeiras mecanicas, nos 6stios papilares e no leite refletem
a importancia das ordenhadeiras mecanicas como via de transmissao deste agente
etiolégico da mastite.

SANTOS (2009) em estudo epidemiolégico-molecular associado a mastite bovina
em propriedades de exploracédo leiteira dos Estados de S&o Paulo e Pernambuco
observou que o isolamento de S. aureus pertencente ao mesmo perfil genético em
insufladores e a partir de amostras de leite reflete o papel do equipamento de ordenha
como possivel via de transmissdo na mastite bovina no rebanho. Observou ainda que a
pele do ubere constituiu também em uma importante via de transmissao da mastite.

FERREIRA (2008) observou que houve a manutencgéo e a disseminacéo clonal
de alguns pulsotipos identificados nas amostras analisadas. Segundo esse mesmo
autor, a ocorréncia de estirpes de S. aureus com pulsotipos iguais em uma mesma
colheita evidenciou, nas amostras de leite, éstios papilares e insufladores da
ordenhadeira mecanica, a relagao epidemioldgica existente entre as fontes de infecgao
e vias de transmissao.

No presente estudo, acredita-se que a disseminacao do S. aureus nas diferentes
propriedades pode ser atribuida a proximidade existente entre as mesmas, o que
possivelmente favorece a troca de animais, sem observar os protocolos de controle
sanitario dos rebanhos. Acredita-se ainda, que a disseminagdao observada pode ser
explicada pelo fato de que o sistema de uso do tanque de expansao para refrigeracao
do leite era comunitario. Assim, no momento da entrega do leite, os latdes eram
higienizados mecanicamente no local onde os tanques de expansdo estavam

instalados, favorecendo a disseminagao de microrganismos.
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Segundo FAGUNDES (2007), a disseminagcao de S. aureus entre diferentes
propriedades, possivelmente pode ocorrer através da troca ou venda de animais entre
as propriedades.

A ocorréncia de S. aureus evidencia a importancia do diagnostico destes agentes
nas mastites bovinas, cuja identificacdo proporciona o delineamento de programas de
controle mais racionais e efetivos. Desse modo, com a redug¢do da ocorréncia desta
enfermidade, além da diminuicdo das despesas com o tratamento, serdo criadas
condicdes propicias para a melhoria da qualidade do leite produzido em nosso meio.

Segundo ZECCONI & PICCININI (1999) a variabilidade genotipica sugere a
necessidade de identificar clones ou subtipos antes mesmo de serem adotadas
medidas especificas no controle da mastite.

Tais informacdes poderao auxiliar na elaboragao de estratégias mais eficientes
que visem a reducdo dos casos de infeccdo, uma vez que a partir dos perfis
moleculares é possivel inferir relagbes genéticas existentes entre os diferentes clones,
detectar o fluxo génico e tracar rotas de dispersao da infecgdo no rebanho (KAPUR et
al., 1995).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento do perfil molecular dos Staphylococcus aureus auxilia na melhor
compreensao dos estudos epidemioldgicos de dispersao destes patdégenos nas

propriedades rurais objetos desta investigacao.

Os resultados obtidos corroboram na identificacdo dos principais pontos de
transmissdo das estirpes de S. aureus no fluxograma de producdo leiteira, e a
participacdo dos bovinos leiteiros como importantes reservatorios destes

microrganismos.

Tais achados corroboram, ainda, com a imperiosa necessidade da adog¢éo de
algumas medidas voltadas para o estabelecimento de um programa de controle da
mastite nessas propriedades, dentre as quais destacam-se:

- a utilizacado do CMT para a deteccao dos casos de mastite subclinica;

- 0 estabelecimento de uma linha de ordenha, onde os animais sadios devem ser
ordenhados antes dos animais infectados;

- a realizacado da antissepsia dos tetos, por meio da utilizacdo do pré e do pods-
dipping;

- a correta desinfeccdo dos insufladores das ordenhadeiras mecanicas, assim

como dos latdes de leite e dos tanques de expansao comunitarios.
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7. CONCLUSOES

7.1. Os pontos de colheita de amostras que apresentaram maior frequéncia de
isolamento de estirpes de Staphylococcus aureus foram os 6stios papilares (31,1%), o
leite das vacas reagentes ao CMT (21,7%), os insufladores das ordenhadeiras
mecanicas (21,7%), o leite dos latdes (6,6%) e o leite contido nos tanques de expansao

comunitarios (5,6%).

7.2. Houve heterogeneidade genética entre as 103 estirpes de Staphylococcus

aureus isoladas, uma vez que foram identificados 32 pulsotipos diferentes.

7.3. O pulsotipo 1 foi 0 que apresentou maior similaridade, entre as estirpes de
Staphylococcus aureus isoladas nos diferentes pontos do fluxograma de obtengdo do

leite.

7.4. A maior frequéncia de isolamento do pulsotipo 1 das estirpes de
Staphylococcus aureus foi observada nos ostios papilares (10,6%), seguido pelo leite
das fémeas reagentes ao CMT (5,8%) e insufladores das ordenhadeiras mecénicas
(3,8%), evidenciando, portanto, a importancia desses pontos no mecanismo de

transmissao desses agentes nas propriedades estudadas.
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