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Estudo da disseminagdo de cepas resistentes a antibioticos
causadores de mastite bovina e potencial de aplicagao de
bacteriéfagos no controle biologico

Study of the dissemination of antibiotic-resistant strains
causing bovine mastitis and application potential of
bacteriophages in their biological control

RESUMO

A mastite bovina é uma enfermidade que causa impactos nos ambitos sociais e econdmicos
em todo o mundo. O uso excessivo de antibidticos no tratamento da doenga é um dos
agravantes desta situacdo, jd que proporciona um aumento na taxa de resisténcia
microbiana, e consequentemente pode desencadear problemas para a saude, tanto
humana quanto animal. O objetivo deste estudo foi avaliar os quadros de resisténcia a
antibidticos em casos de mastite em vacas leiteiras na regido Sudoeste do Parand além de
validar a presenca de bacteriéfagos (virus que infectam bactérias) nas amostras de leite.
Primeiramente, desenvolveu-se uma andlise baseada em dados secundarios de
antibiogramas disponibilizados de um laboratério veterindrio comercial da localidade.
Posteriormente, foram coletadas amostras de leite mastitico e encaminhadas para os
laboratdrios da Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, onde avaliou-se a presencga de
Staphylococcus aureus. A partir do cultivo deste microrganismo observou-se o
aparecimento de placas de lise, demonstrando um possivel isolamento de bacteriéfagos. A
terapia fagica poderia ser considerada uma alternativa inovadora para o tratamento da
mastite.

PALAVRAS-CHAVE: Mastite bovina. Staphylococcus aureus. Resisténcia microbiana.
Bacteriéfagos.

ABSTRACT

Bovine mastitis is a disease that causes numerous impacts on social and economic spheres
around the world. The excessive use of antibiotics is an aggravating factor on its treatment,
since it provides an increase in the rate of microbial resistance that can consequently trigger
health problems for humans and animals. The aim of this study was to evaluate the
antibiotic resistance conditions of dairy cows located in the Southwest region of Parana in
addition to validating the presence of bacteriophages (viruses that infect bacteria) in milk
samples. First, an analysis was developed based on secondary data of antibiograms made
available from a local commercial veterinary laboratory. Subsequently, samples of mastic
milk were collected and sent to the laboratories of the Federal Technological University of
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Parana, where we evaluated the presence of Staphylococcus aureus bacteria. From the
microorganism it was observed the appearance of lysis plaques demonstrating a possible
isolation of bacteriophages. Phage/ Phagotherapy therapy could be considered an
innovative alternative for the treatment of mastitis.

Recebido: 19 ago. 2020. KEYWORDS: Bovine mastitis. Staphylococcus aureus. Microbial resistance. Bacteriophages.
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INTRODUGAO

A producdo de leite é uma importante atividade socioecon6mica no Brasil, e
de acordo com o CEPEA (2013), emprega mais de 3 milhdes de pessoas em sua
cadeia produtiva, correspondendo aproximadamente a 20% do PIB do agronegdcio
nacional. A producdo atual é equivalente a 35 bilhGes de litros, porém possui a
meta de alcancar a marca de 41 bilhdes de litros até 2023. Concedendo assim
para FAO (2013) a andlise do pais, uma posicdo entre os maiores produtores de
leite bovino do mundo, 5,3% do total mundial, seguido da China (6%), india (8,6%)
e Estados Unidos (14,7%).

Para que a atividade em questdao continue mantendo sua produtividade e
alcangando seus propdsitos, é fundamental que ocorram manejos nutricionais,
genéticos e sanitdrios bem estabelecidos. Entretanto desafios sdo recorrentes,
dada a questdo sanitdria, a mastite fomenta inUmeras perdas sociais e econodmicas,
gue afetam a saude animal e seu bem-estar. Além disso, implica em uma questao
de saude publica, uma vez que existe a dispersdao de patdgenos causadores de
zoonoses e toxinas produzidas pelos microrganismos do leite, as quais sdo nocivas
a saude humana. Tal patogenicidade é derivada de microrganismos comuns do
ubere, como estafilococos, estreptococos e espécies de coliformes, que causam
inflamacdes nas glandulas mamarias.

Estudos avaliaram o impacto econémico relativo a um ano de analises, em
uma fazenda no estado de Minas Gerais, no Brasil, em relacdo a mastite, onde
foram estimados em US S 91.552,69 de gastos. Onde, durante o periodo da
pesquisa, antibidticos foram prescritos para eliminar Streptococcus agalactiae e
uma parcela dos animais que ja estavam infectados com Staphylococcus aureus
foram sacrificadas. Além disso, tanto a reducdo na produtividade de leite quanto
o descarte de vacas leiteiras com infeccdo crénica, foram associadas a presenca da
doenca na fazenda. (AGOSTINHO, et al. 2019).

Os microrganismos responsaveis pela mastite sdo muitos, todavia uma das
bactérias de maior incidéncia nos casos da doenga é o Staphylococcus aureus, que
demonstra, acima de tudo, um quadro de resisténcia a antibidticos muito
significativo. Isso ocorre por possuir fatores de viruléncia que permitem sua adesao
as células epiteliais, encapsulamento e formacgdo de biofilmes. (TOPUZOgZLU et al.
2015). Bem como, ja foi demonstrado que desde 1960 encontra-se Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA), que se disseminou globalmente e se tornou
uma das principais bactérias infecciosas nos ambientes relacionados a saude
humana e animal. (LI et al. 2017).

Andlises avaliaram a resisténcia do S. aureus coletado de amostras de leite,
onde em antibidticos comumente utilizados para o tratamento da mastite, como
ampicilina, cefalotina e penicilina, ndo possuem mais o mesmo efeito inibitério no
crescimento do patdogeno. Além disto, analisaram que o isolamento de fagos
capazes de infectar S. aureus, foi eficaz em testes in vitro. Onde tal, demonstra
poder ser uma ferramenta eficaz no controle do crescimento destas bactérias e,
consequentemente, na prevencdo e tratamento da mastite. (ORTIZ et al. 2018)

A demanda por novos métodos de tratamento é uma necessidade, onde a
terapia fagica enquadra-se como uma op¢do viavel para a resolucdo desse
problema. Bacteriéfagos liticos - virus que infectam e matam bactérias -
representam em alguns contextos uma alternativa segura e eficaz aos antibidticos
(Kutter et al. 2010). Diante disto, busca-se bacteriéfagos que co-evoluem com seus
hospedeiros, otimizando seus mecanismos de disseminacgdo e libera¢do da célula
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bacteriana para o meio ambiente e causando a lise bacteriana, diminuindo a
prevaléncia de tais microrganismos patogénicos causadores de mastite bovina.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os quadros de bactérias resistentes a
antibidticos utilizados no tratamento da mastite bovina, a partir de dados de
andlise de amostras de leite da regido Sudoeste do Parana, além de validar a
presenca de bacteriéfagos nas amostras de leite regionais.

MATERIAIS E METODOS

Inicialmente desenvolveu-se um estudo a partir de dados secundarios
fornecidos por um laboratdrio de analises veterindrias da regido Sudoeste do
Parand. Foram consideradas a analises de antibiogramas com os antibiéticos. Além
disso, levou-se em consideracdo os dados referentes aos meses de junho, agosto,
outubro e dezembro do ano de 2018 e janeiro, mar¢o, maio e julho do ano de 2019.
Os dados recebidos foram organizados e plotados com o software Microsoft Excel
(2010).

Os experimentos praticos foram realizados no Laboratdrio de Bioprocessos
(LAPRO) e Laboratério de Microbiologia da Universidade Tecnoldgica Federal Do
Parana (UTFPR), Dois Vizinhos, Parana, Brasil.

Para isolamento tanto dos patdgenos quanto dos bacteriéfagos, foram
coletadas amostras de leite mastitico, em propriedades da regido sudoeste do
Parana. As vacas estavam em fase de lacta¢do sob condi¢des adequadas de manejo
e ja haviam iniciado o tratamento da doenca, ou seja, antibidticos como
Enrofloxacina 10%, Tetraciclina, Amoxilina, Ceftiofur e o anti-inflamatdrio ndo
esteroidal Flunixina meglumina, ja haviam entrado em contato com o animal. Os
tratamentos realizados a partir destes medicamentos ndo haviam apresentado
resultados satisfatdrios.

E importante destacar que o animal n3o foi retirado de sua rotina didria na
producdo leiteira para que a pesquisa fosse realizada. Portanto, ndo foi necessaria
uma avaliacdo do Comité de Etica para Uso Animal (CEUA).

Todas as amostras foram coletadas a partir de leite obtido na rotina normal
de ordenha. Como protocolo padrdo da ordenha, amostras de leite sdo
rotineiramente avaliadas na pré-ordenha para identificacdo de fémeas com
mastite. Assim, as amostras utilizadas neste estudo foram coletadas
assepticamente em frascos estéreis apds a assepsia do Ubere, sendo desprezados
os 3 primeiros jatos, ordenhados manualmente pelo funciondrio da fazenda. Os
frascos foram depositados em uma caixa térmica contendo gelo e imediatamente
transportados para o laboratério.

Para o isolamento do S. aureus foi realizado o procedimento de acordo com
La Zonby e Starzyk (1986). Brevemente, inoculou-se as amostras de leite no meio
Agar Sal Manitol e em Agar MacConkey e ambos foram incubados a 37°C por 24
horas. Apds a incubacdo, as colbnias foram avaliadas morfologicamente e, em
seguida submetidas ao teste da catalase baseado em Scibior e Czeczot (2006).
Foram realizadas repicagens periodicamente em placas de Petri contendo Plate
Count Agar (PCA) e, quando necessario, cultivo liquido com Tryptic soy broth (TSB).
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Ao final do isolamento, com a potencial obtencdo do microrganismo
desejado, passou-se para o isolamento do fago. A primeira etapa consiste na
obtencdo de um estoque heterogéneo de fagos, baseando-se na metodologia
proposta por Danovaro e Middelboe (2010). Apds obtido o estoque primario, o
método de dupla camada de agar foi implementado para visualizagdo das placas
de lise, a partir da metodologia de Adams (1959). Realizou-se uma adaptagao no
soft agar, onde o TSA (Tryptone Soft Agar) foi substituido por PCA (Plate Count
Agar) com uma concentracdo de 14,1 g/L. Este consiste na camada superior, em
gue tanto o estoque de fagos quanto a bactéria hospedeira sdo inoculados com o
meio ainda no estado liquido e entdo vertidos sobre a camada de agar base (23,5
g/L de PCA).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A fim de verificar a prevaléncia da resisténcia de microrganismos causadores
de mastite, os dados referentes aos meses de agosto (Figura 1 (A)), outubro (Figura
1(B)), dezembro (Figura 1 (C)) do ano de 2018, janeiro (Figura 2 (A)), marco (Figura
2 (B)) e maio (Figura 2 (C)) do ano de 2019, obtidos a partir dos testes de
antibiogramas, sdo apresentados abaixo conforme os medicamentos utilizados
para o tratamento, Amoxilina, Penicilina, Tetraciclina, Ceftiofur, Enrofloxacina e
Estreptomicina. , Foram atribuidos nimeros para determinar se a bactéria possui
resisténcia (representado pelo numero 1), se expressa condicdes de niveis
intermedidrios de resisténcia (representado pelo nimero 2) ou no caso de
apresentar sensibilidade ao antibidtico (representado pelo nimero 3). Este tipo de
analise demonstra o quanto os microrganismos, isolados a partir de amostras de
leite estdo resistentes aos medicamentos utilizados para o tratamento da mastite.

Analisando os graficos do ano de 2018, podemos perceber que, durante o més
de agosto o Bacillus sp. retratou 100% de sensibilidade, a Pseudomonas sp. 100%
de resisténcia, o Staphylococcus sp. 66,7% e o Streptococcus sp. 50%. Em outubro
houve a maior ocorréncia de diversidade bacteriana nas amostras, onde Bacillus
sp. e Enterobacter sp. apresentaram 100% de resisténcia, Streptococcus sp. e flora
mista entre Staphylococcus sp. e Pseudomonas sp. exibiram 83,3% e o
Staphylococcus sp. com 50%. Para finalizar o ano de 2018, dezembro mostra pouca
incidéncia de bactérias, porém a resisténcia ainda ocorre em relagdo aos
medicamentos, onde a flora mista entre Bacillus sp., Staphylococcus sp. e
Pseudomonas sp. aparece com 100%, o Bacillus sp. com 83,3% e apenas o
Staphylococcus sp. encontra-se 100% sensivel.

Avaliando os graficos do ano de 2019, no més de janeiro o microrganismo
Bacillus sp.demonstrou 83,3% de resisténcia, Enterobacter sp., Staphylococcus sp.
e as floras mistas entre Enterobacter sp. e Staphylococcus sp encontraram-se com
66,7%. No més de margo a flora mista entre Staphylococcus sp. e Pseudomonas sp.
aparecem com 100% assim como Bacillus sp., ja a Enterobacter sp., Staphylococcus
sp. e as floras mistas entre Enterobacter sp. e Staphylococcus sp apresentaram
83,3%. Em maio foi o més de maior ocorréncia na diversidade nas amostras
bacterianas no ano de 2019, exibindo o Streptococcus sp. e as floras mistas entre
Enterobacter sp. e Staphylococcus sp e floras mistas entre Bacillus sp., Enterobacter
sp. e Staphylococcus sp, com 100% de resisténcia, Bacillus sp. com 83,3% e
Staphylococcus sp com 66,7%.
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Figura 1 - Quadro de resisténcia microbiana no més de outubro (A), agosto (B) e
dezembro (C), do ano de 2018.

° [ Bacillus sp.
15 W staphylococcus Epidermis
Pseudomonas sp.
- W Stophylococcussp. e . aureus
. M Estreptococcus sp.
- M Enterobacter sp.
5 Floras mistas

B

ENO EST,

Cc

Fonte: Autoria propria (2020).

Estudos comprovaram a resisténcia de algumas bactérias, como Bacillus sp.,

Enterobacter sp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli e espécies
de Corynebacterium em analises in vitro, que além de formarem biofilmes,
apresentaram alta resisténcia em medicamentos como tetraciclina e amplicina
(HOQUE et al. 2020).

Ainda, em Bangladesh, foram discernidos em bactérias da espécie

Streptococcus em relagdo a sua multirresisténcia em antibidticos utilizados para o
tratamento da mastite. Entretanto nas amostras, houve casos de Staphylococcus
aureus e E. coli que também apresentaram niveis de resisténcia quando isolados e
avaliados. A diversidade de Streptococcus expressou genes ermB, mefA, linB, tetM
e tetO resistentes a antibidticos, indicando perigo a saude publica (HEAD e
IBRAHIM, 2020).
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Figura 2 - Quadro de resisténcia microbiana no més de janeiro (A), margo (B) e maio
(C), do ano de 2019

A

0 Bacillus sp.
M Staphylococcus Epidermis
Pseudomonas sp.

1 B Staphylococcussp. e S. aureus
I Estreptococcus sp.
e Bl Enterobacter sp.
Floras mistas

B

C

Fonte: Autoria prépria (2020).

No Egito observaram casos de Corynebacterium que isolaram de amostras de
leite com mastite, além disso, destacaram a prevaléncia de integrons foi
monitorada. Tal bactéria demonstrou resisténcia de nivel elevado bem como foi
identificado a prevaléncia de integrons classe 1 que codificavam a
aminoglicosideos adeniltransferase tipo A (aadAl) que confere resisténcia a
agentes antimicrobianos frequentemente utilizados na pecuaria leiteira (EL-
TAWAB et al., 2020).

O uso exagerado de medicamentos na agricultura é alarmante, pois contribui
para a crescente resisténcia a antibidticos utilizados na medicina humana,
agravada com a sobreposicdo de medicamentos utilizados para diferentes fins.
Com isso surgem pesquisas de O’Neill (2016) demonstram uma estimativa até o
ano de 2050, onde mais de 10 milhdes de mortes podem ser causadas devido a
resisténcia bacteriana com um custo econdmico aproximado, de US S 100 trilhdes.
Mostrando que a resisténcia é um problema global que requer atencao.

Em relacdao aos experimentos laboratoriais, houve crescimento bacteriano
nos meios Agar Sal Manitol e Agar MacConkey. O aparecimento de mais de uma
colénia, em meios de cultura que possuem finalidades diferentes, demonstra a
diversidade bacteriana presente em uma Unica amostra. O Agar Sal Manitol, desde
1945, tem sido utilizado como um meio seletivo para isolamento de estafilococos
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patogénicos. Ja o Agar MacConkey, é um meio seletivo que cultiva bactérias gram-
negativas fermentadoras de lactose e ndo fermentadoras de lactose.

As col6nias consideradas potencialmente como S. aureus foram visualizadas
em microscopio éptico para analisar sua morfologia (Figura 3), a qual apresentou
uma imagem caracteristica, em formato de cocos agrupados, de modo didatico,
parecidos como “cachos de uva”. Todavia o teste de catalase foi realizado para as
colonias, o qual resultou positivo. Corroborando com a ocorréncia do
microrganismo desejado nas amostras de leite mastitico, uma vez que tal teste
bioquimico é utilizado para diferenciacdo de estafilococos (catalase positiva) de
estreptococos (catalase negativa).

Figura 3 - Imagem de microscopia dptica da possivel colénia S. aureus (A). Placas de
lise formadas em dupla camada de agar contendo S. aureus (B).

B

Fonte: Préprio autor.

Ao se tratar do isolamento de fagos, pode-se observar nas placas que houve
a ocorréncia de placas de lise (Figura 3 (B)). Isto significa que, dentro do estoque
heterogéneo primdrio, existem bacteriéfagos capazes de infectar e provocar a lise
celular em S. aureus, escolhida como hospedeiro.

Pesquisas investigaram a prevaléncia de fagos e S. aureus resistente a
antimicrobianos representativos de [-lactamases e ndo [-lactamases,
macrolideos, aminoglicosideos e glicopeptideos, encontradas em amostras de leite
em fazendas da Africa do Sul. Os bacteriéfagos isolados foram capazes de reduzir
a contagem de células bacterianas vivas, além de apresentar um potencial para
aplicagGes in vivo, ou seja, demonstraram uma eficacia como recurso terapéutico
para a doenca. Deixando explicito a possivel diminuicdao de casos da doencga
(BASDEW e LAING, 2015).

CONCLUSAO

A partir das andlises dos dados de antibiogramas realizados com amostras de
leite mastitico, conclui-se que existe uma prevaléncia de microrganismos
resistentes aos principais antibiodticos utilizados no tratamento da mastite na
regido Sudoeste do Parana. Além disso, foi possivel identificar, presuntivamente,
em laboratdrio cepas de S. aureus a partir de amostras de leite de animais cujo
tratamento com antibidtico ndo estd tendo resultados satisfatorios. Assim, esta
previsto como préoxima fase do presente trabalho o isolamento, caracterizacdo e
validacdo da acdo antibacteriana de bacteriégagos a partir destas mesmas
amostras.

Péagina | 8
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