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RESUMO

MENDES, Marcela B. Staphylococcus-meticilina-resistente em ambiente de producao
leiteira — uma abordagem de salde Unica. 2024. 57 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2024.

A bovinocultura leiteira representa uma das principais fontes de renda e geracdo de empregos
do setor agropecuario brasileiro, sendo marcada por acentuada heterogeneidade tanto em
relacdo aos sistemas de producdo quanto ao perfil dos rebanhos e de produtores. O status
sanitario de um rebanho leiteiro é essencial dentro da cadeia de producdo, em que a maior
dificuldade enfrentada pelos produtores é a mastite. Sua etiologia é atribuida tanto a agentes
ambientais quanto contagiosos, sendo as bactérias do género Staphylococcus a causa mais
comum entre todos os casos e amplamente distribuida pelo mundo. O setor de producéo animal
se torna crucial na propagacao tanto de patdgenos quanto de genes de resisténcia, sendo a
administragdo de antimicrobianos como promotores de crescimento e profilaticos a principal
via de pressdo seletiva sobre a microbiota animal e ambiental. Considerando-se o significativo
risco mediante quadros infecciosos e os embargos econdémicos implicados, a OMS declarou a
resisténcia antimicrobiana uma ameaca substancial a sadde global. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a prevaléncia de espécies do género Staphylococcus e o perfil fenogenotipico de
resisténcia antimicrobiana frente a classe dos beta-lactimicos mediada pelo gene mecA a partir
isolados obtidos de amostras de leite bovino coletados em propriedades no sul do estado de
Rondbnia e da regido Sudeste, incluindo a Baixada Fluminense e propriedades localizadas na
divisa com os estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, assim como avaliar o perfil higiénico-
sanitario destas propriedades rurais. A amostragem abrangeu 127 amostras de leite, as quais
foram submetidas a identificagdo fenotipica utilizando Agar Manitol Vermelho de Fenol, teste
de coagulase em tubo e resisténcia a bacitracina 0,04Ul, e identificacdo protebmica por
MALDI-TOF. A caracterizagdo da resisténcia foi realizada pela técnica de difusdo em disco
usando cefoxitina, oxacilina e penicilina, e a deteccdo do gene mecA através de PCR. O
levantamento do perfil higiénico-sanitario das propriedades foi feito pela aplicacdo de
questionario durante a coleta das amostras. Os resultados obtidos demonstraram prevaléncia de
aproximadamente 58% de S. aureus, frente a cerca de 42% de espécies de ECN. A resisténcia
antimicrobiana fenotipica foi observada apenas em 35% dos isolados resistentes a penicilina,
sendo que destes aproximadamente 43% foram provenientes da regido Norte e 57% da regido
Sudeste. Dentre estes, foi confirmada a presenca do gene mecA em cerca de 20% dos isolados,
apresentando prevaléncia de 15% e 25% para as regides Norte e Sudeste, respectivamente. Os
resultados obtidos proporcionaram a comparagao do perfil de resisténcia dos isolados e perfil
higiénico-sanitario das propriedades incluidas no estudo. Desta forma, fica evidente a
necessidade de abordagens direcionadas a atender as particularidades de cada regido, sendo
indispensaveis estudos mais profundos acerca do tema.

Palavras-chave: Bovinocultura leiteira, Resisténcia Antimicrobiana, Satde Unica.



ABSTRACT

MENDES, Marcela B. Methicillin-resistant Staphylococcus in dairy production
environment — a One Health approach. 2024. 57 p. Dissertation (Master’s in Veterinary
Sciences). Veterinary Institute, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.
2024.

Dairy production represents one of the main sources of income and job opportunities in the
Brazilian agribusiness sector, characterized by significant heterogeneity both in production
systems and in the profiles of herds and producers. The sanitary status of a dairy herd is essential
within the production chain, with mastitis being the primary challenge faced by producers. Its
etiology is attributed to both environmental and contagious agents, with bacteria of the genus
Staphylococcus being the most common cause and widely distributed around the world. The
animal production sector plays a crucial role in the spread of both pathogens and resistance
genes, with the use of antimicrobials as growth promoters and prophylactics being the main
selective pressure on the animal and environmental microbiota. Given the significant risk posed
by infectious outbreaks and the economic impacts involved, the WHO has declared
antimicrobial resistance a substantial threat to global health. This study aimed to assess the
prevalence of Staphylococcus species and the phenotypic-genotypic profile of antimicrobial
resistance against beta-lactam classes mediated by mecA gene from isolates obtained from
bovine milk samples collected in properties in the southern state of Ronddnia and Southeast
region, including Baixada Fluminense and properties located on the border with the states of
S&o Paulo and Minas Gerais, as well as the hygienic-sanitary profiles of the producers. The
sampling covered 127 milk samples, which were subjected to phenotypic identification using
AMVF, tube coagulase test, and resistance to 0.04 Ul bacitracin, and proteomic identification
by MALDI-TOF. Resistance characterization was performed using the disk diffusion method
with cefoxitin, oxacillin, and penicillin, and the detection of mecA gene through PCR. The
hygienic-sanitary profile of the properties was assessed through a questionnaire administered
during sample collection. The results showed a prevalence of approximately 58% of S. aureus
compared to about 42% of coagulase-negative staphylococci (CNS). Phenotypic antimicrobial
resistance was observed in only 35% of penicillin-resistant isolates, with approximately 43%
of these coming from the Northern region and 57% from the Southeastern region. Among these,
the presence of the mecA gene was confirmed in about 20% of the isolates, with a prevalence
of 15% and 25% in the Northern and Southeastern regions, respectively. The results allowed
for a comparison of the resistance profile of the isolates with the hygienic-sanitary profiles of
the properties included in the study. Thus, it is evident that targeted approaches addressing the
particularities of each region are necessary, with further in-depth studies on the topic being
indispensable.

Keywords: Dairy Production, Antimicrobial Resistance, One Health.
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1 INTRODUCAO

O agronegécio brasileiro é atualmente um dos pilares que impulsiona a economia do
pais. A bovinocultura leiteira detém uma parcela significativa da producao do setor, estando
presente em todos os estados do territério nacional. Apesar de apresentar indices de
produtividade ndo tdo satisfatorios, a producdo de leite brasileira estd na quarta posicdo do
ranking mundial. O estado de Ronddnia tem sua base econémica na produgdo agropecuéria e a
terceira maior producdo leiteira da regido Norte. Quase em sua totalidade, as propriedades
produtoras de leite sdo de origem familiar e baixa tecnificacdo. Ja a producgdo da regido Sudeste
¢ a segunda maior do pais, estando atrds somente da regido Sul, e apresenta elevada
heterogeneidade dentro da cadeia de producao.

O status sanitario de um rebanho leiteiro é essencial dentro da cadeia de producéo, sendo
que a maior dificuldade enfrentada pelos produtores é a mastite, enfermidade que ocasiona
extensos prejuizos econdmicos e significativa reducdo da qualidade da matéria-prima. O
impacto desta doenca se estende a saude publica dado o potencial de transmisséo de patdgenos
e toxinas via alimentacdo, além da veiculacao de residuos de antimicrobianos através do leite.
A etiologia geralmente é atribuida a agentes infecciosos, sendo bactérias do género
Staphylococcus mais comum entre todos os casos e amplamente distribuida pelo mundo.

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos é um processo de adaptacgdo e sele¢do natural
dos microrganismos. Nas UGltimas décadas, o uso indiscriminado e em larga escala de
substancias antimicrobianas, naturais, sintéticas ou semissintéticas, é a principal causa da
emergéncia de bactérias resistentes e disseminacdo de genes de resisténcia. A pressao de selecdo
determinada pela presenca massiva dos antimicrobianos tem efeito sobre a microbiota humana
e animal, e consequentemente sobre a microbiota ambiental, o que infere na modificacdo dos
resistomas de maltiplos ambientes.

Nesse sentido, o setor de producdo animal se torna crucial na propagagdo tanto de
patdgenos quanto genes de resisténcia. Sendo a administracdo de antimicrobianos, como
promotores de crescimento e profilaticos, a principal via de pressdo seletiva sobre a microbiota
animal, além da interacdo entre estes e outros micro-ecossistemas e o compartilhamento de
material genético. N&8 menos importante, a contamina¢do do ambiente com residuos e
metabdlitos ativos de antimicrobianos, desinfetantes e metais pesados possivelmente induz ao
mesmo fendmeno, tendo efeito seletivo sobre o0 microbioma natural ambiental.

Considerando-se o significativo risco mediante quadros infecciosos e 0s embargos
econémicos implicados, a Organizacdo Mundial de Salde (OMS) declarou a resisténcia
antimicrobiana uma ameaca substancial a satde global. Sob a perspectiva do conceito de Saude
Unica, a abordagem diante deste cenario deve ser direcionada a impulsionar a satide em todos
0s ambitos, sendo eles humano, animal e ambiental.

Quanto as acOes nacionais relacionadas a essa problematica, encontram-se em vigor o
Plano de Acdo Nacional de Prevencao e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos (PAN-
BR) e Plano de Ac¢do Nacional de Prevencédo e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos no
ambito da Agropecuaria (PAN-BR Agro); planos governamentais que visam a reducdo do uso
de antimicrobianos a longo prazo na medicina humana e no setor agropecuario.

Diante deste contexto, se fazem necessarios estudos que permitam o monitoramento de
ambientes criticos quanto & emergéncia e disseminacdo de bactérias e genes de resisténcia
antimicrobiana, bem como melhor entendimento em relagdo a dindmica de transferéncia de
genes responsaveis por esses mecanismos entre microrganismos de nichos diversos e o efeito
gue moléculas com potencial antimicrobiano tem causado em microbiomas humano, animal e
ambiental.



Diante do atual cenario, objetivou-se com este estudo avaliar a prevaléncia de espécies
do género Staphylococcus e o perfil fenogenotipico de resisténcia antimicrobiana frente a classe
dos beta-lactdmicos mediada pelo gene mecA a partir isolados obtidos de amostras de leite
bovino coletado em propriedades localizadas no sul do estado de Rondonia, e na regido Sudeste,
localizadas na Baixada Fluminense do Rio de Janeiro e na divisa com os estados de S&o Paulo
e Minas Gerais, bem como o perfil higiénico-sanitario das propriedades visitadas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama da Pecuaria Leiteira Nacional

O agronegocio é o setor que lidera a economia brasileira, responsavel por um terco do
produto interno bruto (PIB) (Vilela et al., 2016). Inserida neste ramo, a bovinocultura leiteira
representa uma das principais fontes de renda e geracdo de empregos do setor (Almeida e
Bacha, 2021; Ferrazza e Castellani, 2021). Distribuida por todo territorio nacional, é marcada
por sua heterogeneidade tanto em relacdo aos sistemas de producdo quanto ao perfil dos
rebanhos e de produtores (Ferrazza e Castellani, 2021).

Em todo o pais sdo observados sistemas de producdo com o emprego de programas de
rotina e equipamentos modernos, bem como modelos tradicionais de manejo e sistemas rusticos
(Ragazzi et al., 2020). Segundo dados do IBGE, existiam em 2006 1,35 milhdo de
estabelecimentos produtores de leite, representando 25% das propriedades rurais nacionais.
Além disso, estd entre uma das principais atividades praticadas por pequenos e médios
produtores, exercendo papel social fundamental (Vilela et al., 2016).

De acordo com o levantamento realizado por Ferrazza e Castellani (2021), o nimero de
propriedades leiteiras no Brasil caiu para 1,18 milhGes em 2017, indicando uma queda de
12,92%. Entretanto, o volume de 30 bilhGes de litros de leite produzido neste mesmo ano
representou um crescimento de 46,62% em relacdo a aproximadamente uma década atras.

Em 2019, a producdo mundial de leite bovino alcancou a marca de 852 milhdes de
toneladas, especialmente devido ao aumento da producdo de alguns paises como india,
Paquistdo e Brasil (Silva e Filho, 2020). Atualmente, 0 pais se encontra na terceira posi¢ao do
ranking mundial de produgéo de leite, estando atras somente de Estados Unidos e india (FAO,
2022).

Dados demonstram que a atividade leiteira do Brasil obteve um crescimento de 391%
de 1974 a 2019, passando de 7,1 bilhdes para 34,8 bilhdes de litros produzidos, com um rebanho
de 16,2 milhdes de vacas ordenhadas (Almeida et al., 2022). Em 2021, estima-se que a producao
tenha atingido cerca de 35,3 bilhGes de litros (IBGE, 2022).

Quanto ao leite inspecionado, em 2021 foram produzidos 25,02 bilhdes de litros em
2021, cerca de 2,3% a menos que em 2020, onde o volume alcangado foi de 25,53 bilhGes de
litros (EMBRAPA, 2022). Tal déficit de producdo pode ser atribuido as dificuldades
encontradas em decorréncia da crise econdmica instalada pela pandemia da Covid-19, periodo
em que houve adogdo de politicas restritivas que impactaram negativamente no mercado
mundial (EMBRAPA, 2022; Silva e Filho, 2020).

Em 2022 foi registrada produgdo de 34,6 bilhdes de litros de leite, com énfase para os
estados de Minas Gerais, Goiés, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Desse montante,
cerca de 23,8 bilhdes de litros abrangeu leite inspecionado. Ja em 2023, observou-se aumento
da producéo formal, em torno de 24,5 bilhdes de litros de leite. VVale ressaltar que as dez maiores
mesorregides leiteiras somam mais de 40% de toda a producdo nacional (EMBRAPA, 2024).

Apesar dos valores supracitados e de ter apresentado uma das maiores taxa de
crescimento (3,5%) dentre os maiores produtores leiteiros no periodo de 2018-2019, o Brasil
ainda € um dos paises com o0 menor indice de produtividade do mundo (Vilela et al., 2017). O
indice de produtividade do rebanho nacional ainda esta muito aquém de diversas nacGes, sendo
essa relacionada principalmente a heterogeneidade dos sistemas de producdo, falta de
tecnificacdo e acesso inadequado as tecnologias para otimizacdo da producdo (Almeida e
Bacha, 2021).

A maioria dos estabelecimentos ainda opera a base de conhecimentos provenientes da
cultura popular, com rebanhos de baixo indice zootécnico e auséncia de controle operacional
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(Ragazzi et al., 2020). O baixo grau de instrucdo dos produtores, cerca de 60,3% sdo
semianalfabetos, impede a implementacdo de modelos de producdo mais tecnificados (Vilela
et al., 2016).

Historicamente, a pecudria leiteira surgiu no pais em 1532 com a chegada dos europeus.
A partir da década de 50 surgiram os primeiros sinais de modernizacdo do setor com a
aprovacdo do decreto de Regulamentacdo de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA). Ja nos anos 90, a reducéo de custos e a melhoria da qualidade da
matéria prima permitiu a expansdo da produgdo para as bacias leiteiras das regides Norte e
Centro-Oeste (Vilela et al., 2017).

A elaboracdo de legislagédo para normatizar os padrdes de qualidade e transporte do leite
no inicio do século XXI pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e
a bonificacdo implantada pelas industrias de laticinio pela matéria-prima dentro dos padrdes de
qualidade exigidos foram medidas que impulsionaram a garantia de maior rendimento industrial
e produtos superiores do ponto de vista nutricional (Vilela et al., 2016).

As perspectivas para o futuro do setor apontam para um crescimento significativo nos
préximos anos. Estima-se que em 2025 o Brasil produzira 47,5 bilhdes de toneladas de leite.
Nesse Viés, a criacdo de sensores para monitoramento de parametros fisicos, quimicos e
bioldgicos associados a conhecimentos de especialistas, permitirdo uma pecuaria mais
tecnificada, resultando em melhor qualidade de produtos e processos, além de sustentabilidade
ambiental (Vilela et al., 2017).

Ainda ha muito espaco para avancar em investimento em alimentacdo de qualidade,
genética dos rebanhos e gestdo no setor (EMBRAPA, 2024; Ferrazza e Castellani, 2021), o que
impulsionara o fortalecimento e aumento da competitividade do leite brasileiro através da
melhora na qualidade, producéo e produtividade (Vilela et al., 2016).

2.2 Pecuaria Leiteira de Ronddnia

Assim como o Brasil, 0 agronegdcio € a atividade predominante no estado de Rondénia
e responsdvel por cerca de 67,2% do PIB estadual. Em 2021, a agricultura e pecuéria
contribuiram com 92,8% do valor bruto da producédo (VBP) do estado, sendo 57,4% atribuido
a bovinocultura (Pfeifer et al., 2021). Quanto a producao leiteira, esta € massivamente oriunda
da agricultura familiar e, em 2019, encontrava-se na terceira posi¢cdo dentre os estados que mais
produzem na regido Norte, atingindo 1,129 bilhdo de litros de leite (EMBRAPA, 2021).

O levantamento realizado pelo IBGE (2022) demonstra que a producdo leiteira
rondoniense alcangou em 2022 em torno de 656 milhdes de litros. O valor arrecado pela
producdo chegou a 1,3 bilhdes de reais, consagrando Ronddnia como oitavo maior produtor de
leite do pais e o primeiro da regido Norte, responsavel por 47% da produgdo regional (Pfeifer
et al., 2021). Em relacdo a producéo de leite inspecionado, ainda se encontra muito aquém dos
grandes produtores de leite do pais, representando somente 2,3% (EMBRAPA, 2024).

A bovinocultura, tanto de corte quanto leiteira, tem feito parte da base econémica do
estado desde a sua criacdo na década de 70. Em 1973, o rebanho bovino era de apenas 20.249
cabecas de animais. Em 2019, esse nimero era de aproximadamente 14,4 milhdes de animais
(Pfeifer et al., 2021). A maior parcela do rebanho esté localizada no municipio de Porto Velho,
seguido de suas adjacéncias (IBGE, 2023).

Nota-se que em determinadas areas, especialmente no sul do estado, a expansdo da
pecuaria ndo foi significativa, fato que se deve ao aumento substancial das lavouras de soja e
outras culturas dado pelas condi¢bes fisicas e climaticas favoraveis, influéncia do avanco
agricola mato-grossense e a consolidagdo hidroviaria do rio Madeira, rota importante para o
escoamento de gréos (Pfeifer et al., 2021).



Atualmente, dentre os 52 municipios de Rond6nia, a maior parte da bovinocultura
leiteira se concentra nas microrregides de Ariquemes e Porto Velho, destacando-se as cidades
de Jaru, Ouro Preto do Oeste, Machadinho D’Oeste, Porto Velho e Nova Mamoré, com a
producdo diaria de 82,8 mil litros de leite, 80,8 mil litros, 75,8 mil litros, 75 mil e 69,8 mil
litros, respectivamente (IDARON, 2023). Embora o estado apresente o melhor indice da regiao,
a produtividade ainda se encontra muito aquém de regides como Sul e Sudeste (EMBRAPA,
2021, Pfeifer et al., 2021).

Ainda, 67,3% dos municipios rondonienses contam com a presenca de industria lacteas,
as quais geram renda para cerca de 35 mil produtores (EMATER, 2023), sendo o Servico de
Inspecéo Federal (SIF) responsavel pelo processamento de 94,8% do leite industrializado do
estado (EMBRAPA, 2021). O mercado consumidor interno absorve pouco mais de um terco da
producéo, sendo o restante comercializado com outros estados brasileiros (EMATER, 2023).

Devido ao carater de producdo familiar, uma significativa parcela das propriedades € de
baixa tecnificagdo, refletindo em baixa producdo diéria por animal, em torno de 50 litros de
leite/dia em mais da metade das propriedades. Neste cenario, tem se adotado a implantacédo de
tanques de uso coletivo para resfriamento do leite, chegando a beneficiar 88% os produtores
(EMBRAPA, 2021).

Segundo a EMBRAPA (2021), um dos grandes desafios da producéo leiteria é a reducéao
da contagem padrdo em placa (CPP), associada frequentemente com a utilizacdo de tanques de
resfriamento comunitério, e a elevada correlagdo de fatores de risco para mastite subclinica em
propriedades com maior grau de tecnificagéo.

O perfil de instabilidade do mercado leiteiro acaba por refletir o baixo nivel de
tecnoldgico e caréncia de especializagdo em grande parte dos produtores de Rondodnia. A
necessidade de politicas publicas que impulsionem a extensao rural, de maneira que seja dada
atencdo individualizada, é indispensével para a consolidacdo da cultura no estado rondoniense
de forma sustentavel (Pfeifer et al., 2021).

2.3 Pecuéria Leiteira da regido Sudeste

A regido Sudeste do pais é uma das mais desenvolvidas em praticamente todos os setores
da economia nacional. No que tange a producéo leiteira, esta regido, em conjunto com as regifes
Sul e Centro-Oeste, detém a maior parte da producdo de leite nacional (EMBRAPA, 2024,
2023, 2022, 2021). Segundo dados do IBGE (2022), em 2022 a regido Sudeste produziu cerca
de 11,6 bilhGes de litros de leite, com destaque para Minas Gerais, maior produtor do pais com
9,3 bilhdes de litros.

De acordo com a EMBRAPA (2024), no ano de 2022 as dez mesorregifes produtoras
de leite inspecionado representaram 43,3% de toda producdo nacional. Destas, ocupando a
terceira, quarta e décima posicao, fazem parte do estado mineiro somando aproximadamente
20,3%. Quanto ao estado de Sdo Paulo e Rio de Janeiro, a producdo nesse mesmo ano foi de
1.514.425 e 395.697 mil litros de leite.

E evidente a heterogeneidade dos sistemas de producio dessa regido, assim como no
restante do territorio nacional. Algumas caracteristicas peculiares divergentes entre areas da
mesma regido, como a diversidade cultural, tipos de manejo, racas utilizadas e condi¢bes
ambientais, tornam ainda mais complexa a cadeia de producéo (Andrade et al., 2023).

Historicamente, os estados de Minas Gerais e Sdo Paulo sempre obtiveram uma parcela
significativa da produgdo do setor agropecudrio brasileiro, inclusive quanto a bovinocultura
leiteira (Gilio et al., 2016; Oliveira, 2015). Todavia, ao longo dos ultimos 30 anos foi observada
uma significativa evolugdo na producéo de leite da regido Sul (Oliveira, 2015), superando no
ano de 2021 a producdo da regido Sudeste, com 9,8 bilhdes de litros de leite beneficiados pela
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industria (EMBRAPA, 2022). Esse cenario demonstra 0 avanco do sistema de producao leiteiro
em relagéo a tecnificacdo e investimento em tecnologias, apesar de ainda haver muito potencial
a ser explorado (Almeida e Bacha, 2021).

J& o estado do Rio de Janeiro foi um grande produtor cafeeiro durante o século XIX,
especialmente a regido a sul fluminense denominada Vale do Paraiba. Com a decadéncia da
cultura, a pecuéria leiteira se estabeleceu e tornou-se a principal atividade agropecuéria da area,
marcadamente de cunho familiar (Santana et al., 2019). Atualmente a bovinocultura de leite
esta presente em quase todos 0s municipios do estado e conta com cerca de 15 mil produtores
concentrados nas regides sul, noroeste e norte do estado (EMATER-RIO, 2022).

Segundo os dados mais recentes, a producdo do estado de Minas Gerais representa em
torno de 27% de todo leite produzido no Brasil, ao passo que os estados de Sdo Paulo e Rio de
Janeiro contribuem com 4,38 e 1,14% (EMBRAPA, 2024). Acredita-se que Minas Gerais
apresente resultados melhores devido a maior homogeneidade das propriedades, resultado do
investimento em assisténcia técnica, e a cadeia produtiva mais competitiva (Almeida e Bacha,
2021).

Em relacdo ao estado paulista, o decréscimo nas Gltimas duas décadas tanto das areas
de pastagem, quanto das propriedades leiteiras e animais em lactacdo, pode ser explicado
devido a supervalorizacdo do valor da terra e a elevada demanda por biocombustiveis, dando
lugar para a expansdo da producéo de cana-de-agucar (Ferrazza e Castellani, 2021). Para o Rio
de Janeiro, a escala de producdo leiteira esta muito aquém de restante da regido sudeste
(Almeida e Bacha, 2021), o que justifica a necessidade da aquisi¢do de 33% do volume de leite
utilizado no setor industrial a partir de outros estados a fim de suprir a demanda social (Soares,
2018).

Especialmente quanto ao Rio de Janeiro, a importancia social e econémica da pecuaria
leiteira para o estado é indiscutivel. Dados apresentados pela EMATER-RIO (2018) denotam
em torno de 15 mil propriedades rurais atuantes na bovinocultura de leite, em sua maioria
agricultores familiares, e faz-se uma estimativa de que aproximadamente 45 mil pessoas
estejam envolvidas diretamente na cadeia de produgdo no campo (Soares, 2018).

Diversos fatores, como clima, relevo, histérico de colonizagdo e politicas diferenciais
contribuem para a presenca de variadas dindmicas regionais quanto a producdo agropecuaria
(Souza et al., 2019), todavia fica evidente que esta heterogeneidade torna o setor fragil e
instavel. Sendo o0 segmento composto em sua grande parte por pequenos produtores atuando de
maneira dispersa do mercado, cria-se uma complexidade quanto ao funcionamento da cadeia
de producéo, dificultando o investimento na atividade e comprometendo a qualidade da matéria
prima (Borges et al., 2016).

2.4 Mastite Bovina

A sanidade do rebanho leiteiro é um dos fatores fundamentais para se alcancar melhorias
na producdo de leite e, apesar disso, a grande maioria dos produtores é negligente quanto ao
manejo sanitario adequado do rebanho (Fonseca et al., 2021).

Uma das enfermidades de maior importancia para a cadeia produtiva de leite é a mastite
(Hoque et al., 2020). As perdas vao desde a reducao da producdo de matéria-prima, descarte de
animais acometidos e do leite, dnus com medicamentos e servigos veterinarios, até a queda de
rendimento e qualidade dos produtos beneficiados pela industria lactea devido as alteracGes
fisico-quimica do leite (Ajose et al., 2022; Cheng e Han, 2020; He et al., 2020; Jamali et al.,
2018).

Definida como inflamagdo da glandula mamaéria de etiologia multifatorial, caracteriza-
se por alteracdes fisico-quimicas teciduais dadas pelo influxo de células inflamatérias. Na
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maioria dos casos esta associada a infeccdo de origem bacteriana, sendo que a magnitude do
quadro varia conforme a viruléncia do agente e capacidade imunoldgica do hospedeiro (Ajose
et al., 2022; Ruegg, 2021; Souza et al., 2024).

E a doenga mais comum e de maior incidéncia na pecudaria leiteira (Kibebew, 2017),
atribuindo-se cerca de 38% da morbidade do rebanho e mais de 25% das perdas financeiras a
mesma. Segundo estimativas, 0 impacto na economia causado pela mastite pode chegar a 10%
do faturamento das fazendas leiteiras do pais (Fonseca et al., 2021).

Fora os prejuizos econdmicos, representa risco potencial a saide humana pelo consumo
de produtos de origem animal dada a transmissdo de zoonoses, alérgenos e possibilidade de
disbiose intestinal (Ajose et al., 2022; Soares et al., 2017). Ainda, por conta do uso de
antimicrobianos no tratamento infeccdes intramamarias, ha a chance de disseminacdo de
bactérias resistentes através da cadeia leiteira (Economou e Gousia, 2015).

Existe uma vasta variedade de agentes infecciosos causadores de mastite, incluindo
bactérias, leveduras, fungos e algas (Cheng e Han, 2020), sendo as bactérias as maiores
responsaveis pelo acometimento da glandula mamaria (Kibebew, 2017). A severidade depende
do agente envolvido, sistema imunoldgico do animal, idade, estagio de lactacdo, genética e
status nutricional (Ajose et al., 2022; Ashraf e Imran, 2020).

Além de ser multifatorial, a mastite pode se apresentar de diversas formas: aguda,
superaguda, subaguda e crbnica. Sua classificacdo é dada conforme a manifestacdo clinica,
dividindo-se em clinica e subclinica, ou de acordo com o0 modo de contagio e agente etioldgico,
em ambiental e contagiosa (Ajose et al., 2022; Fonseca et al., 2021; Ruegg, 2021; Souza et al.,
2024).

2.4.1 Mastite clinica

De forma geral, a mastite clinica caracteriza-se pela presenca de acentuados sinais
inflamat6rios como hiperemia, edema, aumento de temperatura e sensibilidade da glandula
mamaria, além de reducao da producdo e alteracdes visuais do leite (Ajose et al., 2022; He et
al., 2020; Souza et al., 2024). A incidéncia pode variar entre 13 a 40% por ano (Jamali et al.,
2018), a depender dos sistemas de manejo e condi¢cdes ambientais de cada regido (He et al.,
2020).

A diferenca entre os quadros clinicos se d& pela intensidade e gravidade dos sinais de
inflamacdo. A forma superaguda é dada pela presenca dos sinais classicos da mastite
acompanhada por alteracdes sistémicas como febre, apatia, tremores, perda de apetite e peso.
A mastite aguda, de maneira semelhante a superaguda, manifesta sinais sistémicos de forma
mais branda e desenvolve-se mais lentamente. Por sua vez, a subaguda costuma apresentar
alterac@es visiveis do leite, entretanto os sinais tipicos de inflamacgéo da glandula mamaria sao
pouco evidentes (Fonseca et al., 2021; Jamali et al., 2018; Kibebew, 2017).

Em alguns animais a enfermidade torna-se cronica, onde o Ubere apresenta infeccao
persistente durante meses a anos, podendo ocorrer a perda dos quartos acometidos (Fonseca et
al., 2021) e/ou alteracdes permanentes na qualidade do leite (Souza et al., 2024). Estes quadros
se desenvolvem devido a persisténcia intramamaria de alguns agentes como Escherichia coli,
Streptococcus uberis e Staphylococcus aureus.

2.4.2 Mastite subclinica

Considerada de maior prevaléncia no rebanho leiteiro, a mastite subclinica ocasiona
aumento da contagem de células somaticas, altera os componentes do leite e reduz a producéo



das matrizes. Pode estabelecer um quadro curta ou longa duracgéo, este ultimo categorizado
como mastite subclinica crénica (Martins et al., 2020).

N&o ha presenca de sinais de inflamacao na glandula mamaria, tampouco sistémicos. O
leite ndo apresenta alteragdes visiveis, como a presenca de grumos e coagulos (Ashraf e Imran,
2020; Kibebew, 2017; Souza et al., 2024). Apesar disso, geralmente o leite € ordenhado e
acondicionado para expedicdo junto ao de animais saudaveis (Ruegg, 2021).

Quanto a mastite subclinica cronica, esta representa ainda maior importancia econémica
em razdo dos efeitos a longo prazo sobre o leite ordenhado. Causa significativos danos as
células secretoras, 0 que leva a drastica reducdo do volume produzido e baixa qualidade da
matéria-prima, bem como diminui a vida atil dos animais (Azooz et al., 2020).

Estima-se que as manifestacdes subclinicas afetem em torno de 20 a 50% das vacas em
lactacdo (Fonseca et al., 2021). Dessa forma, o diagnéstico se torna indispensavel para que
possam ser adotadas as medidas de controle e estratégias de manejo necessarias, visando o
isolamento e identificacdo laboratorial do agente causador (Ashraf e Imran, 2020; Souza et al.,
2024).

2.4.3 Mastite ambiental

A mastite ambiental estd geralmente associada a quadros clinicos agudos e de curta
duracdo, frequentemente nos momentos pré e pos-parto. Os microrganismos envolvidos ndo
sdo adaptados ao ambiente interno da glandula mamaria, mas sim ao meio externo, presentes
no ar, solo, fezes, cama e agua (Alencar et al., 2014; Leira et al., 2018).

Os principais agentes etioldgicos sdo bactérias Gram negativas da familia
Enterobacteriaceae (Rodrigues et al., 2017), Cocos Gram positivos como Staphylococcus
coagulase negativa, Streptococcus uberis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae (He et al., 2020; Melo et al., 2018; Soares et al., 2017), leveduras e algas
aclorofiladas, especialmente do género Prototheca sp. (Osumi et al., 2008).

A contaminag&o dos tetos pode ocorre durante a ordenha devido a abertura do canal do
teto, através das instalacGes, mdos do ordenhador ou teteiras da ordenhadeira mecénica e
contato direto com o ambiente (ex.: cama, solo e dejetos) (Alencar et al., 2014; Cheng e Han,
2020). Esses agentes requerem umidade, pH favoravel e presenca de matéria organica para sua
sobrevivéncia no ambiente (Kibebew, 2017).

A resposta imunologica do hospedeiro tende a ser rapida e agressiva frente a bactérias
Gram negativas, principalmente a E. coli. Pseudomonas aeruginosa provoca casos de mastite
clinica esporadicos, sendo que usualmente a fonte de contaminacédo é a agua (Ashraf e Imran,
2020). O estabelecimento de mastite causada por bactérias ambientais somente se d& quando ha
comprometimento do sistema imune do animal ou pelo manejo sanitario inadequado (Kibebew,
2017).

2.4.3 Mastite contagiosa

Ao contrario da ambiental, a mastite contagiosa é caracterizada pela sua manifestacédo
na forma subclinica em grande parte dos casos. Os agentes habitam naturalmente a glandula
mamaria e geralmente se disseminam durante o processo de ordenha, sendo fonte de infeccdo
primaria entre quartos ndo infectados e infectados. (Alencar et al., 2018; Ashraf e Imran, 2020;
Fonseca et al., 2021).

Os principais agentes etiologicos sdo do género Staphylococcus, em especial S. aureus
(Melo et al., 2018), Streptococcus agalactiae e, com menor frequéncia, Mycoplasma bovis e
Corynebacterium bovis (Ashraf e Imran, 2020; Kibebew, 2017; Morales-Ubaldo et al., 2023).
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Esses microrganismos possuem fortes propriedades de aderéncia, as quais facilitam a
permanéncia no interior da glandula mamaria (Ashraf e Imran, 2020).

A transmissdo pode ocorrer também através das maos de ordenhadores, ma higienizacao
dos equipamentos de ordenha, entre outros (Fonseca et al., 2021). O principal elemento
envolvido na disseminacdo € homem, o qual é colonizado por esses microrganismos,
particularmente S. aureus, em suas mucosas nasais e faringeas, maos e derme (Alencar et al.,
2018).

S. aureus € um dos agentes de maior prevaléncia em casos de mastite subclinica. Este
coloniza a pele em volta do teto e tende a adentrar o Ubere atraves do canal glandular, resultando
em uma infecgdo crénica e de dificil erradicacdo (Soares et al., 2017). A capacidade de produzir
enzimas e toxinas danosas ao tecido glandular favorece sua penetracdo e sobrevivéncia na
camada queratinosa do canal do teto, além da habilidade de evasdo da fagocitose pela sintese
de proteina A (Alencar et al., 2018; Kibebew, 2017).

Ja o S. agalactiae, microrganismo obrigatorio da glandula mamaria, é transmitido

diretamente entre vacas durante a ordenha, infectando a cisterna glandular e os ductos
mamarios. Apesar da auséncia de alteragcGes macroscopicas no leite, € verificada significativa
elevacdo da contagem de células somaticas (CCS) e diminuigdo da producéo (Kibebew, 2017).

Em geral, bactérias Gram positivas ndo induzem resposta imune por sinalizagdo de TLR
(Toll-like receptor), o que explica a lenta e moderada resposta imunoldgica apresentada por
parte do hospedeiro (Ashraf e Imran, 2020), caracteristico dos quadros de mastite subclinica.

2.5 Resisténcia Antimicrobiana

Mecanismos de resisténcia sdo considerados resultado do processo evolutivo de
adaptacéo e selecéo natural microbiana em resposta a um ambiente adverso (Salam et al., 2023).
Evidéncias apontam elementos do genoma bacteriano responsaveis pelo desenvolvimento de
resisténcia que datam milhares de anos antes do surgimento dos antimicrobianos (O”Neil, 2016;
Silva et al., 2019). Todavia, a resisténcia antimicrobiana se tornou um grave problema de satde
publica (Cheng et al., 2019; Miranda et al., 2019; Salam et al., 2023; Souza et al., 2024),
consequéncia do seu uso inadequado e indiscriminado (O Neil, 2016; Troncoso e Alencar,
2020).

A expressdo da resisténcia pode ser definida mediante dois parametros: microbiolégicos
(resisténcia in vitro) e clinicos (resisténcia in vivo). Do ponto de vista microbioldgico, uma cepa
é tida como resistente quando permanece viavel sob determinada concentracdo de uma
substancia antimicrobiana acima daquela suportada por outras cepas filogeneticamente ligadas;
quanto a clinica. Entende-se como resistente quando a terapia antimicrobiana normalmente
empregada e capaz de conter o quadro infeccioso € ineficaz (Castro et al., 2022; Cheng et al.,
2019; Salam et al., 2023).

Existem diversos meios de desenvolver resisténcia, dentre eles a capacidade de resistir
a acao de determinado farmaco, seja por uma caracteristica estrutural ou funcional intrinseca;
mutacOes génicas durante a replicacdo celular devido a fatores internos ou externos; aquisicdo
de material genético proveniente de outras cepas carreadoras de genes de resisténcia por
mecanismos de transferéncia horizontal (Costa e Silva, 2017; Salam et al., 2023).

Os mecanismos sdo divididos em quatro categorias: alteracdo do sitio de acdo, alteracdo
da permeabilidade da membrana externa, bombas de efluxo e inativacéo enzimatica. A alteracéo
do sitio de acdo é a principal forma de resisténcia aos beta-lactdmicos encontrada em cocos
Gram positivos e € dada pela substituicdo de aminoacidos durante a sintese proteica que
constitui o alvo antimicrobiano (Castro et al., 2022; Salam et al., 2023).

Alteragcdo da permeabilidade de membrana externa € um mecanismo utilizado por
bactérias Gram negativas através da restricdo da entrada de moléculas hidrofilicas pela reducéo
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da expressdo de porinas, proteinas presentes na membrana externa celular bacteriana. Ja as
bombas de efluxo agem eliminando substancias tdxicas presentes no interior da célula,
frequentemente associadas a multirresisténcia. Quanto a sintese enzimatica, a expressdo de
genes codificadores de hidrolases tornam moléculas antimicrobianas inativas, como as beta-
lactamases (Blair, 2014; Castro et al., 2022).

A expressdo ou supressdo de um fendtipo de resisténcia em determinada populacéo
bacteriana esta intimamente relacionada aos fatores externos ambientais. Quando na auséncia
da presséo de selecdo, a tendéncia é que os individuos expressem mecanismos de resisténcia
cada vez menos. Entretanto, a medida que ha substancias exercendo estresse sobre essa
populacdo, individuos que carreiam genes de resisténcia tendem a se multiplicarem (Z. Yu et
al., 2017).

Uma das maiores problematicas de microrganismos resistentes é que grande parte deles
carreiam genes de resisténcia a multiplas classes de antimicrobianos (Salam et al., 2023,
Troncoso e Alencar, 2020), resultando ndo s6 em limitacOes terapéuticas (Bert et al., 2014),
mas também na disseminacdo destes mecanismos a outros agentes, nos mais diversos ambientes
(Cheng et al., 2019).

2.5.1 Fatores associados a emergéncia e disseminacado da resisténcia antimicrobiana

A medicina humana e veterinaria vem fazendo o uso de antimicrobianos ha mais de 60
anos, desde a descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1928 (Economou e Gousia,
2015; Kumar et al., 2019; Salam et al., 2023). Mesmo antes do surgimento de microrganismos
resistentes, alertava-se para a possibilidade de que bactérias fossem capazes de desenvolver
resisténcia a esses farmacos (Mcewen e Collignon, 2018; Sharma et al., 2018).

Os antimicrobianos sdo compostos produzidos naturalmente por microrganismos ou
guimicamente sintetizados e/ou semi-sintetizados a moléculas andlogas, originalmente criados
para o tratamento quadros infecciosos (Ben et al., 2019). Atualmente, utiliza-se em larga escala
no setor agropecuario como promotores de crescimento, aditivos alimentares, além de controle
e profilaxia de doencas (Ben et al., 2019; Hoque et al., 2020; O"Neil, 2016).

A capacidade de adaptacdo bacteriana ao estresse e ambientes adversos associada ao
emprego de antimicrobianos em grandes quantidades pode exercer forte pressao seletiva sobre
a microbiota humana, animal e ambiental (Ben et al., 2019; Salam et al., 2023). Tais alterac6es
tém contribuido para modificacdo do resistoma de diversos meios, tornando-os fonte potencial
de genes de resisténcia (Castro et al., 2022; Hoque et al., 2020).

Define-se resistoma como o conjunto de todos os tipos de genes de resisténcia, tanto
intrinsecos quanto adquiridos, e seus precursores, bem como 0s potenciais mecanismos de
resisténcia presentes em comunidades bacterianas que requerem algum processo evolutivo ou
interferéncia do contexto ambiental para que a expressao seja detectada fenotipicamente (Cha
e Kim, 2021; Medina, 2018).

Ambientes de producdo animal sdo locais criticos quanto a emergéncia e disseminacdo
de genes de resisténcia bacteriana devido ao elevado uso dos antimicrobianos e, possivelmente,
ao compartilhamento de material genético entre microrganismos comensais e agentes
patogénicos humanos e animais (Castro et al., 2022; O"Neil, 2016; Salam et al., 2023). Podem
ser considerados como reservatorios desses genes (Economou e Gousia, 2015).

Estima-se que 90% dos antimicrobianos na producdo animal s&o utilizados como
agentes promotores de crescimento e profilaticos (Castro et al., 2022; Priyanka et al., 2017),
em que a administracao € feita via alimentagédo e agua em baixas doses durante longos periodos.
Em caso de tratamento, os protocolos empregados constituem-se na administragéo em todo o
rebanho, ainda que poucos animais apresentem sintomatologia clinica (Economou e Gousia,
2015; Souza et al., 2024).
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Evidéncias sugerem que a cadeia de producdo de alimentos seja uma das principais
fontes de disseminacdo de bactérias resistentes, seja pelo contato direto ou indireto de
trabalhadores e profissionais que atuam junto aos animais, pela contaminagdo ambiental através
dos dejetos animais (Economou e Gousia, 2015; Salam et al., 2023), por meio de rotas
ambientais ou mesmo pelo consumo de produtos de origem animal (O"Neil, 2016; Salam et al.,
2023; Sharma et al., 2018).

A presenca de bactérias patogénicas dispersas em diferentes nichos favorece o
surgimento de cepas resistentes (Economou e Gousia, 2015), sem contar que produtos oriundos
da criacdo animal podem constituir reservatorio de varias zoonoses (Sharma et al., 2018).
Quanto a persisténcia de agentes resistentes no ambiente, podem ser encontrados repetidamente
em geracGes animais subsequentes, mesmo em sistemas de producdo de ciclos curtos e
constantemente desinfectados (Davies e Wales, 2019; Hoque et al., 2020).

Possivelmente o efeito do emprego de antimicrobianos na agropecuaria relacione-se
com a elevada dispersdo de genes de resisténcia em elementos genéticos méveis (Hoque et al.,
2020; Medina, 2018), ainda que ndo seja completamente estabelecido quéo influente é a pressao
de selecdo antimicrobiana sobre a transferéncia horizontal genética bacteriana. No entanto, uma
vez que existam cepas resistentes no ambiente, a propagacéao fisica desses pode ocorrer mesmo
na auséncia de pressao seletiva (Davies e Wales, 2019).

Pode-se considerar que os efeitos do uso de antimicrobianos néo se restringem apenas
ao local de administragdo. A depender do grau de tecnificagdo do sistema de producéo, os
efluentes de aguas residuais das propriedades representam uma fonte potencial de dispersao de
desses genes, dada pela lixiviagdo em cursos d’agua e aguas subterraneas (Castro et al., 2022).
Ademais, os proprios excrementos dos animais da producdo tendem a penetrar no solo e
alcancar superficies aquaticas (Berglund, 2015).

A 4gua constitui uma das vias mais importantes no que diz respeito a disseminagédo da
resisténcia, meio pelo qual genes de resisténcia sdo inseridos no ecossistema da microbiota
natural de determinado local (Medina, 2018; Salam et al., 2023). Além de propiciar a troca de
material genético e o surgimento de cepas resistentes, constitui também um reservatério destes
genes capaz de alterar a microbiota de ambientes indiretamente relacionados (Castro et al.,
2022).

Fora a difusdo de genes de resisténcia, ha muitas vias pelas quais residuos de
antimicrobianos ndo degradados e seus metabdlitos podem contaminar ambiente aquatico,
como esgoto urbano, efluentes industriais e estabelecimentos agropecuarios (Medina, 2018;
O’Neil, 2016). Particularmente a irrigacdo com agua oriunda de tratamento de esgoto e
adubacdo com estrume do solo representam fontes altamente potenciais de contaminacao do
ambiente (Ben et al., 2018; O"Neil, 2016; Salam et al., 2023). Nota-se que o surgimento de
bactérias resistentes tende a seguir as mesmas rotas de contaminacdo de residuos
antimicrobianos (Berglund, 2015).

Considera-se contaminagdo permanente do ambiente, em vista 0 uso continuado de
farmacos em larga escala (Ben et al., 2018) e que o tratamento de esgoto ndo os remove
completamente. Algumas dessas substancias tém peso molecular muito baixo, 0 que permite
que sejam rapidamente dissolvidas e persistam no meio (Kumar et al., 2019), sugerindo que 0s
efeitos adversos destes micropoluentes, como a indugdo de conjugacdo e recombinacao
bacteriana, podem se dar mesmo em concentragdes ubiquas e subletais (Berglund, 2015).

A microbiota comensal desses ambientes sob a pressao seletiva de residuos
farmacologicos proporciona a emergéncia de cepas de genes de resisténcia (Ben et al., 2018;
O’Neil, 2016; Salam et al., 2023). Apesar de muitos antimicrobianos possuirem meia-vida
relativamente curta, é suficiente para o tempo de exposicdo induzir ativacdo de mecanismos de
resisténcia na microbiota devido a exposic¢do continua (Kumar et al., 2019).
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Os impactos da contaminacdo nao se restringem apenas as populacdes alvo, mas
também aquelas inicialmente ndo susceptiveis. Indiretamente, fora o efeito bactericida e
bacteriostatico, induz-se a ativacdo de mecanismos de resisténcia em comunidades ndo alvo
dada a longa exposicdo a esses farmacos. Como efeito, a estrutura e atividades metabolicas
particulares de determinado nicho ecoldgico sdo drasticamente modificadas devido as
alteracGes genéticas geradas (Kumar et al., 2019).

Quanto a atuacdo indireta de metais pesados no processo de selecao de cepas resistentes,
observa-se forte correlagéo entre a presenca destes no solo com a presenca de dejetos animal e
genes de resisténcia bacteriana. O mecanismo pelo qual microrganismos adquirem resisténcia
a esses compostos sdo similares aqueles responsaveis pela resisténcia aos antimicrobianos,
categorizados como co-resistencia, co-regulacao, resisténcia cruzada e indugdo da formacéo de
biofilme (Z. Yu et al., 2017).

A presenca de moléculas antimicrobianas e seus metabdlitos ativos em diversos
ambientes pode levar ao aceleramento na emergéncia de bactérias resistentes e genes de
resisténcia, a medida que se eleva o risco de transmissdo a populacdo humana (Ben et al., 2018;
Hoque et al., 2020). Assim como ocorre 0 desbalango na biodiversidade da microbiota
ambiental responsavel pelo equilibrio ecoldgico natural (Kumar et al., 2019), se da a
desregulacdo da homeostase organica humana, favorecendo o estabelecimento de agentes
oportunistas e patogénicos (Ben et al., 2018; Priyanka et al., 2017).

2.5.2 Staphylococcus aureus Meticilina Resistente (MRSA)

Com a descoberta da penicilina na década de 20, o surgimento de cepas produtoras de
penicilases se deu rapidamente nos anos subsequentes (Blair et al., 2014; Salam et al., 2023).
Em 1959 foram introduzidas as penicilinas ndo afetadas pela acdo destas beta-lactamases,
chamadas penicilinas penicilinase-resistentes, como a meticilina, cloxacilina e a oxacilina
(Bessa e Laranjeira, 2020; Salam et al., 2023). Entretanto, em apenas um ano foi reportada a
primeira cepa de Staphylococcus resistente a meticilina, denominada MRSA (Salam et al.,
2023).

O mecanismo de resisténcia aos beta-lactamicos se da de duas formas: producdo de
enzima beta-lactamse codificada pelo gene blaZ e pela modificacdo do sitio de ligacdo do
farmaco conferida pelo gene mecA presente no elemento genético movel denominado “cassete
cromossémico estafilocécico mec” (SSCmec) (Botoni et al., 2018; Melo, 2017; Motta, 2018).
Este Gltimo é formado por dois componentes principais: complexo mec composto pelo mecA e
seus reguladores mecl e mecRI; e complexo ccr, responsavel por codificar recombinases que
executam a excisdo e integracao deste elemento no cassete cromossémico (Melo, 2017; Motta,
2018).

O gene mecA e seus homologos (mecB e mecC) sdo responsaveis pela codificacdo de
PBPs alteradas (PBP2a ou PBP2’) de baixa afinidade aos antimicrobianos beta-lactdmicos
(Lucas et al., 2021). A PBP2a é capaz de realizar reacdes de transpeptidacdo permitindo a
sintese de peptidoglicano necessario na formacgdo da parede celular bacteriana enquanto as
PBPs normais encontram-se ligadas ao antimicrobiano (Motta, 2018). A identificacdo de
SSCmec nas demais especies de Staphylococcus sugere alta capacidade de dispersao desse gene
(Blair et al., 2015).

O metodo mais acurado de identificacdo do gene mecA é dado por técnicas moleculares,
entretanto tem baixa disponibilidade na rotina (Botoni et al., 2018). Dentre elas, comumente
faz-se o uso de PFGE (Eletroforese em Gel de Campo Pulsado), tipagem do gene spa, 0 MLST
(Tipagem da Sequéncia Multilocus) e tipagem do cassete SSCmec (Motta, 2018).

Embora técnicas moleculares sejam precisas, preconiza-se para 0 diagnostico
microbioldgico clinico a utilizagdo de cefoxitina e oxacilina como predicdo de resisténcia
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mediada por mecA (CLSI, 2024). Todavia, a alta heterogeneidade na forma de expressao desse
gene dificulta a correta deteccdo do mecanismo de resisténcia (Melo, 2017), o qual é de extrema
importancia tendo em vista que confere resisténcia a toda classe de beta-lactamicos.

Estudos anteriores acerca da deteccéo de Staphylococcus meticilina resistente obtidos
de amostras de animais (Mendonca, 2012; Soares, 2010) verificaram diversas divergéncias ao
analisarem os dados fenotipicos e genotipicos. Grande parte dos isolados, apesar do fen6tipo
de resisténcia presente, ndo apresentaram resultado positivo nas analises genotipicas utilizando-
se as metodologias tradicionais, ja bem consolidadas cientificamente.

Dessa forma, Melo et al. (2014) identificaram uma variagdo do gene mecA em
Staphylococcus aureus oriundo de leite bovino a partir do sequenciamento e comparagao do
gene variante com o gene classico. Foram observadas muta¢des pontuais ao longo da sequéncia
de nucleotideos, as quais justificaram a auséncia de correlacdo fenogenotipica quanto a
resisténcia nos isolados estudados (Melo, 2017).

A sequéncia variante relacionada a amostras bovinas divergiu significativamente de
demais espécies animais, como roedores, equinos e animais de companhia, e humana (Melo,
2014). Isto demonstrou a necessidade da utilizacdo de métodos de detec¢do compativeis com
as variacOes interespecificas dentre amostras de estudos dessa natureza, em que O
desenvolvimento do primer por Melo et al. (2014) capaz de detectar essa variacdo genética
permite a detec¢do precisa de cepas portadoras de resisténcia aos beta-lactamicos.

Devido a alta capacidade de dispersdo de agentes patogénicos, incluindo Staphylococcus
spp., em ambientes de producdo e o contato estreito com o homem, estudos demonstraram a
presenca do gene mecA variante em isolados obtidos de outras espécies animais e humanos
(Melo, 2017; Pimenta, 2018). Este fato evidenciou a necessidade do desenvolvimento de
metodologia capaz de detectar o gene classico e variante, bem seus homélogos (Melo et al.,
2017).

Desse modo, Melo et al. (2017) a partir da analise das sequéncias de gene mecA
originarios de amostras humana e animal elaboraram primer universal capaz de englobar os
genes classico e suas variagfes, bem como seus homologos. Esta nova abordagem trouxe
consideravel avanco no que diz respeito a identificagcdo e monitoramento da circulacdo de cepas
portadoras desses genes de resisténcia nos mais variados ambientes e diferentes espécies (Melo
etal., 2019).

2.6 Impacto da Resisténcia Antimicrobiana no Ambito de Satde Unica

O conceito de Satde Unica (One Health) se refere a interrelagdo e interdependéncia
entre a salde humana, animal e do ambiente, abrangendo estratégias de a¢fes integrativas que
levem a promocdo da salide em todos os niveis (Carneiro e Pettan-Brewer, 2021; Menin, 2018).
De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE), o setor de saude é responsavel
por reduzir as vulnerabilidades sociais e intervir acerca dos impactos ambientais, corroborando
com tal proposta (Aradjo et al., 2020).

Historicamente sempre houve a cooperacdo entre os profissionais de salde humana e
veterinaria. O médico grego Hipdcrates (460-367 a.c.) ja trazia em sua época a noc¢do de saude
publica, em que afirmava a interrelacdo entre a satde do paciente e fatores ambientais (Aradjo
et al., 2020; Carneiro e Pettan-brewer, 2021).

Ao longo dos séculos diversos médicos, veterinarios, epidemiologistas, entre outros
profissionais, abordaram a ideia da Saude Unica, entretanto somente na década de 60 é que se
cunhou o termo One Health, precedendo o estabelecimento da Medicina Veterinaria Preventiva
como parte da formacdo académica de médicos veterinarios (Carneiro e Pettan-brewer, 2021).

Os avangos tecnologicos e modernizagdo industrial, novos padrdes de movimentacdo
humana no turismo, globalizagcdo e consumismo resultaram em um novo mundo altamente
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conectado, tornando possivel a introducdo e disseminacdo de doengas emergentes e
reemergentes, além de alteracdes de ecossistemas e impactos ambientais (Carneiro e Pettan-
brewer, 2021; Medina, 2018; Salam et al., 2023).

E estimado que cerca de 60% das enfermidades infecciosas humanas e 75% de doengas
infecciosas emergentes sdo zoonoses, sendo as principais raiva, tuberculose, febre Q,
leishmaniose visceral, brucelose e tripanossomiases (Menin, 2018).

A emergéncia da resisténcia antimicrobiana € um grave problema de satde publica de
carater multifatorial que ameaca ndo s6 a salde humana e animal, como denota uma crise
econdmica e de seguranca global (Cheng et al., 2019; O Neil, 2016). Estima-se que até 2050
em torno de 10 milhGes de mortes por doencas infecciosas sejam atribuidas a bactérias
resistentes (White e Hughes, 2019).

O uso impréprio e indiscriminado de antimicrobianos vem favorecendo a emergéncia
de cepas resistentes e dispersdo de genes resisténcia (O"Neil, 2016; Sharma et al., 2018; Souza
et al.; 2024), como efeito tem-se as falhas terapéuticas nos tratamentos clinicos (Saraiva et al.,
2022), aumento das taxas de mortalidade e severos prejuizos econdmicos (Medina, 2018;
Saraiva et al., 2022).

Em 2019 a OMS determinou a resisténcia bacteriana como uma das principais ameacas
de saude global (Cheng et al., 2019; White e Hughes, 2019), sendo que em 2017 j& havia listado
0s agentes patogénicos resistentes a antimicrobianos tidos como prioridade, catalogando doze
familias de bactérias que representam a maior ameaca para a saude humana (OPAS/OMS,
2017).

A grande maioria das classes de antimicrobianos séo utilizadas tanto em humanos
quanto em animais, incluindo-se mamiferos domésticos, aves, sistema de producao de peixes,
entre outros, alem de alguns setores de producdo agricola como a horticultura (Mcewen e
Collignon, 2018; O"Neil, 2016). Especificamente no setor de produgéo, sdo empregados como
medida profilatica, promotores de crescimento e tratamento de doencas infectocontagiosas
(Mcewen e Collignon, 2018; Souza et al., 2024, 2020).

Com base no conceito de resistoma, compreende-se que a presenca de microrganismos
resistentes € inerente a diversos microbiomas, sendo o resistoma ambiental reservatorio de
genes de resisténcia e moldado pela estrutura das comunidades microbianas naturais do meio.
No entanto a atividade humana tende a interferir nesses micros ecossistemas, possibilitando o
fluxo de transferéncia dada por elementos genéticos moveis entre variados nichos (Cha e Kim,
2021; Medina, 2018).

Uma das questdes mais controversas quanto ao uso de antimicrobianos € a utilizacéo
como promotores de crescimento na producdo animal, tendo em vista que a administracao
prolongada de doses subterapéuticas é condicao favoravel ao surgimento de cepas resistentes
dada a pressdo de selecdo exercida e a transferéncia das mesmas entre espécies animais e 0
homem, principalmente através da alimentacdo (Mcewen e Collignon, 2018; Medina, 2018;
Sharma et al., 2018; Souza et al., 2024).

Outro aspecto relevante diz respeito aos animais selvagens, considerados potenciais
reservatorios de microrganismos resistentes e genes de resisténcia, bem como os ecossistemas
aquaticos, em que a transferéncia horizontal genética a patégenos humanos ja foi evidenciada
(Vittecog et al., 2016; White e Hughes, 2019).

Ainda, a contaminacao ambiental com residuos antimicrobianos derivada da industria
farmacéutica, agropecuaria, agua proveniente de tratamento de esgoto e descarte inadequado
de farmacos de uso humano, exerce pressao seletiva sobre a emergéncia de bactérias resistentes
(Medina, 2018; White e Hughes, 2019).

As aguas residuais e estacdes de tratamento de esgoto, a presenca de antimicrobianos,
metais pesados e substancias desinfetantes tem sido associada ao aumento da transferéncia e
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capacidade de co-selecdo de genes de resisténcia, ainda que em concentracao significativamente
mais baixas que doses terapéuticas (Cha e Kim, 2021; Medina, 2018).

Em paises desenvolvidos em que a populacdo tem acesso ao saneamento basico e
consome agua de boa qualidade, a transmissdo de bactérias e genes de resisténcia provenientes
de sistemas de producdo animal ocorre em grande parte de origem alimentar, ao passo que
paises com precario tratamento de &gua e esgoto, a transmissdao atraves da agua potavel é
provavelmente uma via importante (Mcewen e Collignon, 2018; O"Neil, 2016).

Em 2006 a Unido Europeia baniu a pratica da administracdo de antimicrobianos como
promotores de crescimento no setor agropecudrio, apesar de ainda permitir o uso terapéutico de
substancias aprovadas para animais (Mcewen e Collignon, 2018). Desde 2016 o Brasil vem
implementando o PAN-BR, alinhado com o Plano de Acdo Global definido pela OMS, OIE e
Organizacdo das NacOes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO). Em 2018 o MAPA
lancou 0 PAN-BR Agro, integrado com o PAN-BR (Saraiva et al., 2022).

Embora legislagdes e iniciativas a fim de limitar o uso de antimicrobianos na producéo
animal estejam sendo colocadas em pratica, tais medidas aparentam ndo serem capazes de
solucionar o problema por si s6 (O Neil, 2016; Saraiva et al., 2022), evidenciando a relevancia
da atuacdo dos profissionais da area, em especial médicos veterinarios.

Dada a complexidade e as multiplas rotas de exposicao, torna-se dificultoso determinar
com precisao a contribuicdo dos diferentes meios na disseminacéo da resisténcia antimicrobiana
(White e Hughes, 2019). Ainda faltam estudos integrados quanto a resisténcia bacteriana e a
triade homem, animal e ambiente, considerando que muitos dos genes de resisténcia fazem
parte de elementos genéticos mdveis e circulam com facilidade entre estes meios (Menin,
2018).
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar a prevaléncia e o perfil fenogenotipico de resisténcia de bactérias do género

Staphylococcus presentes na glandula mamaria de bovinos leiteiros, bem com o perfil
higiénico-sanitario de propriedades de bovinocultura leiteira com énfase na perspectiva de
Salde Unica e a emergéncia de resisténcia antimicrobiana em ambientes de produc¢éo animal.
3.2. Objetivos Especificos
3.2.1 Quanto a pesquisa laboratorial

1. Isolar e identificar os agentes bacterianos presentes no leite de vacas em lactacao;

2. Caracterizar as cepas isoladas fenogenotipicamente;

3. Avaliar o perfil fenogenotipico da resisténcia.
3.2.2 Quanto as acdes de extensao

1. Realizar diagndéstico higiénico-sanitario dos estabelecimentos produtores de leite,

mediante a aplicagdo de entrevistas semiestruturadas a fim de identificar as suas
caracteristicas predominantes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem

Foram analisadas amostras de leite coletadas de vacas leiteiras em lactacdo de pequenos
produtores rurais na regido Norte, localizado no sul do estado de Rond6nia, e na regido Sudeste,
localizadas na Baixada Fluminense do Rio de Janeiro e na divisa com os estados de S&o Paulo
e Minas Gerais. Todas as coletas foram realizadas em pool dos quartos mamarios de cada
animal anteriormente a ordenha em recipiente estéril, priorizando-se pela higienizacao préevia
dos tetos e desprezo dos trés primeiros jatos de leite.

Os animais incluidos no estudo foram selecionados de forma aleatoria, sendo excluidos
da amostragem somente 0s animais com mastite clinica.

Figura 1- animais com higienizacdo dos tetos ja realizada para inicio do processo de coleta em
propriedade Ioc;alizda no municipio de Vilhena-RO (A) e Sero\p@—RJ B).
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Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Dentre as coletas realizadas no territério rondoniense, duas propriedades eram
localizadas no municipio de Cabixi, uma propriedade proveniente do municipio de Corumbiara,
uma localizada em Nova Conquista, e uma em Vilhena. No estado do Rio de Janeiro foram
coletadas amostras em uma propriedade no municipio de Seropédica, uma propriedade
localizada em Queluz-SP e uma em Santo Antonio do Aventureiro-MG. A amostragem total do
trabalho foi de 127 amostras (tabela 1).

Tabela 1- Numero de amostras coletadas por propriedade.

Cédigo propriedade Localizacdo N° de amostras coletadas
1 Cabixi-RO 05
2 Cabixi-RO 10
3 Corumbiara-RO 15

17



4 Nova Conquista-RO 12
5 Vilhena-RO 20
6 Queluz-SP 15
7 Seropédica-RJ 27
8 Santo Antonio do Aventureiro-MG 23
Total 127

Fonte: Arquivo pessoal (2023).

Todas as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Bacteriologia Veterinaria
(LABAC-VET) da UFRRJ para dar inicio ao processo de isolamento e identificacdo das
espécies envolvidas e do perfil fenogenotipico de resisténcia antimicrobiana.

O projeto foi aprovado pelo CEUA-IV UFRRJ processo nimero 6239180418.

4.2 Isolamento

Todas as amostras de leite foram semeadas diretamente em Agar Manitol Vermelho de
Fenol (AMVF) (Kasvi®) para obtencdo do isolamento primario e incubadas em estufa
bacterioldgica a £ 35°C por 48 horas, sendo realizadas leituras com 24 e 48 horas.

O AMVF é um meio seletivo e diferencial para bactérias Gram-positivas, especialmente
do género Staphylococcus, fazendo parte de sua composicéo 7,5% de NaCl e vermelho de fenol
como indicador de pH (figura 2). Este indicador possibilita visualizar a fermentacéo do manitol
presente no meio pelo aparecimento de coloracdo amarela, ou a utilizacdo de peptona através
da presenca de coloragéo rosa.

Figura 2- crescimento de Staphylococcus spp. em Agar Manitol Vermelho de Fenol
fermentador (A) e ndo fermentador (B).

Fonte: Arquivo pessoal (2021).

O género Micrococcus néo é diferenciado pela caracteristica morfotintorial, no entanto
Bacillus spp. demonstram formas bacilares coradas pelo cristal violeta, geralmente bastante
alongadas e significativamente maiores que cocos Gram-positivos, sendo que em detrimento da
sua baixa patogenicidade e pouca importancia em salde publica estes crescimentos foram
desconsiderados. Os isolados nédo identificados como Bacillus spp. seguiram para diferenciacéo
de género Micrococcus e Staphylococcus, além da identificacdo de espécie deste ultimo.

4.3 ldentificacdo fenotipica
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Os isolados selecionados de coldnias do AMVF compativeis com cocos Gram-positivos
foram submetidos ao teste de sensibilidade a bacitracina 0,04 Ul (figura 4) para diferenciagéo
de Staphylococcus spp. de Micrococcus spp. Aqueles que apresentaram resisténcia foram
testados quanto a producdo de coagulase para distin¢do de Estafilococos coagulase-negativa
(ECN) e Estafilococos coagulase-positiva (ECP) (figura 5). Os ECP foram submetidos a
diferenciacdo de espécie pela observacédo de resisténcia ou sensibilidade a polimixina B (tabela

2) (Koneman et al., 2018).

Figura 3- crescimento de Staphylococcus sp. em agar Mueller Hinton (AMH) resistente a

bacitracina 0,04 Ul.

Fonte: Arquivo pessoal (2021).

Figura 4- prova da coagulase apresentando resultado positivo (A) e negativo (B).

Fonte: arquivo pessoal (2021).

Tabela 2- Provas fenotipicas utilizadas para diferenciacdo e identificacdo fenotipica de

Staphylococcus spp.

Prova Principio Metodologia

Leitura

Pelo método de difusdo
em disco, padronizar
isolado em salina 0,9% a
05 da escala de
McFarland; em seguida

Observar a presenca ou
Resisténcia a auséncia de halo de
bacitracina 0,04 Ul crescimento bacteriano
em torno do disco.

Apo6s 24 horas, realizar medicdo do
didmetro caso haja formac&o de halo
e classificar como sensivel ou
resistente de acordo com ponto de
corte pré-estabelecido; em caso de
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passar com swab estéril
em placa de AMH
uniformemente; depositar
disco de bacitracina 0,4
Ul naplaca e incubar a 35
+- 2°C por 24 horas.

crescimento até os limites dos disco,
classificar como resistente.

Coagulase

Avaliar a presenca da
enzima coagulase
através da formacao de
coagulo a partir de
plasma de coelho.

Adicionar 200 microlitros
de caldo BHI com
crescimento  bacteriano
ao plasma de coelho;
incubar em estufa a 35C
durante 4 a 6 horas e
posteriormente  manter
em temperatura ambiente
por mais 18 horas.

Ap6s 24 horas, observar a formacédo
de coagulo.

Resisténcia a
polimixina B

Observar a presenca ou
auséncia de halo de
crescimento bacteriano
em torno do disco.

Pelo método de difusdo
em disco, padronizar
isolado em salina 0,9% a
0,5 da escala de
McFarland; em seguida
passar com swab estéril
em placa de AMH
uniformemente; depositar
disco de polimixina B na

Ap0s 24 horas, realizar medicdo do
didmetro caso haja formag&o de halo
e classificar como sensivel ou
resistente de acordo com ponto de
corte pré-estabelecido; em caso de
crescimento até os limites dos disco,
classificar como resistente.

placa e incubar a 35 +-
2°C por 24 horas.

Fonte: Koneman et al. (2018).

4.4 ldentificagdo protedmica (MALDI-TOF)

Os isolados identificados fenotipicamente foram posteriormente submetidos a
identificacdo proteébmica pela técnica do Tempo de Voo de lonizagdo / Desorgdo por Laser
Assistida por Matriz (MALDI-TOF MS) pelo Laboratorio de Investigacdo em Microbiologia
Médica (LIMM) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Os isolados foram cultivados em Agar CLED a 35 + 2°C por 24 horas. Cada cultura
bacteriana foi transferida, em duplicata, para microplaca (Microflex, Bruker Daltonics —
Germany) e, ao sedimento bacteriano, foi adicionada uma solucéo de lise (acido formico 70%)
em quantidade suficiente para cobri-lo. Em seguida, 1ul de solucdo da matriz (acido-alfa-ciano-
4-hidroxi-cindmico diluido em acetonitrila 50% e acido trifluoracético 2,5%) foi utilizado para
cobrir o extrato bacteriano, para finalmente ser processado. Os espectros de cada amostra foram
gerados em um espectrometro de massa (MALDI-TOF LT Microflex Bruker) equipado com
laser de 337nm de nitrogénio no modo linear controlado pelo programa FlexControl 3.3. Os
espectros foram coletados na faixa de massas entre 2.000-20.000 m/s e posteriormente,
analisados pelo programa MALDI Biotyper 2.0, com as configuracBes padronizadas para
identificacdo bacteriana.

O programa confronta os espectros da amostra desconhecida com amostras de referéncia
em um banco de dados. Os resultados obtidos variam em uma escala que vai de zero a trés,
sendo que entre zero de 1.699 indica que ndo ha possibilidade de identificacao, entre 1.7 e 1.999
indica provavel identificacdo de género, entre 2.0 e 2.299 indica identificagdo de género
confiavel e provavel identificacdo de espécie, e entre 2.3 e trés configura identificacao confiavel
em nivel de espécie. Neste trabalho foram considerados como identificagdo aceitavel em nivel
de género os resultados acima de 2.0 e em nivel de espécie acima de 2.3.
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4.5 Analise fenotipica de resisténcia antimicrobiana

4.5.1 Padronizagao do in6culo e metodologia

A analise fenotipica de resisténcia foi direcionada para a pesquisa de bactérias de
importancia em Salde Publica como preconizado pela OMS (WHO, 2017). Padronizaram-se
os isolados atravées de suspensao em solugdo salina 0,9% de coldnias com crescimento de 24
horas em meio néo seletivo, em concentracdo equivalente a escala 0,5 de McFarland. Utilizou-
se 0 método de difusdo em disco, em que suspensdes foram estriadas uniformemente na
superficie de meio AMH com swab estéril e, em seguida, depositados os discos de
antimicrobianos selecionados. As placas foram incubadas a 35 + 2°C por um periodo de 18 a
24 horas.

Os diametros formados pelos halos de crescimento bacteriano em torno dos discos
foram observados e medidos em milimetros, os quais interpretaram-se de acordo com 0s pontos
de corte disposto pelo CLSIVET (2024), sendo classificados como sensivel (S), sensivel
aumentando a exposicao (1) e resistente (R).

4.5.2 Deteccdo fenotipica de resisténcia aos beta-lactamicos em Staphylococcus spp.

As cepas de Staphylococcus spp. foram submetidas ao teste de difusdo em disco com 0s
antimicrobianos cefoxitina (30ug) (CFO) e oxacilina (10ug) (OXA) para pesquisa de
resisténcia aos beta-lactamicos mediada pelo gene mecA, e penicilina G (10Ul) (PEN) para o
gene blaZ (CLSIVET, 2018; OPAS/OMS, 2017).

Com relagédo ao gene mecA, utilizou-se como marcador de resisténcia a CFO para as
espécies identificadas como ECN e para os isolados identificados como S. aureus.

4.6 Analise genotipica de resisténcia antimicrobiana

4.6.1 Extracao de DNA pela técnica de lise térmica

A extracdo de DNA foi realizada pelo método de lise térmica segundo Buyukcangaz e
colaboradores (2013) com modificacdes estabelecidas pelo LABAC-VET - UFRRJ. Cada
isolado foi cultivado em agar CLED a 35 + 2°C por 24 horas. Posteriormente as col6nias foram
inoculadas em microtubos contendo 200pul de agua ultrapura e agitadas em vortex, para entao
serem incubadas em banho-maria a 100°C durante 10 minutos. Em seguida os microtubos foram
esfriados em temperatura ambiente e centrifugados por dois minutos a 13.500 rpm.
Aproximadamente 180l de sobrenadante foram transferidos para novos microtubos e
armazenados em temperatura de -20°C.

4.6.2 Preparo de reacgdo para deteccéo dos genes por PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase)

Para a deteccdo dos genes tanto de identificacdo quanto de resisténcia a antimicrobianos,
foram realizadas reagdes de PCR utilizando 25ul de volume total, cujas concentragdes dos
reagentes foram: 1X de tampéao (10mM Tris-HCI, pH 9,0; 50 mM KCI; 0,1% Triton X-100),
3mM de MgC12 (Invitrogen®), 0,4uM de cada primer, 0,2mM de dNTP (Invitrogen®), 1U de
Taq polimerase (Invitrogen®), agua ultrapura para completar o volume total da reacéo e 20ng
do DNA total extraido da cepa a ser testada. Para a amplificacdo foi utilizado o termociclador
TC-9639 (Loccus Biotecnologia®) e as condicdes de ciclagem para cada gene trabalhado

21



encontram-se descritas ao longo desta dissertacdo nos quadros de exposicao de cada iniciador
utilizado, com sua devida referéncia. Os amplicons foram avaliados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% revelado com SYBR Green (Invitrogen®) e visualizados através do sistema de
captura de imagem em Transiluminador L-P1X EX (Loccus Biotecnologia®).

4.6.3 Deteccdo genotipica de resisténcia aos beta-lactamicos em Staphylococcus spp.

A pesquisa genotipica da resisténcia a meticilina foi realizada para todos os isolados de
Staphylococcus spp., inclusive para aqueles que se mostraram fenotipicamente sensiveis aos
beta-lactamicos. Tal pesquisa se deu através da PCR para deteccdo do gene mecA utilizando
primers descritos por Murakami et al. (1991) e mecA universal e mecA variante utilizando
sequéncias desenhadas por Melo et al. (2017) e Melo et al. (2013), respectivamente. Também
foi realizada PCR para detecgdo do gene blaZ, que codifica a producéo de beta-lactamases no
género bacteriano em estudo (Rosato et al., 2003) (Quadro 1). Para deteccdo destes genes foram
realizadas reagdes de PCR seguindo metodologia citada anteriormente no item 4.5.2. Foram
utilizados como controle-positivos das reacdes: S. aureus ATCC® 43300 para 0 gene mecA,
mecA universal e mecA variante, e S. aureus ATCC® 29213 para 0 gene blaZ.

Quadro 1- Primers e ciclos empregados para amplificacdo dos genes de resisténcia aos beta-
lactamicos em Staphylococcus spp.

Gene A . ) ns N A
(fragmento) Sequéncia dos primers (5°-3”) Ciclos Referéncia
mecA universal | ACGTTACAAGATATGAAGGAAACA
(574 pb) TTAATAGCCATCATC ! MELO etal., 2017
mecA variante ACGTTACAAGATATGAAG
2 MELO et al., 201
(809 pb) ACATTAATAGCCATCATC Oetal, 2013
mecA AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC 5 MURAKAMI et al.,
(533 ph) AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC 1991
blaz TACAACTGTAATATCGGAGG
4 | ROSATO etal., 2003
(861 ph) CATTACACTCTTGGCGGTTT etal,

*1. 95 °C 5 min (94 °C 1 min, 55 °C 1 min, 72°C 1 min) x 30 e 72 °C 10 min. 2. (94 °C 1 min, 55 °C 1
min, 72 °C 1 min) x 30 e 72 °C 10 min; 3. 94 °C 4 min (94 °C 305,53°C 305, 72°C 1 min)x 30 e 72
°C 4 min. 4.95°C 2 min (95°C 1 min, 53 °C 1 min, 72 °C 1 min) x 30 ¢ 72 °C 7 min;

4.7 Aplicacéo de questionario técnico

O questionario utilizado para a coleta de dados foi dividido em aspectos técnicos quanto
as caracteristicas gerais da propriedade, manejo de ordenha e préaticas de manejo higiénico-
sanitario, o qual foi aplicado em todas os locais de coleta incluidos neste projeto (Anexo 1). As
questdes que buscaram avaliar o conhecimento técnico do produtor a respeito da atividade
leiteira desenvolvida na propriedade.

O preenchimento do questionario foi realizado por meio de entrevista com o produtor e
através de observacdes realizadas durante as visitas as propriedades. As variaveis que estavam
relacionadas com os processos da atividade foram avaliadas através de respostas afirmativas,
guando a atividade era realizada corretamente, ou negativas, quando a atividade era realizada
incorretamente, total ou parcial, ou ndo era realizada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As espécies de Staphylococcus estdo entre as principais causadoras de mastite bovina
em todo o mundo. S. aureus € um dos agentes etiologicos mais comum em infeccdes de glandula
mamaria bovina, com alto potencial de disseminacdo antropozoondtica (Dorneles et al., 2018;
Melo et al., 2014, 2018), embora tenha se observado um aumento significativo em espécies de
estafilococos coagulase negativa como agente primario em quadros de mastite (Melo et al.,
2018; Phophi et al., 2019).

Das 127 amostras de leite coletadas neste estudo, 84,25% (107/127) apresentaram
crescimento bacteriano. Destas, foram isoladas e identificadas fenotipicamente 174 cepas
pertencentes ao género Staphylococcus. Destas, 54,6% (95/174) foram confirmadas como
coagulase positiva e 45,4% (79/174) coagulase negativa. Dentre as cepas classificadas como
ECP, 37,9% (36/95) foram provenientes das amostras coletados no estado de Rondoénia e 62,1%
(59/95) do Rio de Janeiro e em propriedades localizadas nas divisas com os estados de S&o
Paulo e Minas Gerais. J& os isolados identificados como ECN, foi observado 34,1% (27/79) e
65,9% (52/79), respectivamente (gréafico 1).

Gréafico 1- quantidade total de isolados identificados fenotipicamente como ECP e ECN,
associado a respectiva regido em que foram coletados.

Total de isolados identificados em associacédo a regido de coleta

200
150
100
50
0
Total Norte Sudeste
ECP mECN

Fonte: Arquivo pessoal (2023).

A ferramenta MALDI-TOF permitiu a identificacdo protebmica de 96,5% das cepas
isoladas (168/174). Dentre estas, 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, e 0,6% (1/168) como S. auricularis e S.
warneri (grafico 2). Somente 3,44% (6/174) dos isolados ndo puderam ser identificados.
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Gréfico 2 - proporc¢éo de cepas identificadas pelo MALDI-TOF de acordo com a espécie.

Espécies confirmadas pelas identificacdo proteébmica

S. aureus

S. chromogenes
® S. haemolyticus
W S, sciuri

‘ W S, saprophyticus
m S, hyicus
S. simulans
S. epidermidis
S. kloosii
S. xylosus

| S. auricularis
m S. warneri

Fonte: Arquivo pessoal (2023).

O método de identificagcdo protedmica é uma ferramenta extremamente assertiva no
diagnostico de espécimes bacterianas, em especial para o grupo de ECN. Assim como para
Melo et al. (2018), essa metodologia permitiu neste trabalho a confirmagdo em nivel de espécie
em 96,5% (168/174) dos isolados, demonstrando elevado potencial de identificacéo (tabela 3).
Quanto a correlacdo entre os resultados fenotipicos e protedmicos, foi possivel observar que
dentre os isolados classificados fenotipicamente como coagulase positiva, apenas 1% (1/93) foi
identificado pelo MALDI-TOF como uma espécie do grupo ECN, sendo este S. chromogenes.
Em contrapartida, dentre aqueles classificados com fenotipo de coagulase negativa, 10% (8/74)
foram confirmados protebmicamente como S. aureus, espécie rotineiramente tida como
coagulase positiva (tabela 3).

A correta diferenciacdo entre esses dois grupos de estafilococos é de significativa
importancia epidemioldgica. Melo (2017) identificou em seu trabalho cinco S. aureus com
resultado negativo na prova de coagulase em tubo, este interpretado como uma possivel
clivagem parcial dada por estafiloquinases, tendo em vista que a expressao da producao de
coagulo € regulada por varios genes.

Em contrapartida, Melo (2017) também verificou a presenca de seis isolados (2 S.
haemolyticus, 1 S. chromogenes,1 S. equorum, 1 S. xylosus e 1 S. epidermidis) coagulase
negativa que demonstraram resultados positivos no teste de coagulacdo em tubo. Sobre S.
chromogenes, Israel et al. (2018) observou que 47,2% dos isolados desta espécie apresentaram
fenotipo de coagulacdo de plasma, o que pode induzir a identificacdo inequivoca de S.
chromogenes como S. aureus.

Estudos demonstram que esta tem elevada semelhanca filogenética com demais espécies
consideradas coagulase varidveis (Santos et al., 2016). Apesar desse fendtipo de coagulacao ser
raro nessa espécie, isto pode levar a identificacdo errbnea como S. aureus, patogeno de
importancia critica a saude humana (Melo, 2017; Santos et al., 2016). Ainda, fica evidente a
importancia da ferramenta MALDI-TOF na identificacdo acurada de espécies do género
Staphylococcus (Soares et al., 2012).
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Tabela 3 — Correlacdo entre a identificacdo fenotipica e a identificacdo protedmica.

Identificacdo fenotipica  N° %  ldentificacdo protedmica N° %
S. aureus 89 95,7

ECP 93 553 S. hyicus 3 3,2
S. chromogenes 1 1,1

S. chromogenes 25 33,7

S. haemolyticus 12 16,2

S. aureus 8 10,8

S. sciuri 8 10,8

S. saprophyticus 6 8,1

S. simulans 4 54

ECN 4447 S. epidermidis 3 4
S. hyicus 2 2,7

S. klosii 2 2,7

S. xylosus 2 2,7

S. auricularis 1 1,3

S. warneri 1 1,3

Fonte: arquivo pessoal (2024).

Em relacdo as espécies isoladas por local de coleta, considerando as amostras obtidas
no sul de Rondbnia, a propriedade 1 apresentou 100% (5/5) dos isolados identificados como S.
aureus; na propriedade 2 foram identificados 35,7% (5/14) como S. aureus, 21,4% (3/14) S.
saprophyticus, 14,28% (2/14) S. haemolyticus e S. sciuri, e 7,14% (1/14) S. chromogenes e S.
kloosii; a propriedade 3 apresentou cerca de 56,5% (13/23) de S. aureus, 21,7% (5/23) de
S.sciuri, 13% (3/23) de S. haemolyticus, e 4,34% (1/23) de S. saprophyticus e S. xylosus,
respectivamente; a quinta e ultima propriedade do estado demonstrou em torno de 57,14%
(12/21) de cepas identificadas como S. aureus, 9,5% (2/21) como S. chromogenes e S.
haemolyticus, e 4,76% (1/21) como S. kloosii, S. saprophyticus, S. sciuri, S. simulans e S.
warneri. Ndo foram obtidos isolados da propriedade 4 (gréafico 3).

Gréfico 3 - proporc¢éo de espécies identificadas de acordo com a origem das amostras no estado
de Rondonia.

Espécies identificadas x Local de coleta (Ronddnia)

Propriedade 5 - S. xylosus

S. warneri
) S. simulans
Propriedade 3 ~E——— = S sciuri
| S. saprophyticus
Propriedade 2 E— S, kloosii
m S. haemolyticus
Propriedade 1 S. chromogenes

S. aureus
0 2 4 6 8 10 12 14

Fonte: Arquivo pessoal (2023)
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Acerca das cepas identificadas em propriedades da regido Sudeste, na propriedade 6
(RJ) verificou-se 53,8% (7/13) de isolados da espécie S. chromogenes, 23% (3/13) S. simulans,
15,4% (2/13) S. aureus e 7,7% (1/13) S. haemolyticus, sendo que dois dos isolados (2/15) nédo
puderam ser identificados; a propriedade 7 (SP) apresentou 55% (33/60) dos isolados como S.
aureus, 23,3% (14/60) S. chromogenes, 6,6% (4/60) S. hyicus, 5% (3/60) S. epidermidis e S.
haemolyticus, e 1,6% (1/60) S. auricularis, S. saprophyticus e S. xylosus, em que 4 cepas
isoladas (4/64) ndo obtiveram identificacdo. Por fim, na propriedade 8 (MG) foi observada
prevaléncia de 87,5% (28/32) de cepas pertencentes a espécie S. aureus, 6,25% (2/32) S.
chromogenes, e 3,1% (1/32) S. haemolyticus e S. hyicus (grafico 4).

Gréfico 4 - proporcao de espécies identificadas de acordo com a origem das amostras na regido
sudeste.

Espécies identificadas x Local de coleta (Sudeste)
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Fonte: Arquivo pessoal (2023)

Com excec¢do da propriedade 6 e 4, foi possivel averiguar que em todas as outras a
espécie S. aureus foi a mais prevalente, representando 58,3% (98/168) em comparag¢do com as
demais identificadas. Seguido desta, a espécie S. chromogenes representou em torno de 15,47%
(26/168) e S. haemolyticus cerca de 7,14% (12/168) (grafico 5). No entanto, apesar de a espécie
S. chromogenes ter apresentado uma prevaléncia relativamente alta, mais de 50% (14/26) foram
isoladas a partir de uma Unica propriedade.

Como ja descrito por outros autores, além de S. aureus, a maior prevaléncia em
infeccdes intramamarias bovinas entre as espécies coagulase negativa tem sido atribuida a S.
chromogenes, S. simulans, S. xylosus e S. epidermidis (Melo et al., 2018). Essa divergéncia
parcial com os dados do presente trabalho pode ser justificada pelas particularidades
epidemioldgicas de cada regiao.
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Gréfico 5 - porcentagem das espécies com maior prevaléncia dentre todos os isolados
identificados.

Porcentagem das espécies isoladas com maior prevaléncia

7,14%

15,47%
S. aureus

S. chromogenes
® S. haemolyticus

58,3%

Fonte: Arquivo pessoal (2023).

No que diz respeito aos dados referentes a regido norte brasileira, um estudo realizado
por Dias et al. (2022) em 15 propriedades leiteiras no estado de Ronddnia foram isoladas 97
cepas bacterianas provenientes de amostras de leite, sendo 63,9% identificadas como S. aureus
e 26,8% como ECN, corroborando com os dados obtidos neste estudo em que a prevaléncia de
S. aureus neste mesmo estado foi de 55,5% (35/63) e 44,4% para ECN (28/63).

Assemelhando-se aos dados obtidos neste trabalho, um estudo realizado na regido
sudeste do Para encontrou prevaléncia de 24,56% dos isolados identificados como S. aureus e
cerca de 14% como ECN, oriundos de amostras de leite de vacas com mastite clinica e
subclinica (Lima et al., 2020).

Em contrapartida, segundo Ferreira et al. (2022), a espécie com maior prevaléncia
identificada em amostras de leite oriundas de vacas com mastite subclinica no Acre foi S.
chromogenes (58,4%), seguido de S. aureus (19,8%) e S. hyicus (7,9%). De acordo com lIsrael
et al. (2018), o qual também observou alta prevaléncia de S. chromogenes (60%) em amostras
de leite no estado acreano, esta espécie tem sido a mais isolada nos casos de mastite bovina
dentre o grupo dos ENC, indicando uma possivel emergéncia de espécies coagulase negativa
como agente principal causador dessa enfermidade.

Quando comparado aos resultados observados na regido sudeste, a espécie de maior
prevaléncia encontrada foi S. aureus, cerca de 60% (63/105), e 40% (42/105) de espécies
coagulase negativa, semelhante aos dados provenientes de Rondbnia e demais estudos
realizados nesta regido. Aproximando-se destes dados, Alencar et al. (2014) observaram a
presenca de 59% de cepas coagulase negativa e 41% coagulase positiva, sendo que destes
24,28% foram identificados como S. aureus, a partir de amostras de leite bovino com mastite.

Entretanto, Noel et al. (2016) ao avaliarem amostras de leite bovino mastistico oriundos
da regido Sul Fluminense do Rio de Janeiro, verificaram prevaléncia de 48,3% de S. xylosus,
18,35% de S. haemolyticus, 11,1% de S. aureus, 9,17% de S. intermedius e 8,2% de S. simulans,
demonstrando uma significativa diferenca entre a presenca de espécies coagulase negativa e S.
aureus, a espécie de maior relevancia dentro do grupo de espécies coagulase positiva.

Apesar da frequéncia de isolados identificados como S. aureus em ambas as regides,
norte e sudeste, ter sido mais elevada em comparagdo com as demais, a porcentagem de espécies
ECN verificadas neste estudo (41%) corrobora com dados obtidos por Walid et al. (2021), o
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qual verificou uma frequéncia de 56,36% de espécies ECN em amostras de leite de animais
com mastite subclinica no Egito, sendo S. epidermidis (48,4%), S. saprophyticus (32,3%) e S.
haemolyticus (19,4%) as mais prevalentes. De maneira semelhante, Bhavana e Chaitanya
(2022), constataram que dentre as espécies de Staphylococcus obtidas de amostras de leite
bovina na india, 64% eram coagulase negativa enquanto apenas 36% foram identificadas com
S. aureus.

Essas espécies geralmente estdo associadas a ocorréncia de mastite subclinica leve, alem
de fornecerem protecdo ao tecido mamario contra infec¢do causada por outros patdégenos de
maior importancia clinica. Contudo, tem sido observada uma forte semelhanca entre os quadros
de mastite causados por S. aureus e ECN, sendo que estes tendem a persistir na glandula
mamaria assim como S. aureus (Sender et al., 2017).

Ainda que ECN j& tenham sido categorizados como agentes secundarios e de menor
importancia na mastite bovina (Srithanasuwan et al., 2023), essas observacgdes tém significativa
relevancia, tendo em vista emergéncia desses como agentes primarios na etiologia da mastite
bovina e carreadores de genes de resisténcia (Khazandi et al., 2018; Kim et al., 2019; Melo et
al., 2018). Além disso, evidéncias apontam para uma forte correlacdo entre espécies coagulase
negativa presentes na glandula mamaria bovina e a habilidade de produzir biofilme (Felipe et
al., 2017).

A producdo de biofilme é fator que impacta no prognostico dos quadros de mastite,
diretamente relacionada com aumento da capacidade de resisténcia bacteriana e dificuldade em
erradicar agentes patogénicos do rebanho (Marques et al., 2017; Souza et al.; 2024). Além do
mais, promove aderéncia significativa em utensilios e equipamentos, apesar da lavagem
periddica, tornando-se fonte para o estabelecimento de novos quadros de mastite (Marques et
al., 2017).

O principal mecanismo de a¢do de biofilme associado ao desenvolvimento de resisténcia
se da pela formacdo de barreira quimica e fisica frente a acdo de antimicrobianos, bem como
limitacdo de receptores bacterianos alvos destas substancias. Sugere-se que a neutralizagdo da
acdo dos farmacos possa promover diluicdo para concentragcdes subinibitérias quando
alcancadas as células bacterianas (Marques et al., 2017).

Quanto a deteccao fenotipica de resisténcia antimicrobiana, foi observada somente 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. No que se refere 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 6).
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Grafico 6 - nimero de isolados resistentes a penicilina em relacéo ao total de isolados
identificados conforme a espécie.
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Fonte: Arquivo pessoal (2023).

Considerando a prevaléncia total de cepas resistentes a penicilina neste estudo, 42,37%
(25/59) tiveram origem nas amostras coletadas no estado de Rond6nia e 57,62% (34/59) na
regido Sudeste (gréafico 7).

Gréfico 7 - quantidade de isolados identificados com resisténcia fenotipica a penicilina total e
de acordo com a regido de coleta das amostras.
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Fonte: Arquivo pessoal (2023).

No estado rondoniense, Dias et al. (2022) observou cerca de 14,5% e 29,8% de
resisténcia a penicilina para S. aureus e ENC, respectivamente; e 3,8% de resisténcia a oxacilina
para ECN. Ja Ferreira et al. (2022), verificou em torno de 71,4% e 38,9% de resisténcia a
penicilina para ECP e ECN, respectivamente; quanto a cefoxitina, 14,3% em ECP e 26,4% em
ECN. E possivel que esta divergéncia de dados se dé pela microrregi&o do estado em que cada
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estudo foi realizado, tendo em vista as diferencas de manejo e medicacéo de uso profilatico e
terapéutico nos quadros de mastite.

Na regido fluminense, foi verificada uma variacdo de resisténcia a penicilina em
Staphylococcus spp. de 80% (Alencar et al., 2014) a 99,5% (Noel et al., 2016). Este ultimo
ainda observou cerca de 37,7% e 26,1% de resisténcia a cefoxitina e oxacilina, respectivamente.
Corroborando com os dados obtidos neste trabalho, Marques et al. (2017) em estudo acerca da
resisténcia aos beta-lactamicos em S. aureus nessa mesma regido, verificou 100% de resisténcia
fenotipica a penicilina, ao passo que a sensibilidade a cefoxitina e oxacilina foi observada em
100% dos isolados.

Em comparacdo com dados das demais regifes do pais, nota-se que a prevaléncia de
resisténcia difere significativamente entre as espécies de Staphylococcus e quanto ao principio
ativo. Um levantamento realizado na regido da Zona da Mata no estado de Minas Gerais
demonstrou uma frequéncia de resisténcia a penicilina de 78,9% e 100% em S. aureus e ECN,
respectivamente, ao passo que a resisténcia a oxacilina foi de 75% para as espécies coagulase
negativa frente a 2,8% em S. aureus (Dorneles et al., 2018).

A elevada resisténcia a penicilina encontrada por diversos autores possivelmente esta
relacionada com o uso frequente ao longo dos ultimos anos na medicina veterinaria,
especialmente na bovinocultura (Dorneles et al., 2018), e embora seu uso ndo seja mais
priorizado, muitos produtores ainda utilizam devido ao baixo custo (Marques et al., 2017). Vale
ressaltar que o facil acesso aos antimicrobianos pelos produtores e uso inapropriado no
tratamento de mastite pode ser associado a emergéncia de cepas resistentes (Phophi et al.,
2019).

A deteccdo dos genes de resisténcia neste trabalho demonstrou 7,5% (13/173) de
isolados positivos para o gene blaZ e 20,8% (36/173) positivos para 0 gene mecA universal.
Para este Ultimo gene, a prevaléncia de cepas positivas detectadas no estado rondoniense foi de
aproximadamente 15%, sendo que até o presente momento nao ha dados na literatura acerca da
deteccdo de genes de resisténcia bacteriana para o estado.

Em contrapartida, a prevaléncia na regido fluminense foi cerca de 25% para 0 gene
mecA e 7,5% para blaZ, enquanto Soares et al. (2012) verificaram a presenca do gene mecA
em 13,8% e 55% de blaZ em ECN. Ja Marques et al. (2017) e Soares et al. (2017) detectaram
70% e 40% de S. aureus carreadores do gene blaZ, respectivamente.

Em relacdo a prevaléncia entre as espécies em que foi detectado o gene blazZ, 46,1%
(6/13) foram S. aureus e 53,8% (7/16) ECN. Para o gene mecA universal, 69,4% (25/36) foram
S. aureus e 30,6% (11/36) ECN (gréfico 8).
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Gréafico 8 — Porcentagem de isolados em que foi detectada a presenca do gene mecA universal
de acordo com a espécie.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

Como ja descrito por diversos autores, a ampla resisténcia a penicilina mediada pelo
gene blaZ se deve principalmente ao uso em larga escala desta droga nos sistemas de producao
animal. Contudo, a emergéncia de resisténcia a penicilina acompanhada de mecanismos de
resisténcia as penicilinas semissintéticas e outras classes de antimicrobianos se torna um desafio
no tratamento de infec¢Bes causadas por esses agentes (Soares et al., 2012). Associado a isso,
deve se levar em conta o potencial zoonético e risco a saude publica dada pela transferéncia de
genes de resisténcia a microbiota humana pelo consumo de leite cru e derivados (Ajose et al.,
2022).

Apesar das proibicbes impostas pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2017), a
comercializacdo de leite cru e produtos lacteos artesanais ndo inspecionados por pequenos
produtores ainda € realidade em boa parte do pais, como demonstrado por Pena et al. (2020).
Nesse estudo, os autores identificaram a presenca de bactérias patogénicas de importancia em
salide publica acima dos limites estabelecidos pela legislacdo em amostras de leite cru e queijo
artesanal, além de detectarem isolados multidroga-resistente (Pena et al., 2020). Isto evidencia
importancia da cadeia produtiva de alimentos como fonte de agentes patogénicos e,
potencialmente, genes de resisténcia antimicrobiana.

Quanto ao gene mecA e suas variacdes, a amplificacdo destes é considerada como
padréo-ouro para a identificagdo de MRSA (CLSI, 2024). A ocorréncia de mutagdes pontuais
nesse gene pode impedir o adequado anelamento dos primers e, consequentemente, a
confirmagdo de sua presenca nos isolados testados (Melo et al., 2014). Este fato impacta
diretamente na confiabilidade dos resultados, além de dificultar o monitoramento de cepas
carreadoras desse mecanismo.

Dentre os isolados positivos na amplificacdo do gene mecA universal neste estudo,
13,8% (5/36) amplificaram o gene mecA classico descrito por Murakami et al. (1991), ao passo
gue ndo houve resultados positivos para 0 gene mecA variante descrito por Melo et al. (2013).
Estas observacdes podem ser explicadas pelo alto indice de mutabilidade apresentado por esse
gene (Melo, 2013, 2017; Souza et al., 2020).

E sabido que o gene mecA variante possui alta correlagio com isolados provenientes de
amostras bovinas, como ja demonstrado por Melo (2013) e Melo et al. (2014). Nesse contexto,
0 ambiente de produgdo animal de bovinocultura leiteira representa um desafio quanto a
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emergéncia de novas variacBes de genes mediadores de resisténcia beta-lactamica,
especialmente considerando-se o uso frequente desta classe no controle e prevencao de mastite
subclinica (Souza et al., 2020).

Por outro lado, j& foi evidenciada a presenca do gene variante em isolados obtidos de
amostras de carne suina e frango, bem como das méos de ordenhadores (Melo et al., 2019). Isto
demonstra a capacidade de circulagdo e adaptagdo em ambientes diversos das cepas portadoras
desse gene, 0 que torna o controle da resisténcia a classe de beta-lactamicos cada vez mais
desafiador.

Ainda, espécies do género Staphylococcus sdo comensais de uma variada gama de
animais, incluindo cées, gatos, coelhos, equinos, suinos, frangos, bovinos e algumas espécies
exoticas (Souza et al., 2020). Logo, € possivel que esses agentes atuem como reservatorios de
genes de resisténcia e permitam a transmissdo bidirecional entre diferentes espécies animais,
considerando a baixa especificidade por hospedeiros (Khazandi et al., 2018).

E importante enfatizar que, apesar de ndo haver resisténcia fenotipica a cefoxitina e
oxacilina, obtiveram-se resultados positivos para 0 gene mecA (36/173). Isto pode ser
justificado devido a heteroresisténcia apresentada por determinadas populacGes bacterianas,
implicando que nem todos os individuos portadores desse mecanismo 0 expressaram
fenotipicamente (Melo et al., 2014; Pereira et al., 2021).

Como ja descrito por outros autores, as divergéncias entre resultados fenotipicos e
genotipicos sugerem a possibilidade de mecanismos de resisténcia diversos, tornando
necessaria a investigacdo mais profunda destes (Melo et al., 2018). A exemplo, Alves et al.
(2020) em seu estudo detectaram a presenca do gene mecC em 26% de S. aureus isolados de
amostras de leite bovino, sendo que nenhum dos isolados havia apresentado resisténcia
fenotipica.

O gene mecC ja foi detectado tanto a partir de amostras de humanos quanto de animais
de producéo. Apesar de haver 70% de compatibilidade com seu homologo mecA (Souza et al.,
2020), os métodos diagnosticos de rotina ndo sdo capazes de identificar esse gene, o que
representa um grave entrave a deteccao desse gene. Além disso, fenotipicamente, o gene mecC
é relativamente mais susceptivel a oxacilina e mais resistente a cefoxtina quando comparado ao
mecA (Blair et al., 2015).

Khazandi et al. (2018) detectou em seu estudo a presenga de homdlogos de mecA em
espécies de ECN oriundas de amostras de leite bovino através da técnica de sequenciamento
genético total, enfatizando que o uso de metodologias convencionais como a PCR nao
possibilitou tal identificac&o.

Nesse mesmo estudo, quando comparado os isolados de origem animal e humana, foi
observada elevada semelhanca entre os genomas (Khazandi et al., 2018). Estas semelhancas
demonstram que possivelmente existe relacdo clonal entre estes isolados e é fundamental o
entendimento deste aspecto, pois permite determinar a possivel fonte e rota de infecgdo, modo
de transmisséo e analisar a efetividade das medidas de controle (Soares et al., 2021).

A elevada ocorréncia de cepas resistentes fenotipicamente em conjunto com a baixa
deteccdo de gendtipos de resisténcia também pode ser interpretada como indicativo de
alteracdes genéticas dadas por mutacdes, acdo de bacteriofagos e presenca de transposons
(Pereira et al., 2021). Devido a esta alta heterogeneidade é que se considera a confirmacao da
presenca do gene mecA fundamental na identificagdo de MRSA (Melo et al.; 2018; Souza et
al., 2020).

Para o homem, a infeccdo por MRSA é um sério problema de saude publica,
principalmente em ambientes hospitalares. Esses agentes sdo associados desde quadros de
dermatite a infeccdes sistémicas. A OMS reportou indices de resisténcia aos beta-lactamicos
provocada por MRSA entre 80 a 100% na Africa, cerca de 90% nas Américas e 60% na Europa
(Mcewen e Collignon, 2018). De acordo com Polianciuc et al. (2020), na Europa estima-se que
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39% dos Obitos atribuidos a infeccdo por bactérias resistentes sejam devido a resisténcia a
colistina ou carbapenémicos, este Ultimo pertencente a classe dos beta-lactdmicos.

Nesse Viés, a presenca de MRSA pode resultar em repostas clinicas ineficazes frente aos
tratamentos, os quais frequentemente sdo portadores de genes de resisténcia a outras classes de
antimicrobianos como macrolideos, aminoglicosideos, tetraciclinas e lincosamidas (Phophi et
al., 2019), frequentemente utilizadas no setor de producdo animal. Ademais promove a
perpetuacdo do agente no ambiente (Melo et al., 2019).

Os dados obtidos neste trabalho demonstraram que aproximadamente 60% das
propriedades utilizam compostos exclusivamente a base de aminoglicosideos ou em associacao
com outros principios ativos, cerca de 40% cefalosporinas de terceira geracao e penicilinas,
isoladas ou em associacao, e em torno de 15% combinacdes de macrolideos e polipeptideos a
aminoglicosideos. Vale ressaltar que mais de 70% desses produtores realizam terapia de vaca
seca através da aplicacdo de bisnaga intramamaria, as quais geralmente tem o0s
aminoglicosideos como base farmacologica.

Tomazi e Santos (2020) ao avaliarem as principais classes de antimicrobianos
administradas para o tratamento de mastite bovina na regido sudeste do pais, observaram que
0s aminoglicosideos apresentaram a maior incidéncia de uso na via intramamaria, seguidos por
combinac0es de tetraciclinas, aminoglicosideos e polipeotideos, e por cefalosporinas de terceira
geracdo. Quanto ao tratamento sistémico, as fluoroquinolonas tiveram maior incidéncia,
seguidas por farmacos a base penicilina e combinag6es de sulfonamidas com pirimidinas.

Nesse contexto, ao caracterizar o perfil dos produtores incluidos neste estudo, com
excecdo da propriedade 6, a qual desenvolve atividade de pesquisa cientifica na area de
producéo leiteira, todas as demais sédo qualificadas como agricultura familiar e tem como
atividade predominante a producéo de leite. Nesse sentido, das propriedades familiares, 28,5%
dos produtores tém nivel de escolaridade ensino médio (2/7) e graduacdo (2/7); e 42,8% tém
nivel de escolaridade ensino fundamental (3/7).

Avaliando-se as praticas de manejo, 37,5% (3/8) realizam ordenha manual e 62,8% (5/8)
possuem ordenhadeira mecénica. Quanto ao manejo sanitario, somente 37,5% (3/8) afirmaram
fazer a sanitizacdo dos equipamentos de ordenha, ao passo que 75% (6/8) disseram efetuar a
lavagem dos tetos com agua previamente a ordenha. Com relagdo ao pré-dipping, 62,8% (5/8)
fazem uso desta pratica e 50% (4/8) realizam o p6s-dipping. Para a secagem dos tetos, apenas
37,5% (3/8) afirmaram utilizar papel-toalha, enquanto 62,8% (5/8) fazem uso de toalhas de
tecido.

Em relacdo a deteccdo de mastite no rebanho, 50% (4/8) realizam o teste da caneca de
fundo preto para deteccdo de mastite clinica diariamente, enquanto 37,5% (3/8) fazem o
monitoramento de mastite subclinica através do CMT (California Mastitis Test) quinzenal e
12,5% (1/8) mensal. Apenas em uma das propriedades é realizado o controle de casos de mastite
e dos protocolos de tratamento administrados. Quanto a administracéo de antimicrobianos para
tratamento dos casos de mastite, 100% afirmaram fazer o uso desta pratica, embora apenas 25%
(2/8) relatou ja haver realizado cultura bacteriana e antibiograma para diagnéstico e
direcionamento do tratamento.

Sabe-se que o uso de antimicrobianos no tratamento de infec¢Ges e como profilaxia no
manejo de animais de producdo € uma prética rotineira e culturalmente bem estabelecida entre
os produtores (Alencar et al., 2014). Frequentemente observa-se a administracdo de subdoses,
suspensao de tratamento antes do prescrito, descarte inadequado de farmacos, dentre outros
(Tomazi e Santos, 2020). A utilizacdo dessas substancias de forma imprudente reflete em
questBes ligadas a saude publica, especialmente resisténcia antimicrobiana (Alencar et al.,
2014; Souza et al., 2024).

A conscientizacdo dos produtores e profissionais envolvidos na cadeia de producéo
leiteira sobre a adocdo de praticas de manejo sanitario, bem como a correta aplicacdo destas, e
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0 uso racional dos antimicrobianos é fundamental na busca do controle e prevenc¢édo dos quadros
de mastite, além de impactar diretamente no combate a emergéncia de bactérias resistentes
(Dubenczuk, 2019).

Jones et al. (2015) ao avaliarem condutas relacionadas a administracdo de
antimicrobianos por produtores leiteiros na Inglaterra observaram que 70% dos produtores
acreditam que se deve reduzir o uso de antimicrobianos, todavia a maior motivacdo é
minimizacdo de custos. Aproximadamente 90% afirmam adotar praticas eficientes de manejo,
contudo 50% alegaram ndo possuir conhecimento acerca de guias praticos de uso de
antimicrobianos em sistemas de producdo leiteira, bem como 30% disseram ndo ter ciéncia
quanto a restricdo do uso de cefalosporinas de terceira e quarta geracdo em ambientes de
producdo e 14% admitiram ndo seguir a recomendacdo de dosagem dos farmacos.

Apesar de a realidade brasileira divergir de outros paises, a caréncia de conhecimento
técnico a respeito dessa tematica esta presente em grande parte do setor de producao de leite do
pais (Dubenczuk, 2019). Segundo Tomazi e Santos (2020), a administracdo de antimicrobianos
sisttmicos em casos de mastite clinica moderada ocorreu em 65,2% dos casos avaliados, sendo
esta uma conduta controversa. Observaram também elevada frequéncia de associacao de entre
todas as classes antimicrobianas e utilizacdo de doses acima da recomendacdo terapéutica.

Em especial quando se fala de mastite clinica, € comum o estabelecimento de
abordagens de tratamento equivocas e incompativeis com as diretrizes de uso de
antimicrobianos. Geralmente todos os casos de mastite sdo tratados com o0 mesmo protocolo
terapéutico, independente de diagndstico laboratorial, resultando em falha na cura clinica,
desenvolvimento de quadros cronicos, selecdo de agentes resistentes e disseminagéo destes ao
longo da cadeia produtiva (Souza et al., 2024).

Particularmente para S. aureus, devido a sua habilidade em penetrar e persistir nos
tecidos da glandula mamaria, o desafio em obter sucesso terapéutico é ainda maior (Souza et
al., 2024). A taxa de cura no tratamento de mastite causada por esse agente é de
aproximadamente 10 a 30% (Ajose et al., 2022), salientando a importancia de se determinar a
etiologia corretamente em cada caso, bem como o estabelecimento de terapia antimicrobiana
que possibilite éxito no tratamento (Souza et al., 2024).

Vale enfatizar que os farmacos de uso veterinario possuem 0s mesmos principios ativos
de medicacdes utilizada na medicina humana (Dorneles et al., 2018; Mcewen e Collignon,
2018; Sharma et al., 2023). A exemplo, colistina, fluoroquinolonas e macrolideos tém ampla
aplicacdo no setor de producdo animal, sendo que essas drogas séo consideradas pela OMS de
extrema importancia no tratamento de infec¢des em humanos (Mcewen e Collignon, 2018).

Sob tal perspectiva, entre 40 a 90% das drogas administradas aos animais sdo excretadas
nas fezes e urina na forma de compostos bioativos. Tais dejetos tornam-se fontes de
contaminagdo para todo o ecossistema associado ao ambiente de producéo, incluindo solo,
corpos d’agua, vegetacdo e demais espécies presentes (Polianciuc et al., 2020). Esses residuos
antimicrobianos exercem pressao seletiva ndo somente sobre a microbiota dos animais, mas
também do solo, de plantas e da agua, obrigando a adaptacao destes através de mecanismos de
resisténcia (Mcewen e Collignon, 2018).

Zhao et al. (2021) ao avaliar a presenca de genes de resisténcia a partir de amostras de
dejetos oriundos de estacdo de tratamento de esgoto detectou 213 subtipos de genes mediadores
de resisténcia antimicrobiana, representando quase a totalidade dos principais genes
encontrados em amostras humanas e animais. Acredita-se que esses compostos proporcionem
a expressdo genética desses mecanismos dada a presenca de altas concentragcbes de
antimicrobianos, os quais advém do descarte de dejetos comunitarios, hospitalares e de setores
de producéo animal.

A interacdo entre a fragdo bioativa dessas drogas e o ambiente depende de muitos
fatores, como pH, concentracdo de compostos de carbono organico, teor de agua, perfil do solo,
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entre outros. A degradacao das substancias é dada tanto por elementos bioticos, como fungos e
bactérias, quanto por processos fisico-quimicos de oxidagéo, hidrolise e reducdo. No caso das
penicilinas e cefalosporinas, por exemplo, possuem alta susceptibilidade a hidrolise e baixa
capacidade de absorcéo pelo solo. Em contrapartida, apresentam tendéncia em formar
complexos ligados a cations, acumulando-se em sedimentos e dejetos (Polianciuc et al., 2020).
Particularmente em relacdo as cefalosporinas de terceira geracao, o ceftiofur € uma
substancia largamente utilizada no tratamento de diversas afeccdes em animais de producao,
especialmente devido ao amplo espectro de acdo, elevada eficiéncia clinica e periodo zero de
caréncia para animais em lactacao (Mcewen e Collignon, 2018). Nesse sentido, o0 aumento da
emergéncia de cepas resistente a esta classe pode ser atribuido a facilidade em que se
disseminam as particulas bioativas acumuladas no ambiente, principalmente através da agua
(Polianciuc et al., 2020).

O vasto alcance desses genes altera significativamente o microbioma de diversos nichos
ecoldgicos, demonstrando a profunda interconexdo entre os mais variados ambientes. Ja foi
constatado que a origem do mecanismo de resisténcia de muitas bactérias patogénicas deriva
de fontes naturais, incluindo o solo. Dessa forma, existem multiplas vias que proporcionam a
exposi¢do humana a genes de resisténcia (Mcewen e Collignon, 2018).

Um estudo realizado ao longo de 15 anos acerca dos impactos da aplicacdo de dejetos
animais e fertilizantes quimicos na microbiota e genes de resisténcia bacteriana presentes no
solo demonstrou um aumento significativo na diversidade e abundancia destes genes quando
utilizada fertilizacdo com esterco, especialmente aos aminoglicosideos e tetraciclinas. Sugere-
se que o uso a longo prazo de fertilizantes naturais favoreca a manutencgéo, diversificacao e
disseminacéo desses genes no ambiente (Wang et al., 2020).

A elevada quantidade de elementos genéticos moveis presente em solos fertilizados
indica a capacidade de transferéncia destes entre bactérias provenientes dos dejetos e a
microbiota natural ambiental, considerando que a maioria das bacterias encontradas no esterco
ndo persistem por longos periodos no ambiente (Furlan et al., 2020; Wang et al., 2020).
Acredita-se que maiores concentragdes de nutrientes no ambiente também seja responsavel pela
elevacdo desta capacidade, possivelmente devido ao aumento da taxa metabdlica bacteriana
(Medina, 2018; Zhao et al., 2021).

Dessa maneira, os microrganismos do solo sdo uma importante fonte de mecanismos de
resisténcia que sofrem pressao de selecdo ndo somente por substancias antimicrobianas, mas
também por compostos quimicos como metais pesados e biocidas (Furlan et al., 2020; Medina,
2018; Wang et al., 2020).

Quando avaliado os setores de criacdo de animais de producdo também se observa
grande quantidade de bactérias resistente e genes de resisténcia, em particular enterobactérias
produtoras de ESBL (beta-lactamase de espectro estendido), MRSA e VRE (Enterococcus
vancomicina-resistente) (Furlan et al., 2020; Souza et al., 2024). Essas areas, onde a deposicao
de dejetos animais é constante, tém apresentado concentragdes criticamente mais elevadas tanto
de bactérias multidroga-resistentes quanto de genes de resisténcia quando comparadas com
outros setores (Furlan et al., 2020).

Nessa perspectiva é plausivel considerar o setor de producdo animal como potencial
reservatorio de bactérias carreadoras de genes de resisténcia, sendo um local favoravel ao
compartilhamento desses mecanismos entre agentes patogénicos e a microbiota ambiental
(Salam et al., 2023; Souza et al., 2024). Diversas rotas de dissemina¢do configuram risco a
salde humana, dentre elas os produtos lacteos, um dos alimentos mais consumidos no mundo
(Berglund, 2015; Furlan et al., 2020).

O uso responsavel de antimicrobianos é um conceito que envolve multiplos fatores, 0s
quais devem ser abordados de maneira conjunta (Regan et al., 2023). No que diz respeito a
bovinocultura de leite, a terapia antimicrobiana € indispensavel na manutencéo da salde da
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glandula mamaria, tal qual no bem-estar animal (Hoque et al., 2020). Entretanto as abordagens
terapéuticas devem ter em vista multiplos fatores, sobretudo a etiologia, perfil de sensibilidade
antimicrobiana e a implementacdo de medidas de manejo sanitario eficientes (Souza et al.,
2024).

Logo, para se alcancar uma mudanca significativa da realidade atual é preciso
desenvolver uma profunda mudanga comportamental e cultural nos profissionais envolvidos e
produtores. A comecar por uma abordagem mais proativa que reativa, como a implementacao
de medidas de biosseguranca, melhora das praticas de higiene, protocolos de vacinacao, entre
outros (Regan et al., 2023).
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho possibilitou a analise de amostras de leite bovino na regido sul do
Estado de Rondénia, 0 que é de extrema relevancia dada a escassez de informacdes sobre o
tema produzidas na Regido Norte

Foi possivel caracterizar o perfil fenogenotipico de resisténcia antimicrobiana aos beta-
lactamicos mediada pelo gene mecA em Staphylococcus utilizando o primer universal
desenvolvido no LABAC-VET.

A deteccdo do gene mecA a partir de amostras de leite bovino corrobora a necessidade
de caracterizacdo dos ambientes de producao animal como fontes de disseminacdo de agentes
patogénicos e genes de resisténcia visando atender aos principios de interdisciplinaridade da
Satide Unica.

Os resultados obtidos proporcionaram a comparagéo tanto do perfil de microrganismos
isolados quanto das propriedades incluidas no estudo, evidenciando a necessidade de
abordagens direcionadas a atender as particularidades de cada regido e estudos mais profundos
acerca do tema, principalmente quanto a detecc¢do precisa do gene mecA.
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ANEXO

Anexo 1 — Questionario para coleta de dados técnicos.

IDENTIFICACAO

Nome do produtor:

Endereco:

ASPECTOS GERAIS DE MANEJO DA PROPRIEDADE

Classificagdo UFC:

Classificagdo CCS:

N° de vacas em lactacao:

Média de producdo diéria:

Sistema de producdo: ( ) confinamento ( ) semiconfinamento ( ) apasto
Base do alojamento: () concreto () terra ( ) borracha () serragem
Tipo de cama utilizada: () areia ( ) serragem () colchdo () nenhuma

Area total da propriedade:

Area destinada a producéo de leite:

MANEJO DE ORDENHA

Tipo de ordenha: () balde ao pé ( ) mecanica

N° de conjuntos de ordenha: () 01 ()02 ()03 ()04 ()05 ()06
N° de ordenhas/dia: () 01 ()02 ()03

N° de pessoas na ordenha: () 01 ()02 ()03 ()04

Linha de ordenha: () sim () néo

Desinfec¢édo dos equipamentos de ordenha: () sim () ndo

Lavagem das maos antes e durante aordenha: () sim () ndo

Uso luvas na ordenha: () sim () ndo

Presenca de bezerro ao pé: () sim () ndo

Lavagem dos tetos com &gua: () sim () ndo

Queima de pelos ao redor dos tetos: () sim () ndo

Descarte dos 3 primeiros jatos: () sim () ndo

Realizacéo de teste da caneca de fundo preto: ( )sim ( )ndo Frequéncia:

Realizacdo de pré-dipping: () sim () ndo

Realizacdo de pos-dipping: () sim () ndo

Uso de papel toalha: () 1 por teto () 1para2oumaistetos () nédo

Tempo de refrigeracdo do leite:

Anotacdes durante a ordenha:

PRATICAS SANITARIAS DE PREVENCAO A MASTITE

Controle dos casos de mastite clinica: () sim ( )ndo Quantos?

Controle dos protocolos de tratamento: () sim ( )ndo Quais?

Uso de antimicrobianos para tratamento de mastite: ()sim ()ndo Quais?

Terapia de vaca seca: () sim ( ) nao Qual produto?

Realizacdo de CMT: () sim ( ) ndo Frequéncia:

Realizacdo de CCS individual: () sim ( ) ndo Frequéncia:
Realizacdo de cultura bacteriana para diagnéstico: () sim () néo
Descarte de animais com mastite: () sim () ndo

N° de casos de mastite/més:

Utilizacdo de vacina contra mastite: () sim () ndo

Fonte: adaptagdo Dubenczuk (2019).
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