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Contagem de Células Somaticas e isolamento bacteriano em leite de ovelhas no
Estado do Rio Grande do Sul - Brasil

Autora: Cristiane da Rosa Moraes!
Orientadora: Verdnica Schmidt

RESUMO A mastite um dos grandes problemas relacionados com cria¢do de ovinos de
leite devido as perdas econémicas decorrentes da reducdo na producdo, gastos com
medicamento e perdas de animais. A Contagem de Células Somaticas (CCS) e o
isolamento bacteriano sdo ferramentas diagnosticas indicativas da saude da glandula
mamaria que pode ser determinada através de método automatizado e por método manual,
através de contagem celular em microscopio, sobre o qual existem discussfes quanto a
coloracdo adequada ao leite de ovelhas devido a celularidade diferenciada nesta espécie.
Esta tese compreende trés estudos que visam realizar o diagndstico de mastite subclinica
em ovelhas leiteiras do Estado Rio Grande do Sul — Brasil em um total de 315 amostras
de leite oriundos de casos desta enfermidade em ovelhas de leite. [Capitulo 2] Foram
utilizadas 116 amostras com o objetivo de identificar e validar uma metodologia de CCS
microscopica adequada a espéecie ovina. Assim foram confeccionadas laminas de
esfregacos de 10 pL de leite em 1 cm?, onde foram testados os fixadores de xilol e solugéo
de Carnoy e as colorac6es de May-Grinwald (MG), Broadhurst- Paley (BP), Wrigth (W)
e Panoético (P). Elegeu-se a solucdo de Carnoy, pois esta permitiu uma melhor fixa¢éo do
filme lacteo as laminas de microscopia, e 0 corante BP, pois permitiu uma boa coloracédo
e visualizagdo das células, bem como a diferenciacdo dos corpusculos citoplasmaticos.
Os valores de CCS variaram de 2,6x10* a 4,4x10° células.mL* e de 1,9x10* a 8,1x10°
células.mL?, respectivamente, pelos métodos automatico e microscopico. [Capitulo 3]
O objetivo do presente capitulo foi determinar a ocorréncia de mastite subclinica em
rebanho ovino leiteiro, através do isolamento bacteriano e da CCS. Determinou-se, ainda,
a composicao (gordura, lactose, proteina e sélidos totais) do leite e a relacdo entre estes
pardmetros e a presenca de mastite. Para tanto, coletaram-se 315 amostras de leite,
individualizadas por teto, das quais 85 (27%) foram identificadas como mastite
subclinica, sendo Staphylococcus coagulase negativos o agente prevalente (64,7%),
seguido por Staphylococcus coagulase positivas (19,1%). A CCS variou de 2,5x10°% a
9,3x10°. Verificou-se CCS significativamente maior (p<0,0001) nas amostras com
isolamento bacteriano. Entretanto, 0 mesmo ndo foi observado entre os parametros de
composicao. Nao foi determinada correlacdo entre os pardametros de composicgéo e a CCS.
[Capitulo 4] Este capitulo teve como objetivos identificar as espécies de SCN em 32
isolados de casos de mastite subclinica em ovinos, através da técnica de PCR-RFLP e
sequenciamento do gene gap, e determinar a suscetibilidade dos isolados frente a nove
agentes antimicrobianos, pela técnica de disco difusdo em agar. Foram obtidos quatro
perfis no sequenciamento, sendo observada a presenca de trés espécies de SCN:
Staphylococcus epidermidis  (59,4%), Staphylococcus chromogenes (34,4%) e
Staphylococcus devriesei (6,2%), pela primeira vez descrita na regido Sul do pais em
casos de mastite ovina. Todos os isolados foram suscetiveis a cefalotina, ceftiofur e
penicilina+novobiocina. Vinte e um isolados (65,6%) apresentaram resisténcia a pelo
menos um agente antimicrobiano e onze isolados (34,4%) mostraram-se suscetiveis a
todos os agentes testados. Quatro isolados (12,5%) apresentaram multirresisténcia e, entre
estes, um isolado da espécie S. epidermidis apresentou resisténcia a oxacilina, confirmada
através da amplificacdo do gene mecA por PCR. Os estudos permitem concluir que 0s



SCN s&o os agentes etiol6gicos mais prevalentes relacionados com mastite subclinica em
ovelhas leiteiras e sua presenca tem correlacdo com CCS elevada. A determinacdo da
CCS através de método manual demonstra que esta € uma ferramenta aplicavel a espécie
ovina. Além de se constituir em problema de sanidade animal, a mastite ovina, tem como
consequéncia perdas econdmicas ao produtor, SCN possuem potencial zoonotico,
destacando a importancia destes micro-organismos na saude publica, tornando primordial
a identificacdo destes agentes, através de ferramentas genotipicas seguras e confiaveis.

Tese de Doutorado, Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Departamento de Medicina
Preventiva, Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Veterinarias, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do
Sul, Brasil (74p.), Junho, 2015.



Somatic Cell Count and bacterial isolation in dairy sheep in the state of Rio
Grande do Sul - Brazil

Author: Cristiane da Rosa Moraes!
Supervisor: Verdnica Schmidt

ABSTRACT

The mastitis is one of the major problems related to breeding of milk sheep due to the
economic losses arising from the reduction in production, expenditure on medication and
loss of animals. The Somatic Cell Count (SCC) and bacterial isolation are diagnostic tools
indicative of mammary gland’s health that can be determined by automated method and
manual method, through the counting of cell under a microscope, whereupon there are
discussions concerning the appropriated staining to the ewe’s milk due to different
cellularity in this species. This thesis comprises three studies that aim to make the
diagnosis of subclinical mastitis in dairy sheep in Rio Grande do Sul - Brazil in a total of
315 milk samples originated from cases of this disease in dairy sheep. [Chapter 2] It
were used 116 samples to identify and validate a method for microscopic SCC suitable
for ovine specie. Therefore, were made glass slides for smear of 10 pL of milk in 1 cm2,
where were tested xylol fixers and Carnoy solution and May-Grinwald (MG),
Broadhurst- Paley (BP), Wright (W) and Panotic (P) dyes. Carnoy solution was elected,
because this one allowed a better fixation of the milk film to the microscope slides, and
BP staining as it allowed a good staining and visualization of cells and the differentiation
of cytoplasmic corpuscles. The SCC values ranged from 2,6x104 to 4,4x106 cells.mL-1
and 1,9x104 to 8,1x106 cells.mL-1, respectively by automatic and microscopic methods.
[Chapter 3] The purpose of this chapter was to determine the occurrence of subclinical
mastitis in dairy sheep flock, by bacterial isolation and SCC. It was determined also the
composition (fat, lactose, protein and total solids) of milk and the relationship between
these parameters and the presence of mastitis. In order to do that, were collected 315 milk
samples, individualized by teat, of which 85 (27%) were identified as subclinical mastitis
and Staphylococcus coagulase negative (SCN) was the prevalent agent (64.7%), followed
by Staphylococcus coagulase positive (SCP) (19. 1%). The SCC ranged from 2,5x103 to
9,3x106. There was significant higher SCC (p <0.0001) in samples with bacterial
isolation. However, the same was not observed between the composition parameters.
There was no correlation between the composition parameters and SCC. [Chapter 4]
This chapter aims to identify the species of CNS in 32 isolated from cases of subclinical
mastitis in sheep by PCR-RFLP and sequencing of the gap gene and determine the
susceptibility of isolates face to nine antimicrobials, by disk agar diffusion technique.
Four profiles were obtained in sequencing, revealing the presence of three species of
SCN: Staphylococcus epidermidis (59.4%), Staphylococcus chromogenes (34.4%) and
Staphylococcus devriesei (6.2%), first described in the south region of the country in cases
of sheep mastitis. All isolates were susceptible to cephalothin, ceftiofur and penicillin +
novobiocin. Twenty-one isolates (65.6%) showed resistance to at least one antimicrobial
agent and eleven isolates (34.4%) were susceptible to all tested agents. Four isolates
(12.5%) had multidrug resistance and, among these, an isolated of S. epidermidis was
resistant to oxacillin, confirmed by amplifying the mecA gene by PCR. The studies
support the conclusion that the SCN are the most prevalent etiologic agents related to
subclinical mastitis in dairy sheep and their presence correlates with high SCC. The
determination of SCC through manual method demonstrates that this tool is applicable to
the ovine species. Besides being an animal health problem, the sheep mastitis results in



economic losses to producers, SCN have zoonotic potential, highlighting the importance
of these microorganisms in public health, making it crucial to identify these agents
through secure and reliable genotypic tools.

!Doctoral Thesis, Doctor of Veterinary Science, Department of Preventive Medicine,
Graduate Program in Veterinary Science, Faculty of Veterinary, Federal University of
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil (74p.) June, 2015.
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1 INTRODUCAO

Um dos maiores entraves a criacdo de ovinos leiteiros é a sanidade da glandula
mamaria, sendo a mastite um dos grandes problemas relacionados com esta atividade.
Esta enfermidade é responsavel por perdas importantes no volume e na qualidade do leite
produzido o que reflete, diretamente, em perdas econdmicas. Existe escassez de estudos
acerca desta doenga na espécie ovina, apesar de ser bastante estudada na espécie bovina
(BAGLITZ et al., 2008). A presenca de micro-organismos patogénicos, como
Staphylococcus sp. e, entre estes, 0s Staphylococcus coagulase-negativos (SCN), tém se
mostrado como potenciais patdgenos responsaveis por casos de mastite em pequenos
ruminantes (COUTINHO; COSTA, 2006; FTHENAKIS, G C; JONES, 1990; TEJADA
etal., 2012).

Para realizar o diagnostico de mastite podem ser utilizados diferentes métodos
como: microbiologia classica, atraves do isolamento do agente etiol6gico (BARBOSA et
al., 2012); exames indiretos, como contagem de células sométicas (CCS)(BERGONIER;
BERTHELOT, 2003; SCHALM; CARROL,; JAIN, 1971), de forma automatizada ou por
microscopia direta (GOMES et al., 2008) e através da identificacdo molecular dos agentes
responsaveis pela mastite, baseados na sequéncia de DNA (HOSSEINZADEH,;
DASTMALCHI SAEI, 2014; ONNI et al., 2010)

A CCS é uma ferramenta importante utilizada como indicador da salde da
glandula mamaria e da qualidade do leite, sendo bastante estudada na espécie bovina
(VIANA et al., 2010). O leite de ovelha € uma secrecdo apdcrina e apresenta celularidade
diferenciada do leite de vaca (MADUREIRA et al., 2010). Para CCS em ovelhas, existe
a possibilidade de utilizagdo de diferentes protocolos de coloracdo especifica para 0 DNA,
0s quais, de acordo com a literatura, sdo mais adequados para pequenos ruminantes.
Porém, a CCS realizada com coloracdes ndo especificas para DNA em ovinos pode ser
uma ferramenta aplicavel (BAGLITZ et al., 2013). Atualmente, é aceito a utilizacdo de
outras coloragdes como May-Grinwald, Broadhurst-Paley, Pandtico, entre outras
(VIANA et al. 2010). Entretanto, ainda existe muita discussdo em relacdo a coloracao
mais adequada para o leite dos pequenos ruminantes (GOMES et al., 2008).

O presente estudo tem como objetivo avaliar os metodos de diagnostico de mastite

em ovelhas, isolar e identificar os principais agentes envolvidos, avaliar os métodos de
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contagem de células somaticas (CCS) para esta espécie, bem como analisar o perfil
microbiologico e molecular das cepas de isoladas nos casos de mastite.

Esta tese estd dividida em 4 capitulos. O capitulo 1 corresponde a introducéo,
objetivos e revisao bibliografica sobre mastite na espécie ovina. Nos demais capitulos,
redigidos na forma de artigos cientificos, sdo apresentados os resultados do estudo. O
capitulo 2 descreve a metodologia padronizada para determinagdo da CCS através de
método direto; o capitulo 3 trata do isolamento e identificacdo dos agentes microbianos
por microbiologia classica e CCS realizada nas amostras e, por fim, no capitulo 4, é
abordado o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e a identificagdo molecular dos
micro-organismos através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (Polimerase
Chain Reaction - PCR) pelo método de polimorfismo de comprimento de fragmento de
restricdo (Restriction Fragment Length Polimorphysm - RFLP) e posterior confirmacéo

da identificacdo baseada na sequéncia de DNA.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi realizar o diagnéstico de mastite subclinica em

ovelhas leiteiras do Estado do Rio Grande do Sul - Brasil

2.2 Objetivos Especificos

a) ldentificar e validar uma metodologia de contagem microscopica adequada a
espécie ovina.

b) Determinar a ocorréncia de mastite subclinica em rebanho ovino leiteiro,
através do isolamento bacteriano e da Contagem de Células Somaticas (CCS).

c) Determinar a composicdo média do leite ovino e a relacdo entre estes
parametros e a presenca de mastite.

d) Identificar as espécies de SCN em isolados de casos de mastite subclinica em
ovinos, através da técnica de PCR-RFLP e sequenciamento do gene gap

e) Determinar a suscetibilidade dos SCN isolados frente a nove agentes
antimicrobianos, pela técnica de disco difusdo em &gar.

f) Confirmar a presenca do gene mecA de resisténcia a oxacilina através da
amplificagdo por PCR
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Mastite

Um dos principais problemas de sanidade enfrentados pelos produtores de ovino
leiteiros é a mastite. Esta enfermidade é definida como alteracdo fisico-quimica e/ou
microbiologica da glandula mamaria, podendo acarretar a diminuicdo ou queda na
producdo leiteira, bem como, afetar a qualidade do leite e de seus derivados (BAGLITZ
et al., 2013; BARBOSA et al., 2012; COUTINHO; COSTA, 2006). A enfermidade da
glandula mamaria pode ter diversas etiologias, tais como: toxica, traumatica, alérgica,
metabolica ou infecciosa. Entretanto, as causas infecciosas sdo as mais comuns, sendo as
bacterianas as que mais ocorrem. Outros agentes etiologicos também estdo implicados
nesta enfermidade como fungos, algas, virus (FONSECA; SANTOS, 2000).

A enfermidade permite que seja dividida, basicamente, em forma clinica ou
subclinica, de acordo com a sua manifestacdo. Na forma clinica, o diagnoéstico € realizado
de forma mais simples, pois baseia-se na visualizacdo de alteracGes no Ubere e no leite,
apresentando incidéncia inferior a 5%. Por sua vez, a forma subclinica necessita de
ferramentas para deteccdo de células somaticas e cultivo microbiolégico, podendo
apresentar incidéncia entre cinco a 30% (CONTRERAS et al., 1995; PEIXOTO; MOTA;
DA COSTA, 2010; PEIXOTO et al., 2010).

A doenca da glandula mamaria na forma aguda €, normalmente, unilateral, com
aumento de volume e sensibilidade do Ubere. A mastite gangrenosa, em ovelhas, pode
ocorrer no periodo entre duas a trés semanas pés-parto, a glandula pode aumentar de
tamanho consideravelmente, ficando entre quatro a cinco vezes maior quando comparada
a glandula higida. O acometimento, normalmente, é unilateral, com sinais de processo
inflamatorio, dolorida, quente e de coloragdo avermelhada que pode logo torna-se preto-
azulada devido a necrose. Edema pode estar presente, estendendo-se da regido umbilical
até a vulva. Sinais inespecificos também podem ser comuns, como hipertermia (entre 40
e 42°C), anorexia, apatia, problemas respiratorios e de locomocéo (RIET-CORREA et al.,
2007).

Os agentes etioldgicos da mastite podem ser classificados em contagiosos e
ambientais. A mastite contagiosa caracteriza-se por baixa incidéncia de casos clinicos e
alta incidéncia de casos subclinicos, geralmente de longa duracdo ou crénicos. A

transmissdo dos agentes etioldgicos contagiosos ocorre, principalmente, na ordenha ou
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no ato de mamar dos cordeiros, cujo habitat natural é o interior da glandula mamaria e a
superficie da pele dos tetos (LANGONI; DOMINGUES; BALDINI, 2006).

A mastite ambiental é causada por micro-organismos oportunistas que podem
viver no ambiente por longos periodos. Normalmente, s&o microrganismos de origem
fecal como Escherichia coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp. entre outros. Além da
etiologia bacteriana, microalgas, como Prototheca zopfi, podem estar implicadas.
Mastites micoticas também podem estar relacionadas com patdgenos ambientais
(SPANAMBERG et al., 2009). A transmissdo dos agentes etiol6gicos pode ocorrer no
periodo entre as ordenhas, principalmente, quando os animais se deitam em ambientes
contaminados. Pode ocorrer também durante a ordenha, pelas maos do ordenhador ou
pelos equipamentos utilizados na ordenha mecéanica, como teteiras (CASSOL et al.,
2010).

3.2 Principais agentes etiologicos relacionados a mastite

Na atualidade, mais de 50 espécies e subespécies de bactérias do género
Staphylococcus sdo implicadas em casos de mastite, sendo que este género esta dividido
em Staphylococcus coagulase positivos (SCP) e Staphylococcus coagulase negativos
(SCN) de acordo com a capacidade de coagular o plasma sanguineo de coelho
(PODKOWIK et al., 2013; PYORALA; TAPONEN, 2009).

Um dos agentes etiol6gicos mais prevalentes em casos de mastite bovina, pertence
ao género Staphylococcus. Dentro este género, destaca-se o S. aureus, um SCP, como 0
principal agente isolado em casos de infeccdo da glandula maméria nesta espécie
(LANGE et al., 2015; MENDONCA et al., 2012; ROYSTER; WAGNER, 2015).
Anteriormente, os SCN ndo eram relacionados como patégenos de relevancia em casos
de mastite bovinos, principalmente quando comparados com patégenos mais importantes
como o S. aureus, e eram classificados como patdgenos de menor relevancia dentro das
possiveis etiologias da glandula mamarias em grandes ruminantes. Contudo, os SCN
comecaram a ser isolados com maior frequéncia em casos de mastite na espécie bovina e
sdo considerados patogenos emergentes (PYORALA; TAPONEN, 2009; SAMPIMON
etal., 2011).
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Atualmente, mais de 15 espécies de SCN ja foram relacionadas com mastite
bovina, sendo S. chromogenes, S. simulans, S. xylosus, S, epidermidis, S. hyicus e S.
haemolyticus os mais comumente identificados. A importancia clinica dos SCN ainda é
bastante discutida em bovinos. Alguns pesquisadores os consideram um importante
agente causador de mastite devido aos seus fatores de viruléncia, alto nivel de resisténcia
aos antimicrobianos e de sua habilidade em causar infec¢fes crénicas. Por outro lado,
outros os consideram patogenos de menor relevancia relacionados a esta enfermidade.
(HOSSEINZADEH; DASTMALCHI SAEI, 2014).

Os SCN fazem parte da microbiota normal da pele e de forma oportunista,
podendo causar a infecgdo na glandula mamaria. Apresentam habilidade em formar
biofilmes tornando-se capazes de se manterem em equipamentos utilizados na ordenha e
nas méos dos ordenadores, caracteristica que facilita sua disseminacédo (EL-JAKEE et al.,
2013).

Em ovinos, existem dois principais agentes causadores de mastite clinica, S.
aureus e Mannheimia sp. Aproximadamente, 40% os casos de mastite clinica em ovelhas
com cria ao pé e 80% dos casos em ovelhas leiteiras devem-se a S. aureus. Mannheimia
sp. é responsavel por 40% dos casos de mastite clinica em ovelhas lactentes. Outros
agentes sdo responsaveis pela enfermidade da glandula mamaria em ovelhas que estdo
amamentando, como Escherichia coli e Streptococcus sp. (MAVROGIANNI et al.,
2011).

Estudos sugerem que a causa mais comum de mastite em ovelhas esta relacionada
aos Staphylococcus coagulase negativos (SCN) (BARILLET et al., 2001; BERGONIER;
BERTHELOT, 2003; DALL AGNOL etal., 2013; OLIVES et al., 2013; TEJADA et al.,
2012). Entre os SCN, S. epidermidis e S.chromogenes sdo 0s mais prevalentes e estdo,
frequentemente, associados a mastites subclinicas em ovinos (FTHENAKIS, G.C., 1994;
LEITNER et al., 2003, 2004). Segundo MARKEY et al (2013), S. chromogenes e S.
hyicus, ambos SCN, sdo causas de mastite subclinica em caprinos e ovinos. Os
mecanismos de patogenicidade nos quadros subclinicos da enfermidade da glandula
mamaria ainda ndo foram bem determinados, embora os SCN sejam considerados 0s
principais causadores da doenga em pequenos ruminantes (CONTRERAS et al., 2007).

Outros SCN tém sido implicados em casos de mastite e, devido ao aumento
significativo de casos envolvendo este grupo de micro-organismo, sua identificagdo em

nivel de espécie torna-se imprescindivel, bem como analisar a epidemiologia destas
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espécies. A identificagdo molecular dos SCN, baseados na sequéncia de DNA, tem
apresentado maior acuracia quando comparada aos métodos de identificacdo fenotipicos,
sendo considerado o método padrdo-ouro para identificacdo destes agentes.
(HOSSEINZADEH; DASTMALCHI SAEI, 2014; ONNI et al., 2010; PYORALA,
TAPONEN, 2009).

Na forma subclinica, além dos SCN, relatam-se S. aureus, Corynebacterium sp.,
Streptococcus sp., Micrococcus sp., Bacillus sp., Burkholderia cepacia, Pseudomonas sp.
e enterobactérias como agentes de mastite (COUTINHO; COSTA, 2006; GUARANA et
al., 2011; MCDOUGALL et al., 2001; MENDONGCA et al., , 2012) No Brasil, dados de
ocorréncia de inflamacdo da glandula mamaria em pequenos ruminantes ainda sdo
escassos e existem as variagdes dos dados acerca da taxa de prevaléncia da mastite em
caprinos e ovinos (PEIXOTO; MOTA,; DA COSTA, 2010).

3.2.1 Género Staphylococcus

O género Staphylococcus pertence a familia Microcococcaceae, sdo bactérias
Gram-positivas, formato esférico, apresentando em torno de 1um de diametro,
frequentemente agrupadas em cachos de uva e as coldnias apresentam-se, usualmente,
com coloracdo branca. N&do formam esporos, sdo imoveis e a maioria sdo anaerobicas
facultativas e com metabolismo fermentativo. S&o descritas em torno de 30 espécies
dentro deste género e grande parte é patogénica. Sdo consideradas patdgenos oportunistas
e as infecgdes, normalmente, sdo agudas e piogénicas. Dentro deste género existem duas
espécies que sdo consideradas patdgenos importantes, S. aureus e S. pseudointermedius,
ambas Staphylococcus coagulase positivos (SCP). O teste da coagulase, usualmente, esta
relacionado com espécies patogénicas. Staphylococcus coagulase negativos (SCN), sdo
comensais e ambientais. Os SCN sdo considerados integrantes da floral normal de
humanos e animais e, ocasionalmente, podem causar infec¢fes oportunistas (MARKEY
etal., 2013).

E importante salientar o aspecto de salde publica para cepas produtoras de
enterotoxinas e da toxina do choque toxico. A enterotoxina A, relacionada com maior
énfase nos casos de intoxicagOes alimentares, pode ser veiculada pelo leite cru,
pasteurizado e derivados lacteos. A sindrome do choque toxico é determinada mais

comumente pela toxina do choque toxico, no entanto as enterotoxinas do tipo B e C
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também podem ser relacionadas (SA et al., 2014). As toxinas estafilococicas podem estar
presentes em alimentos contaminados, uma vez que, ndo existe comprovagdo de
inativacdo das mesmas nos processos de tratamento térmico, como pasteurizacao
esterilizacdo, sendo assim, a presenca de bactérias produtoras de enterotoxinas sdéo um
risco a saude publica (FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004). Uma vez ingeridas, estas toxinas
podem desencadear sinais clinicos de gastroenterites agudas (VALLE et al., 1990).
Segundo PELISSER et al. (2009) niveis baixos (entre 20ng e 1ug) de toxinas ja sdo
capazes de causar toxinfecgdo alimentar, o que equivale, aproximadamente, a 10° UFC
por grama ou mililitro de alimento.

As enterotoxinas produzidas pelos estafilococos sdo capazes de causar
intoxicacOes alimentares, sendo a toxina do S. aureus a mais implicada nestes casos
(ARAGON-ALEGRO et al., 2007; PELISSER et al., 2009). Na atualidade foram
identificadas 23 enterotoxinas diferentes produzidas pelo S. aureus (PODKOWIK et al.,
2013). Outros Staphylococcus sp. podem produzir enterotoxinas, além do S. aureus.
Alguns SCN tém demonstrado potencial para producgdo de toxinas, tais como S. xylosus,
S. haemolyticus, S. epidermidis, S. cohnii, S. chromogenes, S.warneri, S. sciuri e S. lentus
(PEREIRA; CARMO; PEREIRA, 2001), contudo, sabe-se pouco sobre o potencial
enterotoxigénico dos SCN (PODKOWIK et al., 2013).

3.3 Fatores predisponentes para ocorréncia de mastite

Segundo PRESTES; FILAPPI; CECIM (2002) apresentacdo da mastite obedece
a triade epidemiologica, onde existem fatores ligados ao hospedeiro como a resisténcia
natural, estagio da lactagdo, hereditariedade e idade; fatores ligados ao agente etioldgico,
como espécie, patogenicidade e infectividade; e o ambiente, o qual também possui
relevante influéncia na mastite. A ordenha, por si s, ja constitui um fator importante na
determinacdo da enfermidade, pois influencia direta ou indiretamente na salde da
glandula mamaria. Como aspectos negativos envolvidos na mastite em relagéo a ordenha
sdo citados: 1) facilidade de transmissao de agentes etioldgicos entre animais, flutuacdes
no sistema a vacuo (movimento reverso do leite), exposicao do canal do teto aos micro-
organismos (microlesdes), modificacdo do ambiente intramamario. Ainda entre os fatores
ambientais sdo implicados o clima (mudanca de temperatura e umidade) e 0 manejo dos

animais. A nutricdo dos animais também assume papel importante, pois o desequilibrio
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de certos nutrientes pode afetar os mecanismos de defesa, entre eles vitamina E e selénio,
que exercem influéncia na funcdo das células fagocitarias que combatem os micro-
organismos patogénicos.

Na epidemiologia da mastite em ovinos devem ser considerados dois fatores:
fémea com cria ao pé e ordenha sem presenca do cordeiro (VAZ, 1996). O cordeiro
apresenta Mannheimia (Pasteurella) haemolytica na cavidade oral e faringe e a transmite
a mae no ato de mamar (RADOSTIS; GAY; BLOOD, 2002). Por outro lado, S. aureus
assume papel determinante na ordenha sem cordeiro, pois é considerada a bactéria isolada
com maior frequéncia nesta enfermidade (MOTA, 2008)(MOTA, 2008). A
inflamac&o/infeccéo do tecido glandular mamario ocorre, com maior frequéncia, em torno
da terceira e quarta semanas pés-parto, sendo que este periodo de apresentacdo tem
relacdo com o pico de producao de leite. A apresentacdo da doenca apds o desmame pode

ser reflexo de caso ndo detectado no periodo da lactagdo (VAZ, 1996).

3.4 Diagnostico de mastite

Diferentes métodos de diagnoéstico podem ser empregados para deteccdo da
mastite. Existem métodos, como o exame direto que, através do isolamento e
identificacdo do agente etioldgico, confirma a presenca/auséncia do micro-organismo
responsavel pelo processo de infeccdo de glandula mamaria, devendo sempre ser
acompanhados de provas de suscetibilidade aos antimicrobianos (antibiograma) para
estabelecimento de terapia antimicrobiana adequada (BARBOSA et al., 2012; GOMES
et al., 2010).

A taxa de incidéncia em mastite subclinica em pequenos ruminantes esta entre
cinco e 30%. Na forma clinica da doenca este niUmero ndo ultrapassa 5% dos casos anuais
em caprinos e ovinos (CONTRERAS et al., 2007).

O diagndstico correto de mastite deve ser realizado o mais rapido possivel, e deve
ser baseado nos achados clinicos para mastite clinica e, no caso da forma subclinica,
através da reducdo do volume de leite produzido. Para sua realizagéo, o diagndstico deve
estar apoiado nos seguintes pontos: (i) mastite bacteriana, normalmente de aparecimento
esporédico e comprometimento unilateral da glandula e tentativa de isolamento o agente
etiolégico; (ii) mastite por Mycoplasma sp. (RIET-CORREA et al., 2007),
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comprometimento bilateral e isolamento do agente e (iii) lentiviroses, como Maedi-Visna
em ovinos (PAAPE et al., 2007), geralmente bilateral e com presenca de sinais
respiratérios e neurologicos. Algumas vezes existe a necessidade de levar em
consideracdao a ocorréncia de outros problemas que podem afetar a glandula mamaria
como hematomas, cistos, neoplasias, edemas ou ruptura do ligamento suspensor do Ubere
(FRAGKOU; BOSCOS; FTHENAKIS, 2014).

Existe, também, o exame indireto o qual se baseia na intensidade de evolugédo da
doenca. Neste caso, pode ser citada a contagem de células somaticas (CCS)
(SCHALM; CARROL,; JAIN, 1971), através da pesquisa de polimorfonucleares por
equipamentos eletrénicos, 0s quais realizam contagem automatizada das células, ou de
forma manual (observacdo microscépica), através de coloracdo dos ndcleos das células
especificas ao processo inflamatdrio. Contudo, existe escassez de literatura sobre a CCS
em ovelhas e os resultados para interpretacdo sao obtidos na espécie bovina (BARBOSA
etal., 2012; GOMES et al., 2010; VIANA et al., 2010).

A glandula mamaria de ovinos e caprinos é formada por acinos constituidos de
células epiteliais. A secrecdo lactea destas espécies € do tipo apdcrina, diferenciando-se
da secrecdo dos bovinos que é merocrina (BARBOSA et al., 2012; TEJADA et al., 2012).
A secrecdo apocrina caracteriza-se pela separagdo da porcédo distal das células epiteliais
de sua base, sendo eliminadas no limen dos acinos na forma de corpusculos
citoplasmaticos com tamanhos diferenciados, com dimensdes entre cinco a 30 milimetros,
o0s quais possuem morfologia e dimensfes semelhantes aos leucocitos (CONTRERAS et
al., 1996; GOMES et al., 2010; MADUREIRA et al., 2010; SOUZA et al., 2012).

3.4.1 Contagem de células somaticas (CCS) em leite de ovelha

Células somaticas sao estruturas de defesa do organismo frente a inflamag&o ou
infeccdo, sendo compostas por células do sistema imune (polimorfonucleares) e células
epiteliais. A CCS é uma ferramenta importante utilizada como indicador da salde da
glandula mamaria e da qualidade do leite, sendo bastante estudada na espécie bovina
(VIANA et al., 2010). Porém, a utilizacdo desta técnica de contagem celular é pouco
conhecida na espécie ovina com aptiddo leiteira, principalmente na raga Lacaune
(GOMES et al., 2008).
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Através da Instru¢do Normativa n® 51, de 18 de setembro de 2002 do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) foram estabelecidos os parametros
minimos de qualidade para o leite bovino cru nas propriedades rurais, incluindo limites
maximos para CCS. No entanto, a legislacdo brasileira ndo contempla valores de CCS
para o leite produzido especificamente por ovelhas, sendo que nesta espécie séo utilizados
valores descritos para bovinos (BRASIL, 2002).

Ja esta bem definido na literatura que a ocorréncia de mastite é o fator que mais
interfere na producdo e qualidade do leite, embora fatores ambientais e fisiol6gicos
também devam ser considerados (ANDRADE; HARTMANN; MASSON, 2009;
WELLNITZ et al., 2009). O aumento do interesse na realiza¢cdo de mais estudos que
avaliem a influéncia da CCS sobre a qualidade do leite e derivados é explicado pela
relacdo direta entre o comprometimento da glandula mamaria pela mastite e a alteracéo
das caracteristicas do leite, consequentemente influenciando a qualidade e rendimento de
queijos e outros derivados (SUMMER et al., 2012).

3.4.2 Deteccdo de mastite na espécie ovina utilizando CCS

A composi¢do meédia de células sométicas em leite oriundo de ovelhas sadias
possui entre 50 a 70% de macrofagos, 15 a 40% de polimorfonucleares, 6 a 14% de
linfécitos e menos de 5% de células de origem epitelial (MENZIES; RAMANOON,
2001).

Existem diferentes métodos para diagnosticar mastite nos rebanhos leiteiros como
o California Mastitis Test (CMT), Wisconsin Mastitis Test (WMT) e CCS automatizada
ou por microscopia (GOMES et al., 2008). O CMT mensura, de forma indireta, a
concentracdo de leucdcitos no leite, sendo bastante utilizado e vantajoso devido a
praticidade de ser realizado no momento da ordenha, baixo custo, leitura e interpretacao
imediata do resultado. Este teste tem como objetivo a determinagdo da quantidade de
células somaticas encontradas no leite, refletindo a qualidade e a sanidade da glandula
mamaria. Estudos mostram correlacéo entre 0 CMT e CCS para a espécie bovina (JORGE
et al., 2005). No entanto, para ovinos, o uso do CMT apresenta limitacGes, pois nao foi
desenvolvido para esta espécie (NUNES et al., 2008), sendo considerado, portanto, um
teste subjetivo e inseguro (DOMINGUES et al., 2006). A utilizacdo de CMT para ovinos
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ainda permanece controversa, pois existe a possibilidade de resultados falso-positivos
devido & elevada CCS fisioldgica nesta espécie (PRADIEE et al., 2012).

A contagem automatizada das células somaticas pode ser realizada atraves de
contadores de particulas ou por citometria de fluxo. A contagem de particulas, baseada
na leitura de impulsos elétricos, resulta no dobro do nimero de células quando comparada
ao método de citometria, pois podem influenciar na contagem a concentragéo de lipideos
e de corpusculos citoplasmaticos. Em pequenos ruminantes, a contagem microscopica
direta é considerada um dos métodos com resultados mais confiaveis, principalmente, se
forem empregados coloragcfes especificas para 0 DNA como a coloracdo de May
Grunwald-Giemsa, verde de metila e pironina-Y (MADUREIRA et al., 2010).

Para CCS em ovelhas, existe a possibilidade de utilizacdo de diferentes protocolos
de coloracdo especifica para 0 DNA, 0s quais sdo mais adequados para pequenos
ruminantes. A CCS realizada com colorag@es ndo especificas para DNA em ovinos pode
ser uma ferramenta aplicavel, porém devem utilizar equac@es para estimar a celularidade
presente nas amostras (BAGLITZ et al.,, 2013). O método classico, sugerido por
PRESCOTT; BREED (1910), continua sendo empregado, mas sofreu modificagdes, pois
pode ser bastante laborioso. Atualmente, € aceita a utilizacdo de outras coloragfes como
May-Grunwald, Broadhurst-Paley, Panoético, entre outras (VIANA et al., 2010). Durante
aocorréncia da enfermidade no Ubere, o sistema imune torna-se ativo e um grande numero
de leucdcitos encaminha-se para a glandula mamaria e, em decorréncia deste transito
celular, a contagem de células somaticas se eleva (SUMMER et al., 2012; WICKSTROM
et al., 2009)

Em meados da década de 1980, havia uma controversia entre os valores de CCS
em ovelhas, pois alguns autores consideravam normais valores iguais a 2 milhdes de
células.mL?, ja outros, admitiam que o valor normal era de 500 mil células.mL™
(HARTMAN; BOLSANELLO; DOMINGUES, 2009).

Na espécie ovina, sdo considerados fisioldgicos para glandula mamaria sadia
valores de CCS abaixo de 0,5 x 10° células.mL? (BAGLITZ, M. G. et al., 2008;
BERGONIER; BERTHELOT, 2003; GONZALO et al., 2002; NUNES et al., 2008;
SOUZA et al., 2012). Os valores entre 0,5 x 10%e 1,0 x 10° células.mL™? sdo sugestivos
de mastite e para estes existe a necessidade de realizacdo de diagnéstico bacterioldgico.
Para valores de CCS individual superiores a 1,0 x 10° células.mL?, ndo existe a

obrigatoriedade de realizacdo de exame bacteriologico, pois esta confirmado que glandula
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mamaria apresenta-se com mastite nas formas subclinica ou clinica (FRAGKOU;
BOSCOS; FTHENAKIS, 2014).

Outros autores sugerem que mesmo valores baixos, como 0,25 x 10°
células.mL?, ja podem ser interpretados como mastite subclinica (ARIZNABARRETA,;
GONZALO; PRIMITIVO, 2002). E sugerido que ovelhas que apresentem, em trés coletas
consecutivas, valores de CCS iguais ou superiores 400 x 10° células.mL?, possuem uma
maior predisposicdo (5,6 a 7,5 vezes maior) a apresentarem isolamento positivo para
agentes etioldgicos de mastite do que aquelas com valores mais baixos do que este limite
(SPANU et al., 2011).

3.4.3 Influéncia das células sométicas na qualidade do leite e seus derivados

O principal efeito da infeccdo da glandula maméria em ovinos é a queda da
producéo e da qualidade do leite, que acarreta perdas econdbmicas maiores do que aquelas
relativas a espécie bovina (LEITNER et al., 2003, 2004). A qualidade da matéria-prima,
devido a fatores como manejo, nutricdo e genética, tem sido listada como entrave ao
desenvolvimento da industria de leite e derivados de origem ovina, pois influencia
diretamente a qualidade do produto final (BAGLITZ et al., 2013).

E importante salientar que, além da queda na producéo leiteira, ocorrem alteracdes
na composicdo do leite. Os teores de proteina, lactose e gordura podem ser
significativamente afetados, levando a mudancas nas caracteristicas tecnolégicas como
rendimento de queijos, entre outros (PEIXOTO; MOTA; DA COSTA, 2010).

Os efeitos indesejaveis no leite e derivados sdo causados, principalmente, pela
protedlise e lipolise de origem enzimatica, as quais podem conferir alteracdes
organolépticas nos produtos. A acdo de proteases reduz significativamente a caseina e 0s
ions de célcio em leites com alta CCS. Esta alteragdo na composicéo é indesejavel na
producédo de queijos, pois ha diminui¢do do rendimento, aumento de perda das proteinas
do soro, maior degradacdo proteica, diminuicdo na vida de prateleira, favorecendo
alteracdes no perfil e teor das aminas biogénicas, como histamina e tiramina, que s&o
substancias que podem colocar em risco a saude do consumidor (BUENO et al., 2005).

Em estudo sobre infec¢des da glandula mamaria de ovelhas, foi demonstrado que

0 percentual de gordura era mais alto em Uberes infectados em comparagdo aos nao
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acometidos por infeccdo, atribuindo este fato a reducéo de producéo de leite oriundos de
animais com mastite subclinica (LEITNER et al., 2003). Segundo SCHALM; CARROL;
JAIN (1971) a diminuicdo no teor de gordura no leite pode ser explicada pela reducéo da
sintese deste componente devido a injdria nas células secretoras. Quando a CCS em
ovinos esteve em niveis superiores a 250 x 10° células.mL* houve aumento significativo
nos teores de proteina e gordura e uma diminui¢do no teor de lactose (OLECHNOWICZ
et al., 2010).

A CCS expressa de forma direta & mastite, sendo indicada como parametro
utilizado para avaliar a sanidade da glandula mamaéria e estabelecer uma relagdo com a
qualidade higiénico-sanitaria do leite e deve ser empregada como ferramenta no controle
da mastite. Como fator isolado a CCS ndo influéncia na salide humana, entretanto, a
deteccdo de altas contagens de células somaticas pode pressupor risco de contaminacao
do leite por micro-organismos patogénicos e outras substancias o que coloca em risco a
salde do consumidor (AMARAL, F. R.,, CARVALHO, L. B., BRITO, J. R. F,, SILVA,
2005).

3.5 Terapia antimicrobiana e perfil de suscetibilidade

Tem sido recomentada terapia antimicrobiana intramamaria para o tratamento de
mastite em ovinos (CONTRERAS et al., 1995; NACCARI et al., 2003). Contudo,
existem poucos estudos realizados para determinar o perfil de sensibilidade aos farmacos
empregados na mastite ovina. Além da escassez de estudos conduzidos nesta &rea, a
industria farmacéutica veterinaria ndo disponibiliza produtos comerciais de uso exclusivo
em pequenos ruminantes sendo que, para o tratamento de mastite na espécie ovina, sao
empregados antimicrobianos desenvolvidos para espécie bovina (NACCARI et al.,
2003).

As cefalosporinas, agentes B-lactdmicos, sdo bactericidas de amplo espectro, tém
sua indicacdo frente as bactérias Gram-positivas, como o S. aureus. Devido a falta de
medicamentos para uso da espécie ovina, o cefalénio anidro tem sido recomendado para
tratamento de mastite nesta espécie. Esta cefalosporina é aplicada por via intramamaria
no periodo seco, podendo ficar em atividade por até 10 semanas no tecido mamério,
evidenciando diminuig¢do nos casos da doenca (COUTINHO, 2008).
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Farmacos como a tetraciclina, por via intramuscular, podem apresentar resultados
satisfatorios, devendo ser aplicadas duas doses com intervalos de trés dias (VAZ, 1996).
Também € recomendada a administracao, via parenteral, de doses elevadas de penicilina
e estreptomicina ou B-lactdmicos e macrolideos. Ainda sdo recomendadas doses
intramusculares de tobramicina, enrofloxacina ou norfloxacina (BERGONIER,;
BERTHELOT, 2003; BERGONIER et al., 2003).

BAGLITZ et al. (2011) ressaltam que os SCN podem desenvolver facilmente
resisténcia a diferentes antimicrobianos, pois apresentam baixa susceptibilidade in vitro
a estes medicamentos.

A eficiéncia da terapia antimicrobiana pode ser comprometida devido a escolha
inadequada de antibi6ticos para o tratamento da doenca, pois podem selecionar cepas
resistentes aos farmacos empregados. O género Staphylococcus muitas vezes apresenta
resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos, pois apresentam um elemento genético
movel denominado Staphylococcus casset Chromossome mec (SCCmec), onde se
encontra o gene mecA e seus reguladores que produzem a proteina ligadora de penicilina
2a (PBP2a) modificada que garante a resisténcia a todos o0s beta-lactamicos
(FITZGERALD et al., 2001). A expressdo do gene mecA é constitutiva ou induzida por
antibidticos, como oxacilina e cefoxitina (MENDONCA et al., 2012).

Através do California Mastitis Test (CMT) foram identificadas 542 amostras de
mastite subclinica em ovelhas da raca Santa Inés. Todos os isolados foram submetidos
aos testes de suscetibilidade in vitro e os seguintes farmacos apresentaram melhor
resultado no controle dos microrganismos: florfenicol, gentamicina e cefalexina
(HARTMAN; BOLSANELLO; DOMINGUES, 2009).

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi avaliada em 121 isolados de SCN
oriundos de ovelhas da raca Santa Inés. Todos os isolados apresentaram suscetibilidade
a no minimo um antimicrobiano. Alguns isolados apresentaram resisténcia multipla,
sendo que a resisténcia a sulfonamida foi a mais frequente (27,3%) e a menos frequente
foi a gentamicina (1,6%). Alguns isolados apresentaram resisténcia a oxaciclina (14%).
O perfil de resisténcia mdltipla salienta a importancia em determinar a resisténcia a
oxaciclina, pois serve como indicativo da presenca de ilhas de patogenicidade que contém
fatores de viruléncia e resisténcia a outros antimicrobianos (DELLA LIBERA et al.,
2010).
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Novos protocolos de terapia precisam ser desenvolvidos devido a crescente
resisténcia apresentada pelos micro-organismos isolados de mastite, sendo necessarios
testes de suscetibilidade para tratamento eficaz desta enfermidade em ovinos
(GUARANA et al., 2011).

3.6 Composicgao do leite de ovelha

A ovinocultura leiteira € bastante desenvolvida na regido da Europa Mediterranea,
onde paises como Franca, Espanha, Grécia e Itdlia representam 66% da producao
mundial. Assim como em outros paises, no Brasil, quase que a totalidade da produgdo de
leite de ovelha ¢ utilizada para produgao de queijo finos devido a diferenciada composicao
e, em menor escala, de outros derivados lacteos, como iogurte (BOYAZOGLU;
MORAND-FEHR, 2001).

O leite ovino contém mais solidos totais e maior contetido nutricional quando
comparado ao leite bovino e caprino (PARK; JUAREZ; HAENLEIN, 2007). Os niveis
elevados de caseina e gordura conferem a esta matéria-prima a capacidade de ser utilizado
na elaboracdo de queijos com caracteristicas peculiares e com alto valor de mercado,
sendo considerados iguarias na gastronomia. Este leite ndo possui caroteno, produzindo
derivados de cor branca acentuada. Possui 4cidos graxos, tais como caproéico, caprilico e
caprico, que sao de cadeia curta e média com 6 a 8 carbonos em sua estrutura (FERREIRA
etal.,2011).

A composi¢ao do leite ovino possui, em média, 7,6% de gordura, 4,6% de caseina,
4,7% de lactose, entre outros nutrientes (FERREIRA ef al., 2011), sendo que podem
ocorrer variagdes na composicao ¢ na qualidade do leite ovino de acordo com a raga,
idade, estagio de lactacdo, nivel nutricional e técnica de ordenha (PEETERS et al., 1992).
Em ovelhas da raga Lacaune, oriundas de rebanho da regido serrana do estado do Rio
Grande do Sul, os teores médios de gordura, proteina ¢ lactose foram 5,79%, 4,46% e
4,76%, respectivamente (BRITO et al., 2006).
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CAPITULO 2

Avaliacdo de método microscopico para contagem de células somatica em

leite de ovelhas leiteiras
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Avaliacdo de método microscépico para Contagem de Células Somaticas em

leite de ovelhas leiteiras®

Cristiane da R. Moraes®, Tatiana R. Vieira?, Verdnica Schmidt®*

(Artigo a ser submetido para Pesquisa Veterinaria Brasileira)

ABSCTRACT.- Moraes C.R., Vieira T.R & Schmidt V. 2015. [Microscopic evaluation
method for somatic cell count in dairy sheep milk.] Avaliacdo de método microscopico
para contagem de células somatica no leite de ovelhas leiteiras. Pesquisa Veterinaria
Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de Medicina Veterinaria Preventiva, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves, 9090,
Porto Alegre, RS 91.540-000, Brazil. E.mail: veronica.schmidt@ufrgs.br

Somatic Cells Count (SCC) is a diagnosis toll that indicates the mammary gland
health and milk quality. The SCC can be determined by the automated method or the
manual method, by the counting of cells under the microscope, whereupon there are
discussions concerning the appropriated staining method to the ewe’s milk. The current
study aimed to identify and validate a methodology of microscopic count proper to ovine
specie. Therefore, glass slides for smear were manufactured with 10 puL of milk in 1 cm2,
and fixed with Carnoy solution and stained with Broadhurst-Paley (BP) in 47 sheep milk
samples. The Carnoy’s solution was elected, because this allowed a better fixation of the
dairy film to the microscope slides, and the BP coloring, as this allowed a good coloration
and visualization of cells and as well the differentiation of cytoplasmic corpuscles. The
SCC values ranged from 2,6x104 to 4,4x106 cells.mL-1 and from 1,9x104 to 8,1x106
cells.mL-1, respectively, by automated and microscopic methods. The characteristics of
BP coloration, as well as the equivalence of the counts results with the standard method
(automated), demonstrate that this tool is applicable to the ovine specie.

INDEX TERMS: SCC, Broadhurst-Paley dyes, Lacaune.

RESUMO.- A Contagem de Ceélulas Somaticas (CCS) € uma ferramenta de diagndéstico
indicativa da saude da glandula maméaria e da qualidade do leite. A CCS pode ser
determinada através de método automatizado e por método manual, através de contagem
celular em microscopio, sobre o qual existem discussdes quanto a coloracdo adequada ao
leite de ovelhas. O presente estudo objetivou identificar uma metodologia de contagem
microscopica adequada a espécie ovina. Para tanto, confeccionaram-se laminas
esfregacos de 10 pL de leite em 1 cm?, fixadas com solugdo de Carnoy e coradas com
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Broadhurst-Paley (BP), em 47 amostras de leite de ovelha. Elegeu-se a solucdo de
Carnoy, pois esta permitiu uma melhor fixacdo do filme lacteo as laminas de microscopia,
e o corante BP, pois este permitiu uma boa coloracao e visualiza¢do das células bem como
a diferenciacéo dos corpusculos citoplasmaticos. Os valores de CCS variaram de 2,6x10*
a 4,4x10° células.mL? e de 1,9x10* a 8,1x10° células.mL™, respectivamente, pelos
métodos automatico e microscopico. As caracteristicas da coloragdo de BP, bem como a
equivaléncia dos resultados das contagens ao método padrao (automatizado), demonstram
que esta é uma ferramenta aplicavel a espécie ovina.

TERMOS DE INDEXACAO: CCS, corante Broadhurst-Paley, Lacaune.

INTRODUCAO

A CCS, enquanto indicador da satde da glandula mamaria e da qualidade do leite,
é bastante estudada na espécie bovina (Viana et al. 2010), sendo escassos estudos
realizados na espécie ovina (Baglitz et al. 2008). O leite de ovelha € uma secrecao
apocrina e apresenta particulas citoplasmaticas, as quais possuem tamanho e forma
semelhante aos leucdécitos que podem gerar certa confusdo nos métodos automatizados
de contagem celular (Madureira et al. 2010). O diagndstico da mastite subclinica pode ser
realizado através da contagem de células sométicas (CCS) que séo estruturas de defesa
do organismo frente a inflamag&o ou infec¢do e compostas por células do sistema imune
(células somaticas) e células epiteliais (Summer, et al. 2012; Wickstrom et al.2009).

A mastite é dos grandes problemas relacionados a producéo leiteira, pois acarreta
perdas econdmicas decorrente da reducdo do volume de leite produzido e dos custos de
tratamento e, até mesmo, a perda de animais. Embora bastante conhecida na espécie
bovina, na espécie ovina os estudos acerca desta enfermidade sdo poucos (Baglitz et al.
2008).

Ainda existem discussdes em relacdo a coloragcdo utilizada para CCS mais
adequada ao leite de pequenos ruminantes (Gomes et al. 2008). De acordo com a
literatura, para CCS em ovinos existem diferentes protocolos de coloracgdo especifica para
DNA, que séo indicados por serem mais adequadas para pequenos ruminantes. Porém, a
CCS realizada com coloracGes ndo especificas para DNA em ovinos pode ser uma
ferramenta aplicavel (Gomes et al. 2008; Viana et al. 2010).

O objetivo do presente estudo foi avaliar método de fixacdo e coloracdo ndo
especifica para DNA na contagem de células somaticas por microscopia Optica em leite

ovino frente ao método automatizado.
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MATERIAL E METODOS

Realizou-se um estudo observacional longitudinal em um rebanho ovino com
aptid&o leiteira, composto por animais da raga Lacaune e mesticas, localizado na regido
Serrana do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil (29° 10" 15" S51° 31' 08" O). A ordenha
era realizada duas vezes ao dia; as fémeas eram mantidas em pastagem nativa durante o
dia e confinadas, durante a noite e encontravam-se em diferentes fases e ndmero de
lactacdes. A alimentagdo era complementada com concentrado preparado na propriedade
a base de farelos de milho, girassol e trigo, 6leo de soja, melaco e sal mineral. Os animais
recebiam, ainda, alfafa e agua ad libitum.

No periodo de quatro meses, em intervalos mensais, avaliaram-se 123 ovelhas em
lactacdo quanto a presenca de sinais clinicos de mastite e coletaram-se amostras
individualizadas por teto em frascos estéreis e identificados apds assepsia com alcool 70%
e desprezando-se o 1° jato de leite, (Pradiée et al. 2012; Santos et al. 2004), resultando
em 315 amostras, as quais foram acondicionadas em caixas isotérmicas, transportadas e
mantidas sob refrigeracdo até o processamento, 12 horas apds a coleta. Sendo que do
total de amostras coletadas, 47 foram utilizadas para a condugdo do estudo de
metodologia.

Foram testados diferentes protocolos para este estudo, como corantes especificos
para DNA, como May-Griunwald® (Laborclin, Parana, Brasil) de acordo com o protocolo
sugerido pelo fabricante e com corantes ndo especificos para DNA, como Broadhurst-
Paley (BP) (Baglitz et al. 2008; Barbosa et al. 2012). Também, foi avaliada a fixacdo do
filme lacteo com xilol (Schalm et al. 1971) e com o fixador de Carnoy (Gomes et al.
2010).

Para este estudo foram utilizadas 47 amostras de leite ovino das quais 10 pL foram
colocados sobre lamina de vidro, apoiada sobre molde com area de 1 cm? e deixada em
temperatura ambiente por 24 horas, para secagem (Schalm et al. 1971). Para fixacdo do
filme lacteo foi empregada a solucdo de Carnoy, a qual € composta por etanol (60%),
formol (30%), acido acético (10%) (Puchtler et al. 1968). Para fixacdo das amostras, o
fixador foi depositado sobre o filme lacteo durante dez minutos (Gomes et al. 2010), apds
as laminas foram lavadas com agua destilada pH 7,2 por um minuto e hidratadas durante
com alcool 50% e 30%, nesta ordem, por um minuto (Arcuri et al. 2004; Filho 2012). A

coloragdo das laminas foi realizada com BP (Baglitz et al. 2008; Barbosa et al. 2012),
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sendo que este foi depositado sobre o filme lacteo durante um minuto (Baglitz et al. 2008;
Barbosa et al. 2012), a seguir as laminas foram lavadas com &gua destilada pH 7,2 por
um minuto e deixadas em temperatura ambiente por 24 horas para secagem (Arcuri et al.
2004).

As laminas obtidas foram observadas em microscépio 6ptico com éleo de imerséao
em aumento de 1000 vezes, onde foram observadas caracteristicas como fixacdo do
esfregaco a lamina de microscopia e aparéncia geral das células. Visualizaram-se 25
campos, nas direcOes vertical e horizontal, para contagem celular (Schalm et al. 1971). A
contagem de células encontrada em cada amostra foi multiplicada pelo fator de correcéo
(FC = 3,6) especifico do microscopio (modelo 40RF100, Olympus Optycal CO - LTDA,
Japdo), sendo que o resultado obtido representa o numero de células somaticas por
mililitro de leite ovino (Baglitz et al. 2013).

Concomitante as coletas de leite para microscopia direta, foram coletadas amostras
de cerca de 50 mL de leite ovino de cada, em frascos identificados de pléstico estéril
contendo conservante bronopol® (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol). Apos a coleta, 0s
frascos foram homogeneizados até completa dissolucdo do conservante e armazenados
em caixas isotermicas contendo gelo reciclavel e encaminhados ao Laboratério de
Qualidade do Leite da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA)
Clima Temperado (CPACT - Centro Agropecuario da Palma/Universidade Federal de
Pelotas, Capdo do Ledo, RS) que, através de citometria de fluxo determinou a CCS em
equipamento de contagem optoeletrénico Bentley 2000 e Somacouting 300 Combi
(Bentley Instruments Incorpored®, Chaska, MN).

Realizou-se analise descritiva das metodologias estudadas para a escolha daquela
indicada para a espécie ovina. Para andlise estatistica utilizou-se o programa GraphPad
Prism (GraphPad software, Inc., San Diego, USA). Considerando-se o volume de leite
utilizado em cada metodologia, a contagem de células por microscopia direta foi
multiplicada por 100, para obter-se a contagem em mililitros de leite, nas duas
metodologias. A normalidade foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os valores de
CCS foram transformados em valores logaritmicos (Blagitz et al. 2013) e as comparacdes
entre as médias da CCS automatica e da CCS microscdpica (com fixacdo por solucdo
Carnoy e coloracdo de BP) foi realizada pelo teste de Mann Whitney, com nivel de
significancia de 5%. A correlacdo entre CCS automética e BP foi determinada pela

correlacdo de Spearmann.
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RESULTADOS

O contetdo de gordura do leite ovino tornou a fixacao das aliquotas nas laminas uma
etapa desafiadora, pois interferia na fixacdo da amostra as laminas. O método eleito para
retirada de gordura foi utilizando a solucdo de Carnoy, pois se apresentou de facil
execucdo, com menos etapas € menor tempo para realizacdo da técnica. Também
apresentou uma maior aderéncia do filme lacteo as laminas de vidro, quando comparado
ao xilol, o que refletiu em uma menor perda de amostras durante (16 %) a confeccdo das
laminas. O xilol, fixador muito utilizado em esfregacos lacteos bovinos, apresenta bom
desempenho nesta espécie, mas a perda de amostras ainda foi alta em amostras de leite
ovino. O enxague, a ultima etapa das coloragfes, apresentou-se como ponto critico, pois
as amostras, que pareciam estar fixadas, descolavam-se das laminas e eram perdidas,
quando utilizado o xilol. A coloracdo de BP apresentou uma melhor visualizacdo e a
possibilidade de uma diferenciag&o dos tipos celulares (Figura 1).

Esfregaco de leite ovino para contagem de  Esfregaco de leite ovino para contagem de
células somaticas preparados com solugdo  células somaticas preparados com solugdo
de Camoy e corante Broadhurst-Paley de Cammoy e corante Broadhurst-Paley
evidenciando células mononucleares (A) e  evidenciando células mononuclear (B).
células polimorfonuclares (B)

Figura 1 — Esfregaco de leite ovino para contagem de células somaticas preparados com
solucdo de Carnoy e corante BP, evidenciando celulas polimorfonuclares (A) e
mononuclear (B).

Além de ter apresentado uma melhor distin¢cdo dos corpasculos citoplasmaticos

evitando que fossem, equivocadamente, incluidos na contagem celular (Figura 2).
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Esfregaco de leite ovino para contagem de células somaticas preparados com
solucdo de Carnoy e corante Broadhurst-Paley evidenciando corpusculos
citoplasmaticos (setas)e célula polimorfonuclear (B).

Figura 2: Lamina confeccionadas com solu¢do de Carnoy e coradas com BP,
evidenciando corpusculos citoplasmaticos (setas).

Os valores de CCS variaram de 2,6x10* a 4,4x10° células.mL? e de 1,9x10* a
8,1x10°% células.mL™, respectivamente pelos métodos automatico e microscopico
(Quadro 1).

Quadro 1: Valores logaritmicos da Contagem de Células Somaticas (CCS) em leite ovino,

pelas metodologias automatizada e por microscopia direta.

Parametro CCS EMBRAPA CCS Microscopia
Minimo 4,41 4,29
Percentil 25% 4,69 4,95
Mediana 5,27 3,11
Percentil75% 5,88 5,61
Maximo 6,64 6,91

A transformacdo das contagens por microscopia direta de microlitros para
mililitros resultou na proximidade das contagens entre as duas metodologias, indicando

equivaléncia entre as duas metodologias (Figura 3).
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Figura 3: Box plot das contagens de células somaticas (CCS) pelo método automatico

(em 1mL), comparativamente ao método microscépico com correcdo (BP x 100),

determinada em 1mL.

Determinou-se correlacdo moderada (r=0,6810) entre as duas metodologias.

Aplicando-se modelos de regressdo, o modelo linear foi o que apresentou maior

coeficiente de correlacdo (r=0,5247) (Figura 4).
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Figura 4 - Curva de regressao linear entre as contagens de células somaticas

(CCS) pelo método automatizado e por microscopia direta.
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DISCUSSAO

Ainda existe muita discussdo em torno de qual coloracdo ¢ mais indicada para
determinacdo de CCS em pequenos ruminantes. O emprego de CCS, automatizada ou
manual, é uma ferramenta de baixo custo para diagnostico de mastite e de execucao
relativamente simples.

Existe uma grande variacdo dos valores de CCS em ovelhas. Esta variacdo pode
ser influenciada por inimeros fatores como mastites ndo infecciosas, estresse, fase de
lactacdo, idade, nimero de lactacdo, raca, estado nutricional dos animais (Contreras et
al.1995; Fthenakis, 1994, Leitner et al. 2003; Madureira et al. 2010; Pengov, 2001; Souza
etal. 2012)

Barbosa et al. (2012) realizaram a comparagdo da técnica automatizada com a
técnica de microscopia usando BP e obtiveram resultados de CCS maiores na contagem
manual quando comparada a automatizada. Gomes et al. (2010) e Baglitz et al. (2013)
obtiveram resultados semelhantes utilizando corantes ndo especificos para DNA em leite
ovino, quando comparada a CCS automatizada. Os autores afirmam, ainda, que 0 método
empregado na contagem celular de leite ovino tem influéncia sobre a CCS, embora
tenham encontrado resultados semelhantes quando compararam as técnicas.

Duzentas amostras de leite oriundos de 100 ovelhas da raga Lacaune em diferentes
fases de lactacdo foram estudas. Deste total, 184 (92%) ndo apresentaram crescimento,
14 (7%) apresentaram crescimento microbiano, 2
(1 %) estavam contaminadas. Na CCS automatizada, foram obtidos valores médios nas
amostras sem crescimento de 0,115 x 10° células.mL™ e 0,113 x 10° células.mL?, para
aquelas com crescimento. Concomitante, foi realizada a CCS por microscopia direta com
coloracdo de Rosenfeld e verde de metil e pironina-Y, cujos valores, respectivamente,
foram 0,126 e 0,320 x 10° células.mL % 0,127 e 0,851 x 10° células.mL™?, para amostras
negativas e positivas, mostrando diferenca significativa entre 2 grupos (Gomes et al.
2008).

Existe a possibilidade de utilizacdo de diversos protocolos de coloracdo para CCS
em pequenos ruminantes. No entanto, a presenca de corpusculos citoplasméticos
determina que sejam empregadas coloragdes especificas para o0 DNA, como verde de
metil e pironina-Y ou May-Griinwald, que sdo mais laboriosas. Viana et al. (2010),

utilizando a coloracdo de BP e o Panotico® afirmaram que estas ndo foram adequadas
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em amostras de leite de bovinos, pois provocaram muitas alteragbes na morfologia
celular. Entretanto, no presente estudo o BP possibilitou a diferenciacdo de
polimorfonucleares e mononucleares presentes no leite de ovelha, comparadas as
coloragdes ndo especificas para 0o DNA. Em animais da raca Lacaune foi observado que
a utilizacdo da coloracdo com verde de metil e pironina-Y foi a ideal, porém seu alto
potencial carcinogénico torna a sua utilizacdo limitada (Baglitz et al. 2013).

A CCS por microscopia direta em leite ovino ainda é pouco estudada e necessita
de maior atencdo. Como este estudo demonstrou equivaléncia entre os dois métodos de
CCS torna-se possivel que a CCS por microscopia, em ovinos, seja uma alternativa para
areas afastadas dos centros de referéncia com equipamentos especificos para realizagdo
da CCS automatizada. A escolha da metodologia tornou-se valiosa para este estudo, pois
possibilitou a fixacdo e coloracao das amostras de forma bastante satisfatoria. A utilizacéo
do fixador de Carnoy mostrou-se eficiente no seu propdsito, minimizando perdas
excessivas das amostras por falta de aderéncia. A op¢do por uma coloracdo ndo especifica
para 0 DNA tornou-se adequada a realidade do laboratorio, de facil execucao e facilitou

a contagem celular quando comparada a outros metodos.
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ABSTRACT.- Mastitis is a major problem related to breeding of dairy sheep due to the
economic losses arising from the reduction in production, expenditure on medication and
loss of animals. The Somatic Cell Count (SCC) and bacterial isolation are diagnostic tools
indicatives of mammary gland’s health. The aim of this study was to determine the
occurrence of subclinical mastitis in dairy sheep flock, through bacterial isolation and
SCC. It was determined also the milk composition (fat, lactose, protein and total solids)
and the relationship between these parameters and the presence of mastitis. To do so, 315
milk samples were collected, individualized per teat, from which 85 (27%) were
identified as subclinical mastitis and Staphylococcus coagulase negative (CNS) was the
prevalent agent (64.7 %), followed by Staphylococcus coagulase positive (19.1 %). The
SCC ranged from 2,5x103 to 9,3x106. There was significant higher SCC (p <0.0001) in
samples with bacterial isolation. However, the same was not observed between the
composition parameters. There was no correlation between the composition parameters
and SCC. The CNS are the most prevalent etiologic agents associated with subclinical
mastitis in dairy ewes and their presence correlates with high SCC. However, the limits
for SCC and milk composition for ovine species still have to be investigated.

Keywords: subclinical mastitis; dairy ewes, SCC

RESUMO. _A mastite um dos grandes problemas relacionados com criacdo de ovinos
de leite devido as perdas econémicas decorrentes da redugdo na producdo, gastos com
medicamento e perdas de animais. A Contagem de Células Somaticas (CCS) e o
isolamento bacteriano sdo ferramentas diagnosticas indicativas da salde da glandula
mamaria. O objetivo do presente estudo foi determinar a ocorréncia de mastite subclinica
em rebanho ovino leiteiro, através do isolamento bacteriano e da CCS. Determinou-se,
ainda, a composic¢éo (gordura, lactose, proteina e sélidos totais) do leite e a relagéo entre
estes parametros e a presenca de mastite. Para tanto, coletaram-se 315 amostras de leite,
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individualizadas por teto, das quais 85 (27%) foram identificadas como mastite
subclinica, sendo Staphylococcus coagulase negativas o agente prevalente (64,7%),
seguido por Staphylococcus coagulase positivas (19,1%). A CCS variou de 2,5x10° a
9,3x10® celulas.mL*. Verificou-se CCS significativamente maior (p<0,0001) nas
amostras com isolamento bacteriano. Entretanto, o mesmo ndo foi observado entre os
pardmetros de composicdo. Nao foi determinada correlacdo entre os pardmetros de
composicdo e a CCS. Os SCN sdo os agentes etiolégicos mais prevalentes relacionados
com mastite subclinica em ovelhas leiteiras e sua presenca tem correlagdo com CCS
elevada. No entanto, os limites de CCS e a composicao do leite para a espécie ovina ainda
precisam ser investigados.

Palavras chave: mastite subclinica, ovelhas leiteiras, CCS
1. Introducéo

Um dos maiores entraves a criacao de ovinos leiteiros é a sanidade da glandula maméria,
sendo a mastite um dos grandes problemas relacionados com esta atividade. Esta enfermidade
é responsavel por perdas econdmicas importantes, uma vez que, em pequenos ruminantes, a
mastite pode resultar em queda de producdo lactea até 30% e 58%, respectivamente, em
cabras e ovelhas (GONZALO et al.,, 2002; LEITNER et al., 2004), além do descarte
prematuro de animais, morte de cordeiros e custos com tratamentos (FTHENAKIS; JONES,
1990; NUNES et al., 2008).

No Brasil, embora os estudos sejam escassos, estima-se que a mastite subclinica, em
ovinos e caprinos, tenha prevaléncia entre cinco a 30% (PEIXOTO; MOTA; DA COSTA,
2010).

Estudos sugerem que espécies de Staphylococcus coagulase negativos (SCN) sejam 0s
agentes mais frequentes na mastite em ovinos (BARILLET et al., 2001; BERGONIER;
BERTHELOT, 2003; DALL AGNOL et al., 2013; OLIVES et al., 2013; SANTANA et al.,
2013; TEJADA etal., 2012). Estes microrganismos fazem parte da microbiota normal da pele
e, de forma oportunista, podem causar infeccdo na glandula mamaria. Sua habilidade em
formar biofilmes os torna capaz de se manterem em equipamentos utilizados na ordenha e
nas maos dos ordenadores, facilitando sua disseminacdo (EL-JAKEE et al., 2013).

Para realizacdo do diagnostico de mastite, podem ser utilizados métodos diretos
(isolamento do agente etioldgico) e indiretos (contagem de células sométicas — CCS)
(BARBOSA et al., 2012; GOMES et al., 2008). Contudo, existe escassez de informag6es
sobre a CCS em ovelhas (GOMES et al., 2008).

O presente estudo tem como objetivo determinar a ocorréncia de mastite subclinica,

através do isolamento bacteriano e da CCS, e determinar a relacdo entre a composigédo
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(gordura, lactose, proteina e solidos totais) do leite e a presenca de mastite em ovelhas

leiteiras.

2. Materiais e Métodos

Realizou-se um estudo observacional longitudinal em um rebanho ovino com aptiddo
leiteira, composto por animais da raga Lacaune e mesticas, localizado na regido Serrana do
Estado do Rio Grande do Sul, Brasil (29° 10" 15" S 51° 31' 08" O) (Figura 1). A ordenha era
realizada duas vezes ao dia; as fémeas eram mantidas em pastagem nativa durante o dia e
confinadas, durante a noite. A alimentacdo era complementada com concentrado preparado
na propriedade a base de farelos de milho, girassol e trigo, 6leo de soja, melago e sal mineral.
Os animais recebiam, ainda, alfafa e 4gua ad libitum.

@ Bento
Goncalves
Figura 1- Localizacdo do local de estudo.

No periodo de quatro meses, em intervalos mensais, avaliaram-se 123 ovelhas em
lactacdo quanto a presenca de sinais clinicos de mastite e coletaram-se amostras assepticas
de leite, individualizadas por teto (PRADIEE et al., 2012; SANTOS; SCHERER; SCHMIDT,
2004), resultando em 315 amostras, as quais foram acondicionadas em caixas isotérmicas,
transportadas e mantidas sob refrigeragéo até o processamento, 12 horas apés a coleta.

Para o isolamento bacteriano, uma aliquota de 10uL de cada amostra foi inoculada na
superficie de agar acrescido de 5% de sangue ovino e incubadas a 37°C, por 24 a 48 horas. A
identificacdo presuntiva dos microrganismos foi baseada nas caracteristicas morfotintoriais e
bioquimicas (MACFADDIN, 2000). Considerou-se mastite as amostras de leite que

apresentaram crescimento de, pelo menos, cinco unidades formadoras de col6nia (UFC) e até


http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=pt&pagename=Bento_Gon%C3%A7alves_(Rio_Grande_do_Sul)&params=29_10_15_S_51_31_08_W_type:city_region:BR_scale:75000
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dois tipos morfoldgicos. Amostras com mais de dois tipos morfologicos foram caracterizadas
como contaminadas e foram excluidas da analise (CONTRERAS et al., 1997).

Em 93 amostras, também foram coletadas cerca de 50 mL de leite ovino de cada teto,
em frascos contendo conservante bronopol® (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol), as quais
foram encaminhadas ao Laboratorio de Qualidade do Leite da EMBRAPA Clima Temperado
(CPACT) que, através de citometria de fluxo determinou a CCS e a composi¢ao das amostras
em equipamento de contagem optoeletronico (Bentley 2000, Bentley Instruments
Incorporated®, Chaska, MN). Para este estudo amostras que apresentaram valores de CCS
acima de a 1,0 x 10° células.mL, foram consideradas positivas para mastite (FRAGKOU,;
BOSCOS; FTHENAKIS, 2014; PRADIEE et al., 2012).

Para analise estatistica utilizou-se o programa GraphPad Prism (GraphPad software,
Inc., San Diego, USA). A normalidade foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os
valores de CCS foram transformados em valores logaritmicos. As comparacdes entre as
medianas da CCS e dos pardmetros de composicdo em amostras com e sem mastite
subclinica pela lactocultura foi realizada pelo teste de Mann Whitney, com nivel de
significancia de 5%. A correlacdo entre CCS e composicdo foi determinada pela
correlacdo de Spearmann. A relagdo entre as metodologias de isolamento bacteriano e CCS
para diagndstico de mastite subclinica foi realizada pelo teste exato de Fischer e determinagédo

de kappa, com nivel de significancia de 5%.

3. Resultados

Verificou-se auséncia de sinais clinicos compativeis com mastite em todas as
ovelhas amostradas. Entretanto, em 64 (52%) fémeas verificou-se crescimento bacteriano
na cultura lactea sendo que destas, seis (9,4%) apresentaram cultura lactea positiva em
duas amostragens consecutivas. Do total (315) de amostras de leite analisadas, em 85
(27%) verificou-se crescimento bacteriano. Identificaram-se Staphylococcus coagulase
negativas (SCN) em 55 (64,7%) amostras e Staphylococcus coagulase positivas (SCP)
em 13 (19,1%) amostras, sendo que destes, seis isolados foram identificados como S.
aureus. Em nove amostras o microrganismo nao foi recuperado da subcultura, ndo sendo
viavel sua identificacdo.

Considerando o total de amostras, a CCS variou de 2,5x10° a 9,3x10°. Entretanto,

verificou-se CCS significativamente maior (p<0,0001) nas amostras com isolamento
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bacteriano. Entretanto, 0 mesmo néo foi observado entre os pardmetros de composi¢ao

(Tabela 1). N&o foi determinada correlacdo entre os parametros de composicao e a CCS.

Tabela 1: Valores médios (+ desvio padrdo) dos parametros de composicdo do
leite de ovelhas com e sem mastite subclinica, pelo método de lactocultura.

Parametro Com Sem Valor de
mastite mastite p
Log CCS 5,87¢+0,70 4,92°+0,42 0,0001
Gordura (%) 4,94 +1,64 5,29 £1,90 0,5992
Proteina (%) 5,01+0,48 5,01 £ 0,47 0,8767
Lactose (%) 4,68 £0,23 4,65+ 0,23 0,3219
Sélidos 15,52 + 15,82 + 0,6691
totais (%) 1,64 0,70

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa

Determinou-se uma associacdo significativa (p<0,0001) entre o isolamento
bacteriano e a CCS no diagnostico da mastite subclinica em ovelhas, em decorréncia dos
diagnosticos concordantes (74,67%) entre as duas metodologias. Verificou-se que apenas
uma amostra apresentou elevada CCS e isolamento bacteriano negativo. Entretanto, 18
amostras negativas no isolamento bacteriano (sem mastite subclinica) apresentaram elevada
CCS, resultando em baixa concordéncia (k=0,383) entre os dois métodos.

4. Discussao

Os SCN sdo os agentes etiolégicos mais prevalentes em casos de mastite
subclinica em ovelhas leiterias (DALL AGNOL et al., 2013; OLIVES et al., 2013;
SANTANA et al., 2013; TEJADA et al., 2012). A mastite subclinica por SCN tem sido
relacionada ao aumento de CCS em ovelhas (PENGOQOV, 2001).

Por diferentes motivos, em quase 50% dos casos de mastite (MAKOVEC;
RUEGG, 2003) existe a possibilidade que o agente etioldgico ndo seja isolado: (i)
eliminagdo de nimero reduzido de agente ou de forma intermitente; (ii) agente que ndo
podem ser isolados pelos métodos usuais (como Mycoplasma sp. e virus da Maedi-Visna

em ovinos) (PAAPE et al., 2007); (iii) presenca de enzimas como lisozima e lactoferina
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podem interferir na deteccdo do patdgeno; (iv) presenca de endotoxinas bacterianas
(MCDOUGALL et al., 2001; PYORALA, 2003). Tal fato poderia explicar o elevado
numero de amostras com elevada CCS e negativas na lactocultura no presente estudo.

Considerando estes fatores, embora o isolamento bacteriano seja, normalmente,
considerado o método padrdo para infeccdes de origem bacteriana, a CCS tem sido
indicada para detecgcdo de mastite, demonstrando aumento da celularidade no leite. No
entanto, certos pontos relacionados a CCS em leite de ovelhas nao estdo bem definidos,
como 0 ponto de corte para indicacdo de infeccdo. Embora inGmeras pesquisas
apresentem valores de referéncia para CCS em ovelhas, ainda assim observa-se grande
variagdo inclusive para a mesma raga (FRAGKOU; BOSCOS; FTHENAKIS, 2014).
Nesta espécie, valores de CCS inferiores a 0,5 x 10°® células.mL* sio considerados
fisiologicos para glandula mamaria sadia (BAGLITZ et al., 2008; BERGONIER;
BERTHELOT, 2003; GONZALO et al., 2002; NUNES et al., 2008; SOUZA et al.,
2012); valores entre 0,5 x 10%e 1,0 x 10° células.mL™:, sdo sugestivos de mastite, sendo
indicada a realizagio de lactocultura; valores de CCS individual superiores a 1,0 x 10°
células.mL? confirmam que glandula mamaria apresenta-se com mastite nas formas
subclinica ou clinica (FRAGKOU; BOSCOS; FTHENAKIS, 2014). Porem, mesmo
contagens de 0,25 x 108 células.mL™ ja podem ser interpretadas como mastite subclinica
(ARIZNABARRETA; GONZALO; PRIMITIVO, 2002).

Em estudo conduzido nos EUA com 245 ovelhas, demostraram que ovelhas com
valores de CCS iguais ou superiores 400 x 10° células.mL, em 3 coletas consecutivas,
apresentaram maior predisposicédo (5,6 a 7,5 vezes) a terem isolamento positivo para
agentes etioldgicos de mastite do que aquelas com valores inferiores a este limite
(SPANU et al., 2011).

Em Israel foram testadas amostras de leite de ovelha e os SCN foram os isolados
mais prevalentes, corroborando os resultados do presente estudo. A presenca de SCN nas
amostras aumentou a CCS em 1,2 x 10° células.mL?, o que esta de acordo com o estudo
de LEITNER et al. (2003).

Nos Estados Unidos foram analisadas amostras de leite de ovelhas da raca
Lacaune e mesticas, sendo que em 71,5% das amostras ndo houve crescimento
bacterianos. Os SCN apresentaram a maior prevaléncia (45%) entre as amostras com
crescimento (SPANU et al., 2011).
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Em S&o Paulo, foram analisadas 390 amostras de leite de ovelhas Santa Inés. Na
prova bacterioldgica foram observadas 296 amostras (75,9%) negativas e 94 (24,1%)
positivas, sendo que destas, em 94,7% foram isoladas bactérias Staphylococcus sp., e em
5,3%, Streptococcus sp. (NUNES et al., 2008). Ambos trabalhos apresentam proximidade
com o resultado obtido no presente estudo, onde de 315 amostras, 230 (73%) néo
apresentaram crescimento. Das 87 amostras (27,44%) com crescimento, Staphylococcus
sp. foi isolado em 70 (80,46%).

O leite ovino apresenta em sua composicao, em meédia, 7,6% de gordura, 4,6%
de caseina, 4,7% de lactose, entre outros nutrientes (FERREIRA ef al., 2011), sendo que
podem ocorrer variagdes na composicao e na qualidade do leite ovino de acordo com a
raca, idade, estagio de lactagdo, nivel nutricional e técnica de ordenha (PEETERS et al.,
1992). Em ovelhas da raca Lacaune, oriundas de rebanho da regido serrana do estado do
Rio Grande do Sul, os teores médios de gordura, proteina e lactose foram 5,79%, 4,46%
e 4,76%, respectivamente (BRITO et al., 2006).

Os SCN sdo os agentes etioldgicos mais prevalentes relacionados com mastite
subclinica em ovelhas leiteiras e sua presenca tem correlacdo com CCS elevada. Nao foi
possivel estabelecer uma associagéo entre valores elevados de CCS e a composic¢do. No
entanto, os limites de CCS e a composi¢do do leite para a espécie ovina ainda precisam

ser investigados.
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Identificacdo genotipica de Staphylococcus coagulase negativos (SCN) isolados de

leite ovino e perfil de suscetibilidade a agentes antimicrobianos
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ABSTRACT

The ovine mastitis has been reported as one of the main factors that affect the milk and dairy
products and the Staphylococcus coagulase negative (CNS) is the main etiological agent. The
identification of these microorganisms at the species level is essential for effective
prophylactic measures. The molecular identification of CNS, based on the DNA sequence is
more accurate than the phenotypic identification methods and is considered the gold standard
method for identifying these agents. This study aimed to identify the species of CNS in 32
isolated from cases of subclinical mastitis in sheep by PCR -RFLP and sequencing of the gap
gene, and determine the susceptibility of isolates face to nine antimicrobial agents, through
the agar disk diffusion technique. Four profiles were obtained in sequencing, revealing the
presence of three species CNS: Staphylococcus epidermidis (59.4%), Staphylococcus
chromogenes (34.4%) and Staphylococcus devriesei (6.2%), first time described in the south
region of the country in cases of sheep mastitis. All isolates were susceptible to cephalothin,
ceftiofur and penicillin+novobiocin. Twenty-one isolates (65.6%) showed resistance to at
least one antimicrobial agent and eleven isolates (34.4%) were susceptible to all tested agents.
Four isolates (12.5%) had multidrug resistance and, among these, an isolated S. epidermidis
was resistant to oxacillin, confirmed by amplifying the mecA gene by PCR. Besides being an
animal health problem, arising in economic losses to producers, CNS have zoonotic potential
highlighting the importance of these microorganisms in public health, becoming crucial to
identify these agents through secure and reliable genotypic tools.

Keywords: genotypic identification, CNS, sheep milk, susceptibility profile
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RESUMO

A mastite ovina tem sido relatada como um dos principais fatores que afetam a producéo leite
e derivados e tem nos Staphylococcus coagulase negativos (SCN) os principais agentes
etioldgicos, sendo que a identificacdo destes microrganismos em nivel de espécie é
imprescindivel para efetividade de medidas profilaticas. A identificagdo molecular de SCN,
baseados na sequéncia de DNA, apresenta maior acuracia do que os métodos de identificacéo
fenotipica, sendo considerado o método padrdo-ouro para identificagdo destes agentes. O
presente estudo teve como objetivos identificar as espécies de SCN em 32 isolados de casos
de mastite subclinica em ovinos, atraves da técnica de PCR-RFLP e sequenciamento do gene
gap, e determinar a suscetibilidade dos isolados frente a nove agentes antimicrobianos, pela
técnica de disco difusdo em &gar. Foram obtidos quatro perfis no sequenciamento, sendo
observada a presenca de trés espécies de SCN: Staphylococcus epidermidis (59,4%),
Staphylococcus chromogenes (34,4%) e Staphylococcus devriesei (6,2%), pela primeira vez
descrita na regido Sul do pais em casos de mastite ovina. Todos os isolados foram suscetiveis
a cefalotina, ceftiofur e penicilina+novobiocina. Vinte e um isolados (65,6%) apresentaram
resisténcia a pelo menos um agente antimicrobiano e onze isolados (34,4%) mostraram-se
suscetiveis a todos o0s agentes testados. Quatro isolados (12,5%) apresentaram
multirresisténcia e, entre estes, um isolado da espécie S. epidermidis apresentou resisténcia a
oxacilina, confirmada através da amplificacdo do gene mecA por PCR. Além de se constituir
em problema de sanidade animal, repercutindo em perdas econbmicas ao produtor, SCN
possuem potencial zoondtico destacando a importancia destes microrganismos na salde
publica, tornando primordial a identificacdo destes agentes, através de ferramentas
genotipicas seguras e confiaveis.

Palavras-chave: identificacdo genotipica, SCN, leite ovino, perfil de suscetibilidade

Introducéo

A mastite, causada por Staphylococcus coagulase negativos (SCN), tem sido relatada
como um dos principais fatores que afetam a produgdo leite e derivados na espécie ovina
(Barillet et al., 2001; Bergonier; Berthelot, 2003; Dall Agnol et al., 2013; El-Jakee et al.,
2013; Kiossis et al., 2013; Olives et al., 2013; Onni et al., 2010; Santana et al., 2013). Na
forma subclinica, esta enfermidade apresenta-se imperceptivel, exceto pela reducdo
persistente na producéo leiteira, que pode chegar a 50% do volume diario (Kiossis et al.,
2013). No Brasil, estima-se que a mastite subclinica em pequenos ruminantes tenha
prevaléncia entre cinco a 30%, embora os dados de ocorréncia da enfermidade sejam pouco
relatados no pais (Peixoto et al., 2010b).

Devido ao aumento significativo de casos envolvendo SCN, sua identificagdo em nivel
de espécie torna-se imprescindivel. Diferentes métodos de diagndstico podem ser
empregados para deteccdo da mastite sugerindo-se que este seja acompanhado de provas de
suscetibilidade aos antimicrobianos para estabelecimento de terapia adequada (Peixoto et al.,

2010a). A identificacdo molecular de SCN, baseados na sequéncia de DNA, apresenta maior
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acurécia do que os métodos de identificacdo fenotipica, sendo considerado o método padréo-
ouro para identificacdo destes agentes (Hosseinzadeh; Dastmalchi Saei, 2014; Santos et al.,
2008). Entre os métodos moleculares, a reacdo em cadeia da polimerase (Polimerase Chain
Reaction-PCR) para amplificacio do gene gap (glyceraldehydo-3-phosphato
deshydrogenase), acompanhada da técnica de polimorfismo de comprimento de fragmentos
de restricdo (Restriction Fragment Lengthe Polimorphysm - RFLP), tem sido o método de
eleicdo. O gene gap é responsavel por codificar a proteina ligadora de transferrina (42 KDa),
que localiza-se na parede celular de Staphylococcus e é considerado um gene conservado
neste género bacteriano (Ghebremedhin et al., 2008). O emprego de PCR-RFLP para a
amplificacdo do gene gap, tem sido considerado de facil execucdo e seus resultados mais
confiaveis e reprodutiveis para diferenciagdo das 28 espécies de SCN (Hosseinzadeh e
Dastmalchi Saei, 2014; Onni et al., 2010).

O presente estudo teve como objetivos identificar as espécies de SCN em isolados de
leite ovino, através da técnica de PCR-RFLP e sequenciamento do gene gap, e determinar a

suscetibilidade dos isolados frente a agentes antimicrobianos.

Material e Métodos

Origem dos isolados

Um total de 32 isolados de SCN de casos de mastite subclinica ovina foi incluido
nesse estudo. Os isolados foram obtidos previamente de uma propriedade de rebanho ovino
com aptiddo leiteira, composto por animais da raca Lacaune e mesticas, localizada na regido
serrana do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil (artigo 2 tese).

Apo6s a identificacdo presuntiva dos microrganismos, apoiada nas caracteristicas
morfotintoriais, prova da catalase e prova da coagulase (Markey et al., 2013), os isolados
foram armazenados a - 20°C em caldo Brain Heart Infusion - BHI (Oxoid, Basingstoke,
Hampshire, Inglaterra) acrescidos de 20% de glicerol (Nuclear, Sdo Paulo, Brasil)
(Macfaddin, 2000) para posterior identificacdo das espécies de SCN.

Extracdo do DNA

Para extracdo de DNA foi utilizado o kit de extragdo NucleoSpin® Tissue
(Macherey-Nagel, Diren, Alemanha). Resumidamente, os isolados foram inoculados em

caldo BHI por 24 horas a 37°C. Ap0s o periodo de incubacdo, 1 mL da cultura bacteriana
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foi centrifugado por 5 minutos a 8,000xg. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido. Foram adicionados 2 pL de lisostafina (0,2 mg/mL, Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha) e as amostras incubadas, por 60 minutos, a 37°C. Posteriormente,
foram adicionados 25 pL de proteinase K (5 mg/mL) e as amostras incubadas a 56° C,
overnight. As demais etapas foram realizadas de acordo com as instrug¢des do fabricante

do kit de extracéo.

PCR-RFLP

Para identificacdo e diferenciacdo das espécies de SCN utilizou-se a técnica de
PCR-RFLP de acordo com protocolo descrito por ONNI et al. (2010). O gene alvo da
amplificacdo por PCR foi glyceraldehydo-3-phosphato deshydrogenase (gap). Os
oligonucleotideos GF1 (5’- ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTA -3") e GR-2 (5’
-GACATTTCGTTATCATACCAAGCTG-3’) amplificaram um fragmento de 933 pares
de bases, equivalente ao gene gap. A reacdo de PCR foi realizada com volume final de
50 pL contendo: 5pL de tampéo 10X, 1,5 mM de MgCly, 3,75 mM de dNTP, 75 pmol/uL
de cada oligonucleotideo, 0,5 U/uL de Taq polimerase e 5 uL de DNA. A amplificacédo
foi conduzida em termociclador automatizado (Veriti 96 well — Applied Biosystems,
Foster City, CA) com desnaturacao inicial a 94°C, por 2 minutos; seguida de 40 ciclos de
desnaturacdo a 94°C, por 20 segundos; anelamento a 55°C, por 30 segundos e extenséo a
72°C, por 40 segundos. A extensdo final foi realizada a 72°C, por 5 minutos. Para
separacao dos produtos de PCR foi realizada a eletroforese em gel de agarose 1% corado
com brometo de etidio (1 mg/mL, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha).

Para atécnica de RFLP, 15 pL do produto da PCR foram submetidos a uma reagdo
de digestdo contendo 1 pL de tampdo 10X, 1 pL da endonuclease de restricdo Alul
(10U/uL — Invitrogen, Carlsbad, CA) e agua ultrapura estéril, para completar o volume
de 20 pL. As amostras foram incubadas por 16 horas a 37°C. Os fragmentos de DNA
digeridos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%. Ap0s esta etapa, o gel

foi corado com brometo de etidio, descorado em agua e fotografado sob luz ultravioleta.

Sequenciamento do DNA
Os isolados que apresentaram diferentes perfis na técnica de PCR - RFLP foram
purificados com NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up, conforme as instrugdes do

fabricante (Macherey-Nagel, Diren, Alemanha). Um isolado representativo de cada perfil
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foi selecionado e enviado para sequenciamento na Unidade de Analises Moleculares e de
Proteinas (Centro de Pesquisa Experimental, Hospital de Clinicas de Porto Alegre)
utilizando o equipamento ABI 3500 Genetic Analyzer com capilares de 50 cm e polimero
POP7 (Applied Biosystems). As reacdes de marcacdo foram realizadas em termociclador
Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster, EUA) com uma etapa de
desnaturacéo inicial a 96°C, por 1 minuto; seguida de 35 ciclos de 96°C, por 15 segundos;
50°C por, 15 segundos e 60°C, por 4 minutos. Ap6s marcadas, as amostras foram
purificadas pela precipitagio com BigDye XTerminator Purification Kit (Applied
Biosystems, Foster, EUA) e eletroinjetadas no sequenciador automatico. As sequéncias
obtidas do gene gap foram comparadas com as sequéncias depositadas no Genbank.
Sequéncias como similaridade acima de 98% (> 98%) foram consideradas pertencentes a

especie de SCN (Lange et al., 2015).

Perfil de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos

O perfil de suscetibilidade dos isolados frente aos agentes antimicrobianos foi
determinado pelo método de disco difusdo em agar, de acordo com as recomendacdes do
Clinical and Laboratory Standards Institute, conforme o documento VET01-S2 (CLSI,
2013). Os isolados foram inoculados em TSA e incubados a 37°C, por 24 horas. De trés
a cinco coldnias foram transferidas para solucdo salina até obtencdo de turvagdo
compativel com a escala 0,5 de MacFarland. Com auxilio de suabe esteéril, os isolados
foram inoculados em placas de Petri contendo agar Mauller-Hinton (MH, Oxoid,
Basingstoke, Hampshire, Inglaterra). Logo apds, foram aplicados discos impregnados
com os seguintes antimicrobianos: ampicilina (10ug) (AMP), eritromicina (15ug) (ERI),
cefalotina (30pg) (CFT), ceftiofur (30ug) (CEF), oxacilina (1pg) (OXA), penicilina
(10UI) (PEN), penicilina/novobiocina (10UI/40ug) (PEN/NOV), pirlimicina (2 ug) (PIR)
e tetraciclina (30ug) (TET). As placas foram incubadas por 16 a 18 horas a 35°C.
Staphylococcus epidermidis (ATCC 35984) foi utilizada como cepa controle nos testes.
Apos a leitura dos halos foi determinado o perfil de suscetibilidade dos isolados (CLSI,
2013).
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Resultados

Na identificacdo genotipica das espécies de SCN, todos os 32 isolados apresentaram
amplificacdo de um fragmento de 933 pb correspondente ao gene gap atraves da técnica
de PCR. Os produtos da PCR foram submetidos a digestdo com a endonuclease Alul e
quatro diferentes perfis (P1, P2, P3 e P4) de restri¢cdo foram observados (Figura 1A).

pb M P1 P2 P3 P4 pb M 6B C+ C-
2080
2080
1000 1000
500
500
300
100

Figura 1. A (esquerda). Perfis obtidos na técnica de PCR-RFLP do gene gap de quatro
isolados de Staphylococcus coagulase-negativa provenientes de amostras de leite ovino
apos a digestdo com a endonuclease de restricdo Alul. M: marcador de 100 pb (Ludwig).
P1:S. epidermidis. P2: S. epidermidis. P3: S. devriesei. P4: S. chromogenes. B. (direita)
Amplificacdo do gene mecA através da técnica de PCR em um isolado de S. epidermidis
resistente a oxacilina. M: marcador de 100 pb (Ludwig). 6B: isolado de S. epidermidis
positivo para o gene mecA. C+: controle positivo. C-: controle negativo utilizando agua
ultra-pura estéril no lugar do DNA.

Os perfis P1 e P4 foram os perfis que abrigaram um maior nimero de isolados com
18 e 11 isolados em cada perfil, respectivamente. Dentre os quatro perfis, submetidos ao
sequenciamento, foi possivel observar a presenga de trés espécies de SCN:
Staphylococcus epidermidis (59,4%), Staphylococcus chromogenes (34,4%) e
Staphylococcus devriesei (6,2%) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Identificagdo das espécies de SCN provenientes de mastite subclinica
ovina através do sequenciamento do gene gap

Perfil na N.° de Espécie Sequéncia referéncia

PCR-RFLP isolados identificada Similaridade no GenBank
Staphylococcus

P1 18 epidermidis 98% CP009046.1
Staphylococcus

P2 1 epidermidis 100% HG813242.1
Staphylococcus

P3 2 e 98% KM251711.1
Staphylococcus

P4 11 Chr‘gnf’ogenes 100% 3JQ728521.1

Dois perfis da PCR-RFLP, P1 e P2, foram identificados como S. epidermidis. O
perfil P1, representando 18 isolados, apresentou 98% de similaridade com a sequéncia de
S. epidermidis cepa AMMS 205 (Numero de Acesso: CP009046.1), a qual foi identificada
como agente causal de septicemia relacionada ao uso de cateter em pacientes humanos,
nos Estados Unidos (Davenport et al., 2014). O perfil P1, no entanto, identificado em
apenas um isolado, apresentou 100% de similaridade com S. epidermidis cepa PM221
originaria de bovinos na Finlandia (NUmero de Acesso: HG813242.1). O sequenciamento
de um isolado do perfil P3, observado em dois isolados, revelou a espécie Staphylococcus
devriesei, com 98% de similaridade com S. devriesei cepa F101 proveniente de mastite
bovina na Argentina (Numero de Acesso: KM251711.1). O perfil P4, representando 11
isolados de SCN, demonstrou pertencer a espécie Staphylococcus chromogenes com
100% de similaridade com S. chromogenes cepa ZLT-1 isolada de suinos na China
(NUmero de Acesso: JQ728521.1).

As especies de SCN foram, ainda, submetidas ao teste de suscetibilidade frente a
nove agentes antimicrobianos de seis diferentes classes. Vinte e um isolados (65,6%)
apresentaram resisténcia a pelo menos um agente antimicrobiano e onze isolados (34,4%)

foram suscetiveis a todos os agentes testados (Tabela 2).
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Tabela 2 — Percentual de resisténcia aos agentes antimicrobianos entre isolados SCN
provenientes de mastite subclinica ovina

Classes dos L ) NuUmero de isolados resistentes (%0)

agentes Agentes ant|[n|crob|anos S. epidermidis S. chromogene
JeS - concentracao : : genes

antimicrobianos (n=19) (n=11)

A Ampicilina (AMP) - 10ug 9 (47,4%) 1(9,1%)
p-Lactamicos 5, acilina (OXA) - g 1(5,3%) 0
Cefalosporinas Cefalotina (CFT) - 30ug 0 0

Ceftiofur (CEF) - 30ug 0 0
Lincosamida Pirlimicina (PIR) - 2ug 1 (5,3%) 0
Macrolideo Eritromicina (ERI) - 15ug 1 (5,3%) 0
Penicilina Penicilina (PEN) - 10Ul 9 (47,4%) 0
Penicilina+Novobiocina 0 0
(PEN/NOV) - 10U1/40pg
Tetraciclina Tetraciclina (TET) - 30ug 16 (84,2%) 1(9,1%)

Quatro isolados (12,5%) foram classificados como multirresistentes, ou seja,
resistentes a trés ou mais classes de agentes antimicrobianos. Dentre os multir-resistentes,
um isolado (3,12%) apresentou resisténcia a cinco antimicrobianos (ampicilina,
eritromicina, oxacilina, penicilina e pirlimicina), enquanto outros trés isolados (9,4%)
apresentaram resisténcia a trés antimicrobianos (ampicilina, penicilina e tetraciclina)
(Tabela 3). N&o foi observada resisténcia a cefalotina, ceftiofur e penicilina+novobiocina.
Verificou-se que um isolado multi-resistente, da espécie S. epidermidis, que apresentou
resisténcia a oxacilina na técnica de disco difusdo em &gar (halo = 0 mm), teve a

resisténcia confirmada através da amplificacdo do gene mecA por PCR (Figura 1B).

Tabela 3 — Perfil de PCR-RFLP e perfil de resisténcia aos agentes antimicrobianos em
isolados de SCN provenientes de mastite subclinica ovina

Perfil na PCR-RFLP Identificacdo dos

(Espécie identificada) isolados (n=32) Perfil de resistencia

37D
28EB AMP-PEN-TET
40DA

44DA

23EB AMP-PEN

. - 7
P1 (S. epidermidis) R
20D AMP-TET

9E

3E
40DB
39D

PEN-TET
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11E
22E
23EA TET
9DB
29E
28EA
24D
P2 (S. epidermidis) 6B AMP-ERI-OXA-PEN-PIR
P3(S. devriesei) o8 PE'\,I
18A Suscetivel
6A AMP-TET
P4 (S. chromogenes) 31 Suscetivel
35A Suscetivel
05 Suscetivel
30EA Suscetivel
34 Suscetivel
35B Suscetivel
43E Suscetivel
44DB Suscetivel
44E Suscetivel
51D Suscetivel

Discussao

A identificagdo das espécies de Staphylococcus é baseada, em sua maioria, no
sequenciamento dos primeiros 500 pb do gene 16S rRNA. No entanto, a utilizacdo desta
sequéncia para identificacdo de espécies de SCN pode tornar-se dificil devido a elevada
similaridade desta sequéncia entre as espécies (Lange et al., 2015). A utilizagdo do gene gap
pode ser empregada como alternativa na caracterizagdo de isolados nos quais ndo houve
possibilidade de serem atribuidas a uma espécie com base na identificacdo fenotipica
convencional e de forma mais eficaz do que a analise com gene 16S rRNA (Ghebremedhin
et al., 2008). O desenvolvimento de uma PCR-RFLP utilizando o gene gap como alvo foi
proposto para a identificagdo genotipica de 226 isolados de SCN de ovelhas da raca Sarda
que apresentavam mastite subclinica na Italia (Onni et al., 2010). O emprego desta ferramenta
molecular de identificacdo apresentou maior confiabilidade e reprodutibilidade quando
comparada a métodos baseados em caracteres fenotipicos, como o API Staph ID. No presente
estudo, a técnica foi aplicada com sucesso em 32 isolados de SCN, sendo possivel e
amplificacdo do gene gap em todos os isolados e a geracdo de perfis de restricdo

discriminatorios utilizando a endonuclease Alul (Figura 1A).
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Atualmente, mais de 15 espécies de SCN ja foram relacionadas com mastite bovina,
sendo S. chromogenes, S. simulans, S. xylosus, S. epidermidis, S. hyicus, S. haemolyticus as
espécies mais comumente identificadas (Hosseinzadeh and Dastmalchi Saei, 2014). Em
ovinos, diversos estudos apontam que a causa mais comum de mastite deve-se as espécies de
Staphylococcus coagulase-negativa (Barillet et al., 2001; Bergonier; Berthelot, 2003; Dall
Agnol et al., 2013; El-Jakee et al., 2013; Kiossiset al., 2013; Olives et al., 2013; Onni et al.,
2010; Santana et al., 2013). A taxa de prevaléncia de SCN em ovelhas com infeccéo
intramamaria pode variar de 25 a 93% (Bergonier and Berthelot, 2003). Na pesquisa da
prevaléncia e etiologia de casos de mastite subclinica em ovelhas Awassi, no nordeste da
Jordania, 278 amostras de leite foram coletadas e analisadas. Nestas amostras, o principal
agente causal de mastite subclinica foi Staphylococcus (69,2%), sendo que SCN
representaram 56,9% destes isolados (Alekish and Alshehabat, 2014).

Entre as espécies de SCN, S. epidermidis é o patégeno mais frequentemente isolado
de mastite ovina (Bergonier and Berthelot, 2003; Marogna et al., 2010). Essa informacao
corrobora com os dados encontrados no presente estudo, em que S. epidermidis foi
identificado em 59,4% dos isolados. Este agente bacteriano esta frequentemente associado
com infeccdes em pacientes humanos e o fato de um isolado proveniente de leite ovino
apresentar 98% de homologia com o DNA de uma cepa causadora de septicemia em pacientes
humanos, destaca o possivel potencial zoon6tico desta espécie e sua importancia em salde
publica.

Staphylococcus chromogenes, a segunda espécie mais frequente (34,4%) no presente
estudo, foi a espécie de SCN prevalente (58,3%) em ovelhas leiteiras da raca Chio, na Grécia
(Kiossis et al., 2013). Staphylococcus chromogenes €, também, responsavel por mastite
subclinica em cabras e, apés S. caprae e S. epidermis, foi a terceira espécie mais prevalente
no estudo de (Contreras et al., 1995).

Outras espéecies de SCN, além de S. epidermidis e S. chromogenes, podem ser
relatadas como mais prevalentes causando mastite subclinica em ovinos. No Estado do Rio
Grande do Sul, Brasil, Staphylococcus foi isolado em 29,5% (26/88) das amostras de leite de
ovelhas com mastite e S. lentus foi a espécie mais prevalente (26,9%), observada em sete
amostras (Tejada et al., 2012). Os autores identificaram, ainda, outras espécies de SCN como
S. sciuri (19,2%), S. vitulinus (7,7%), S. haemolyticus (3,8%) e S. epidermidis (3,8%).

No Estado de Sdo Paulo, regido sudeste do Brasil, em amostras de leite ovino
foram identificados Staphylococcus sp., sendo 15,1% dos isolados identificados como

S. aureus e 84,9% como SCN. Staphylococcus devriesei foi isolado em 60% das amostras
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de leite ovino, sendo oito isolados de animais saudaveis e quatro de animais com mastite
subclinica (Martins, 2013). No presente estudo, dois isolados (6,2%) de SCN foram
identificados, através de sequenciamento do gene gap, como pertencente a espécie S.
devriesei, com homologia superior a 98%. Pelo que se sabe, até 0 momento, este € 0
primeiro relato de S. devriesei proveniente de mastite subclinica ovina na regido Sul do
Brasil.

Staphylococcus devriesei foi isolado, inicialmente, de vacas leiteiras na Bélgica e
Holanda e, posteriormente, relatado em outros paises (Supré et al., 2010). Na Italia, Onni et
al. (2012) identificaram, através de PCR-RFLP e sequenciamento, dois (1,40%) (2/143)
isolados pertencentes a espécie S. devriesei em leite de cabra, os quais haviam sido
previamente identificados como S. auriculares pelo API Staph ID. Recentemente, a presenca
de S. devriesei foi relatada, pela primeira vez, em rebanho ovino leiteiro na Escécia. A
identificacdo genotipica desta espécie foi realizada através de Real Time PCR e
sequenciamento do gene rpoB. No total de 21 isolados de Staphylococcus sp., apenas 1 (4,8%)
foi confirmado por sequenciamento como pertencente a espécie S. devriesei, com homologia
superior a 97% (Zadoks et al., 2014).

A terapia com agentes antimicrobianos tem um importante papel para o controle da
mastite estafilocdcica ovina clinica e subclinica. No entanto, o uso indiscriminado de agentes
antimicrobianos esta associado com a emergéncia de cepas bacterianas resistentes. Como a
terapia com agentes antimicrobianos é a abordagem principal para o controle da mastite
ovina, os 32 isolados de SCN foram submetidos ao teste de suscetibilidade a agentes
antimicrobianos. Maior percentual de resisténcia foi observado frente a ampicilina,
tetraciclina e penicilina (Tabela 3). A resisténcia a essas classes é comumente relatada em
outros estudos abordando SCN. Elevado percentual de resisténcia & ampicilina e penicilina
em isolados de ovinos foi relatado por Tejada et al. (2012), com 73,1% e 69,2%
respectivamente. Na Italia, a resisténcia a penicilina foi observada em 38,2% dos isolados de
SCN obtidos de amostras de leite ovino (Onni et al., 2011). No mesmo pais, Virdis et al.
(2010) reportaram 36% dos isolados apresentando resisténcia a ampicilina.

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é um importante patdégeno na
medicina humana, mas também pode colonizar e infectar uma ampla variedade de espécies
animais. A resisténcia a meticilina também tem sido relatada em isolados de SCN (Fessler et
al., 2010; Onni etal., 2011). No presente estudo, um isolado multi-resistente de S. epidermidis
demonstrou resisténcia a oxacilina na técnica de disco difusdo em agar e foi positivo o gene

mecA na técnica de PCR. A resisténcia a classe dos B-lactamicos, em Staphylococcus, é
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mediada por B-lactamases do tipo BlaZ ou pelo gene mecA que codifica uma proteina
alternativa de ligacdo a penicilina PBP2a. A presenca do gene mecA reduz a ligacdo nas
células bacterianas de todos os agentes antimicrobianos [-lactdmicos disponiveis para
tratamento da mastite em animais (Aarestrup, 2005). A prevaléncia de cepas SCN resistentes
a meticilina é bastante variavel. Sampinon et al. (2011) relataram 30% dos isolados de S.
epidermidis provenientes de bovinos leiteiros como portadores do gene mecA. No Brasil,
Silva et al. (2013) encontraram 6,2% dos isolados SCN de bovinos com mastite resistentes a
meticilina. Em amostras de leite ovino, provenientes de animais com mastite, 1,5% (2/131)
dos isolados de S. epidermidis foram resistentes a meticilina (Onni et al., 2011). A
possibilidade da transmissdo de isolados de SCN resistentes a meticilina entre animais e
humanos pode ser um risco potencial a saide publica e merece ateng&o.

Em conclusdo, a técnica de PCR-RFLP utilizando o gene gap como alvo, provou ser
uma ferramenta molecular confidvel e reprodutivel na discriminagdo das espécies de SCN
obtidos a partir de episddios de mastite subclinica em ovelhas leiteiras. A presenca de SCN
resistentes a agentes antimicrobianos serve de alerta quanto ao uso indiscriminado destes
agentes em sistemas de produgéo ovina. Somado a isso, ovinos colonizados com isolados de
SCN resistentes a meticilina podem transmitir esses microrganismos para humanos e atuar

como Vveiculos de disseminacgdo de bactérias resistentes no ambiente.

Referéncias

Aarestrup, F.M., 2005. Veterinary drug usage and antimicrobial resistance in bacteria of
animal origin. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol. 96, 271-281.

Alekish, M.O., Alshehabat, M.A., 2014. The prevalence and etiology of subclinical mastitis
in awassi sheep; emphasis on the relationship between the isolated organisms and the
somatic cell count. Eur. J. Vet. Med. 8, 1-13.

Barillet, F., Rupp, R., Mignon-Grasteau, S., Astruc, J.-M., Jacquin, M., 2001. Genetic
analysis for mastitis resistance and milk somatic cell score in French Lacaune dairy
sheep. Genet. Sel. Evol. 33, 397-415.

Bergonier, D., Berthelot, X., 2003. New advances in epizootiology and control of ewe
mastitis. Livest. Prod. Sci. 79, 1-16.

Contreras, A., Corrales, J.C., Sierra, D., Marco, J., 1995. Prevalence and aetiology of non-
clinical intramammary infection in Murciano-Granadina goats. Small Rumin. Res. 17,
71-78.

Dall Agnol, A.M., Cavalcante, M.B., De Franca, C.A., Da Costa Krewer, C., De Queiros,
AA., Da Costa, M.M., Braganca, J.F.M., Girardini, L.K., 2013. Caracterizacdo



62

fenotipica e molecular de isolados de Staphylococcus spp. obtidos de leite de ovelhas
do Municipio de Chapec6-SC. Semin. Agrar. 34, 311-322.

Davenport, K. W., Daligault, H.E., Minogue, T.D., Bishop-lilly, K.A., Broomall, S.M., Bruce,
D.C., Chain, P.S., Coyne, S.R., 2014. Complete Genome Assembly of Staphylococcus
epidermidis AmMS 205. Genome Announc. 2, 5-6.

El-Jakee, J.K., Aref, N.E., Gomaa, A., El-Hariri, M.D., Galal, H.M., Omar, S. a., Samir, A.,
2013. Emerging of coagulase negative staphylococci as a cause of mastitis in dairy
animals: An environmental hazard. Int. J. Vet. Sci. Med. 1, 74-78.

Fessler, A.T., Billerbeck, C., Kadlec, K., Schwarz, S., 2010. Identification and
characterization of methicillin-resistant coagulase-negative staphylococci from bovine
mastitis. J. Antimicrob. Chemother. 65, 1576-1582.

Ghebremedhin, B., Layer, F., Konig, W., Konig, B., 2008. Genetic classification and
distinguishing of Staphylococcus species based on different partial gap, 16S rRNA,
hsp60, rpoB, sodA, and tuf gene sequences. J. Clin. Microbiol. 46, 1019-1025.

Hosseinzadeh, S., Dastmalchi Saei, H., 2014. Staphylococcal species associated with bovine
mastitis in the North West of Iran: Emerging of coagulase-negative staphylococci. Int.
J. Vet. Sci. Med. 2, 27-34.

Kiossis, E., Brozos, C.N., Petridou, E., Zdragas, a., Papadopoulos, T., Boscos, C., 2013.
Study on the possible survival of Staphylococcus chromogenes through the dry period
in dairy ewes. Small Rumin. Res. 115, 124-129.

Lange, C.C., Brito, M. a. V.P., Reis, D.R.L., Machado, M. a., Guimaraes, A.S., Azevedo,
A.L.S., Salles, E.B., Alvim, M.C.T., Silva, F.S., Meurer, I.R., 2015. Species-level
identification of staphylococci isolated from bovine mastitis in Brazil using partial 16S
rRNA sequencing. Vet. Microbiol. 176, 382—-388.

Marogna, G., Rolesu, S., Lollai, S., Tola, S., Leori, G., 2010. Clinical findings in sheep farms
affected by recurrent bacterial mastitis. Small Rumin. Res. 88, 119-125.

Martins, K.B., 2013. Viruléncia e determinacdo da resisténcia em Staphylococcus spp .
isolados de leite ovino caracterizacdo do perfil clonal , fatores de viruléncia e
determinacdo da resisténcia em Staphylococcus spp . isolados de leite ovino.

Olives, A.M. De, Diaz, J.R., Molina, M.P., Peris, C., 2013. Quantification of milk yield and
composition changes as affected by subclinical mastitis during the current lactation in
sheep. J. Dairy Sci. 96, 7698-7708.

Onni, T., Sanna, G., Cubeddu, G.P., Marogna, G., Lollai, S., Leori, G., Tola, S., 2010.
Identification of coagulase-negative staphylococci isolated from ovine milk samples by
PCR-RFLP of 16S rRNA and gap genes. Vet. Microbiol. 144, 347-352.

Onni, T., Sanna, G., Larsen, J., Tola, S., 2011. Antimicrobial susceptibilities and population
structure of Staphylococcus epidermidis associated with ovine mastitis. Vet. Microbiol.
148, 45-50.



63

Onni, T., Vidili, a., Bandino, E., Marogna, G., Schianchi, S., Tola, S., 2012. Identification of
coagulase-negative staphylococci isolated from caprine milk samples by PCR-RFLP of
groEL gene. Small Rumin. Res. 104, 185-190.

Peixoto, R.D.M., de Franga, C. a., de Souza Junior, A.F., Veschi, J.L. a, da Costa, M.M.,
2010a. Etiologia e perfil de sensibilidade antimicrobiana dos isolados bacterianos da
mastite em pequenos ruminantes e concordancia de técnicas empregadas no diagndstico.
Pesqui. Vet. Bras. 30, 735-740.

Peixoto, R.D.M., Mota, R.A., da Costa, M.M., 2010b. Mastite em pequenos ruminantes no
Brasil. Pesqui. Vet. Bras. 30, 754-762.

Sampimon, O.C., Lam, T.J.G.M., Mevius, D., Schukken, Y.H., Zadoks, R.N., 2011.
Antimicrobial susceptibility of coagulase-negative staphylococci isolated from bovine
milk samples. Vet. Microbiol. 150, 173-179.

Santana, R.C.M., Zafalon, L.F., Esteves, S.N., Tanaka, E. V, Pilon, L.E., Massa, R., 2013.
Occurrence of Etiologic Agents Causing Subclinical Mastitis in Morada Nova and Santa
Ines Ewes. Ars Veterinaria, Jaboticabal, SP 29, 148-152.

Santos, O.C.D.S., Barros, E.M., Brito, M.A.V.P., Bastos, M.D.C.D.F., dos Santos, K.R.N.,
Giambiagi-deMarval, M., 2008. Identification of coagulase-negative staphylococci
from bovine mastitis using RFLP-PCR of the groEL gene. Vet. Microbiol. 130, 134
140.

Silva, N.C.C., Guimarées, F.F., Manzi, M.P., Budri, P.E., Gomez-Sanz, E., Benito, D.,
Langoni, H., Rall, V.L.M., Torres, C., 2013. Molecular characterization and clonal
diversity of methicillin-susceptible Staphylococcus aureus in milk of cows with mastitis
in Brazil. J. Dairy Sci. 96, 6856—62.

Supré, K., De Vliegher, S., Cleenwerck, 1., Engelbeen, K., Van Trappen, S., Piepers, S.,
Sampimon, O.C., Zadoks, R.N., De Vos, P., Haesebrouck, F., 2010. Staphylococcus
devriesei sp. nov., isolated from teat apices and milk of dairy cows. Int. J. Syst. Evol.
Microbiol. 60, 2739-2744.

Tejada, T.S,, Silva, D.T., Dias, P. a., Conceicao; R.C.S., Miiller Neto, H., Timm, C.D., 2012.
Mastite subclinica por Staphylococcus coagulase negativa em ovinos de corte. Arg.
Bras. Med. Vet. e Zootec. 64, 1074-1076.

Virdis, S., Scarano, C., Cossu, F., Spanu, V., Spanu, C., De Santis, E.P.L., 2010. Antibiotic
resistance in Staphylococcus aureus and coagulase negative Staphylococci isolated from
goats with subclinical mastitis. Vet. Med. Int. 2-5.

Zadoks, R.N., Tassi, R., Martin, E., Holopainen, J., McCallum, S., Gibbons, J., Balligall,
K.T., 2014. Comparison of bacteriological culture and PCR for detection of bacteria in
ovine milk — Sheep are not small cows. J. Dairy Sci. 97, 6326-6333.



64

CONCLUSOES

Com relagdo aos objetivos da tese listados no capitulo 1, é possivel concluir que:

a)

b)

d)

A utilizando do fixador de Carnoy e a coloracdo de BP podem ser utilizadas
para confeccdo de Idminas para CCS manual, pois mostraram capacidade de
fixacdo e distin¢ao das estruturas presentes no leite

A CCS manual com corante ndo especifico ao DNA é alternativa para o
método automatizado, e sua aplicabilidade merece atencdo, principalmente
nos locais afastados dos centros de referéncia para realizacdo de CCS
automatizada, pois apresentou equivaléncia dos resultados das contagens ao
método  padrdo  (automatizado), demonstrando que a CCS
manual é uma ferramenta aplicivel a espécie ovina.

Os SCN sdo os agentes etioldgicos mais prevalentes relacionados com mastite
subclinica em ovelhas leiteiras e sua presenca tem correlagdo com CCS
elevada.

A identificacdo genotipica dos SCN através da técnica de PCR-RFLP e
sequenciamento do gene gap, permitiu a correta identificacdo destes agentes.
A identificacdo destes micro-organismos é importante do ponto de vista da
salde publica.

Os SCN apresentam perfil de multirresisténcia aos antimicrobianos, além de

evidenciarem a presenca do gene de resisténcia.
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