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RESUMO

A mastite bovina é a doenca que mais afeta a industria leiteira no Brasil e no mundo. O género
Streptococcus é considerado um dos principais responsaveis por desencadear tal doen¢a nos
rebanhos e Aerococcus viridans vem se mostrando uma espécie emergente dentro do ambito da
mastite. Além disso, a composi¢do rica em nutrientes do leite bovino pode favorecer o
desenvolvimento de comunidades bacterianas diversas. O objetivo do presente estudo foi avaliar
e correlacionar a incidéncia de Streptococcus spp. e Aerococcus viridans em amostras de leites
de vacas mastiticas e sadias provenientes de fazendas localizadas nas cinco regides do Brasil,
além de verificar e comparar a diversidade bacteriana presente em amostras de leite de tanque,
considerando também as diferentes regiées do pais, por meio do Sequenciamento de Nova
Geracdo (NGS) do gene 16S rRNA. Do total de 1.447 amostras de leites coletadas nos estados
de Santa Catarina, Sao Paulo, Goias, Paraiba e Para, 720 foram provenientes de vacas saudaveis
(49,7%), 529 de vacas com mastite subclinica (36,6%) e 198 com mastite clinica (13,7%). Deste
total, foram identificados 32 (2,2%) isolados confirmados de Streptococcus, sendo 16 (50%) S.
agalactiae, dez (31,3%) S. uberis, cinco (15,6%) S. dysgalactiae e um (3,1%) S. equinus. O estado
da Paraiba apresentou o maior numero de isolados de Streptococcus spp. (22/32) e a espécie S.
uberis foi identificada em todos os estados. Estreptomicina (19; 59,4%) e tetraciclina (16; 50%)
foram os antimicrobianos com as maiores porcentagens de isolados resistentes e foram
encontrados 11 (34,4%) isolados multirresistentes. Nove isolados de S. agalactiae foram
sequenciados, todos advindos do estado da Paraiba por serem considerados multirresistentes. As
andlises de MLST identificaram dois tipos sequenciais: ST-67 e ST-103. Além disso, foi identificada
a presenca de quatro genes de resisténcia a antimicrobianos (ant(6) la_3, tet(O)_3, mre(A)_1 e
erm(B)_18) e 77 genes de viruléncia (acpC, bca, cap8J, carB, ccpA, cfa/cfb, ciaR, clpP,
CpsABCDEFGKLY, csrRS, cydA, cylABDEFGIJKXZ, fba, fbsA, ghs1402, ghs1529, ginA, guaA,
hasC, hylB, lepA, leuS, Igt, luxS, murF, neuABCD, pbplA, pepCNX, psaC, purBHLN, rpoE,
SAK_0517, scrB, sodA, SP_0095, SP_0121, SP_0320, SP_0494, SP_0829, SP_0856, SP_0943,
SP_1396, SP_1398, SP_1399, SP_1544, SP_1847, SP_1970, vicK). Foram encontrados 15 (1%)
isolados de Aerococcus viridans, a maioria considerados sensiveis aos antimicrobianos testados.
Para o estudo do microbioma, 57 amostras de leite de tanque dos estados de Santa Catarina, Sao
Paulo, Minas Gerais, Goias, Maranh&o, Para e Tocantins foram sequenciadas por metagendmica
a partir de NGS. Moraxellaceae (22,3%), Streptococcaceae (14,1%), Acetobacteraceae (13,8%),
Pseudomonadaceae (11,0%) e Enterococcaceae (9,0%) foram as  principais familias.
Acinetobacter (22,3%), Pseudomonas (11,7%) e Acetobacter (8,1%) foram os principais géneros.
Os resultados obtidos reforcaram os potenciais patogénicos do género Streptococcus sp. e da
espécie Aerococcus viridans como responsaveis por desencadear mastite em bovinos de leite.
Além disso, o rastreamento de bactérias em leite de tanque permitiu tracar as melhores estratégias
de prevencéo e controle das contaminacdes.

Palavras-chave: Sequenciamento do genoma completo, resisténcia antimicrobiana, diversidade

bacteriana, RNA ribossémico 16S.



ABSTRACT

Bovine mastitis is the disease that most affects the dairy industry in Brazil and the world. The genus
Streptococcus is considered one of the main responsible for triggering this disease in livestock and
Aerococcus viridans has been shown to be an emerging species within the scope of mastitis.
Furthermore, the nutrient-rich composition of bovine milk can favor the development of diverse
bacterial communities. The objective of the present study was to evaluate and correlate the
incidence of Streptococcus spp. and Aerococcus viridans in milk samples from mastitic and healthy
cows from farms located in the five regions of Brazil, in addition to verifying and comparing the
bacterial diversity present in milk tank samples, also considering the different regions of the country,
through Next Generation Sequencing (NGS) of the 16S rRNA gene. Of the total of 1,447 milk
samples collected in the states of Santa Catarina, Sdo Paulo, Goias, Paraiba and Para, 720 came
from healthy cows (49.7%), 529 from cows with subclinical mastitis (36.6%) and 198 with clinical
mastitis (13.7%). Of this total, 32 (2.2%) confirmed Streptococcus isolates were identified, 16 (50%)
being S. agalactiae, ten (31.3%) S. uberis, five (15.6%) S. dysgalactiae and one (3.1%) S. equinus.
The state of Paraiba presented the highest number of Streptococcus spp. isolates. (22/32) and the
species S. uberis was identified in all states. Streptomycin (19; 59.4%) and tetracycline (16; 50%)
were the antimicrobials with the highest percentages of resistance and 11 (34.4%) multidrug-
resistant isolates were found. Nine isolates of S. agalactiae were sequenced, all from the state of
Paraiba as they were considered multi-resistant. MLST analyzes identified two sequence types:
ST-67 and ST-103. Furthermore, the presence of four antimicrobial resistance genes (ant(6) la_3,
tet(O)_3, mre(A)_1 and erm(B)_18) and 77 virulence genes (acpC, bca, cap8J, carB, ccpA, cfa/cfb,
ciaR, clpP, cpsABCDEFGKLY, csrRS, cydA, cylABDEFGIIKXZ, fba, fbsA, gbs1402, gbs1529,
gInA, guaA, hasC, hylB, lepA, leus, Igt, luxS, murF, neuABCD, pbplA , pepCNX, psaC, purBHLN,
rpoE, SAK_0517, scrB, sodA, SP_0095, SP_0121, SP_0320, SP_0494, SP_0829, SP_0856,
SP_0943, SP_1396, SP_1398, SP_1399, SP_1544, SP_1847, SP_1 970, vicK) were detected. A
total of 15 (1%) isolates of Aerococcus viridans were found, most of which were considered
sensitive to the antimicrobials tested. For the microbiome study, 57 milk tank samples from the
states of Santa Catarina, Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias, Maranh&o, Pard and Tocantins were
sequenced by metagenomics using NGS. Moraxellaceae (22.3%), Streptococcaceae (14.1%),
Acetobacteraceae (13.8%), Pseudomonadaceae (11.0%) and Enterococcaceae (9.0%) were the
main families. Acinetobacter (22.3%), Pseudomonas (11.7%) and Acetobacter (8.1%) were the
main genera. The results obtained reinforced the pathogenic potential of the genus Streptococcus
sp. and the species Aerococcus viridans as responsible for triggering mastitis in dairy cattle.
Furthermore, tracking bacteria in milk tank made it possible to trace the best strategies for

preventing and controlling contamination.

Keywords: Whole genome sequencing, antimicrobial resistance, bacterial diversity, 16S ribosomal
RNA.
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1. INTRODUCAO GERAL

A mastite bovina é caracterizada como uma resposta inflamatoria que acomete
a glandula maméria do animal devido sobretudo a invasdo por microrganismos
(Gomes & Henriques, 2015). Pode ser considerada a principal doenca que afeta a
industria leiteira no Brasil e no mundo, ocasionando elevadas perdas econémicas e
até mesmo danos irreparaveis nos tecidos glandulares produtores de leite (ElI-Sayed
& Kamel, 2021; Lopes et al., 2022).

Existem duas formas principais de manifestacdo da doenca: clinica e
subclinica. A mastite clinica é detectada a partir de sinais clinicos visiveis tanto no
animal como no leite, acompanhados de um aumento na Contagem de Células
Somaticas (CCS). A mastite subclinica ndo apresenta sinais clinicos e nem alteragées
visiveis, mas também acompanha um aumento no valor de CCS (lzquierdo et al.,
2017).

Bactérias do género Streptococcus sao consideradas um dos principais
patdogenos responsaveis por desencadear mastite em vacas produtoras de leite.
Dentre as principais espécies envolvidas estdo Streptococcus agalactiae e
Streptococcus uberis (Cheng & Han, 2020).

Streptococcus agalactiae classifica-se como agente contagioso de mastite e
sua transmissao para outros animais ocorre sobretudo durante a ordenha, ja que esta
bactéria desenvolve-se preferencialmente no interior do Ubere (Lakew et al., 2019;
Cheng & Han, 2020). Streptococcus uberis classifica-se como agente ambiental. Pode
ser encontrado tanto no hospedeiro quanto nos alojamentos do gado, materiais de
cama e demais equipamentos e objetos utilizados para a ordenha (Képpeli et al., 2019;
Fessia & Odierno, 2021).

A utilizacdo de antimicrobianos representa a alternativa mais eficaz no
tratamento de mastite. Entretanto, sua utilizacdo irregular e indiscriminada pode
favorecer o desenvolvimento de resisténcia microbiana (Tian et al., 2019). As
principais classes de antimicrobianos utilizadas em fazendas produtoras de leite
contra infeccbes causadas por Streptococcus spp. sao: B-lactamicos,
aminoglicosideos, lincosaminas, tetraciclinas e sulfonamidas (Economou & Gousia,
2015; Léger et al., 2017; Haenni et al., 2018; Redding et al., 2019).

A presenca de genes que codificam fatores de viruléncia nas bactérias do

género Streptococcus garantem sua adaptacédo, sobrevivéncia e replicagédo no interior
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do hospedeiro, culminando com o estabelecimento da infeccdo. As capacidades do
patdgeno em aderir e invadir a célula hospedeira, produzir proteinas especificas e
esquivar-se do sistume imunolégico representam os principais fatores de viruléncia de
Streptococcus (Kabelitz et al., 2021).

A espécie Aerococcus viridans também vem sendo associada a casos de
mastite em bovinos. E considerada agente ambiental de mastite, porém seu papel no
estabelecimento da doenca e sua relacdo com alteragbes no valor de CCS e
composicao do leite ainda sao incertos (M. Sun et al., 2017).

Considerando o leite bovino um alimento extremamente nutritivo, estudos
mostram que sua composi¢cédo pode favorecer o desenvolvimento de comunidades
microbianas diversas, incluindo microrganismos benéficos ou ndo. Estas
comunidades apresentam relacdo direta com a saude do rebanho e com questdes
como seguranca e qualidade do leite. A utilizag&o de técnicas moleculares avangadas
permitiram a caracterizacao e a definicdo do papel que as comunidades microbianas
apresentam tanto para o leite como para o hospedeiro (Ryu et al., 2021).

A microbiota presente no leite cru origina-se a partir de varias fontes de
contaminacdo. Embora a quantidade inicial de microrganismos no leite (provenientes
de glandulas mamarias saudaveis) seja reduzida, ha um aumento constante da
populacdo microbiana no leite & medida que este flui do Ubere da vaca para o tanque
de expansao. As contaminacfes sao nele introduzidas devido a extremidade do teto
contaminada, ao sistema de ordenha e ao proprio ambiente da propriedade rural, o
gue resulta em uma transformacao e diversificagcdo notaveis da composicéao final da
microbiota do leite de tanque. Além disso, ha a possibilidade de que essas
comunidades exercam um impacto substancial sobre a qualidade do leite e seus
produtos derivados (Parente et al., 2020; Porcellato et al., 2021).

Considerando o panorama atual de mastite bovina, a conducdo de estudos
aprofundados a respeito dos microrganismos causadores, sua genética, relacdo com
0 hospedeiro e a diversidade de comunidades microbianas sdo a chave para ampliar
0s conhecimentos sobre a mastite, contribuindo significativamente para o
desenvolvimento de novas medidas de prevencao e controle da doenca (Abd El-Aziz
et al., 2021; Krishnamoorthy et al., 2021).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O presente estudo teve por objetivo avaliar e correlacionar a incidéncia de

Streptococcus spp. e Aerococcus viridans em amostras de leite de vacas mastiticas e

sadias provenientes de fazendas localizadas nas cinco regides do Brasil, além de

verificar e comparar a diversidade bacteriana presente em amostras de leite de

tanque, considerando também as diferentes regibes do pais, por meio do

Sequenciamento de Nova Geracgéo do gene 16S rRNA.

2.2. Objetivos especificos

Isolar e determinar a prevaléncia de Streptococcus spp. e Aerococcus viridans
em leites de vacas com mastite clinica (sinais inflamatérios), subclinica
(CCS>200.000 CS/mL), vacas consideradas saudaveis (CCS< 200.000
CS/mL) e entre as regides do Brasil;

Correlacionar a presenca de Streptococcus spp. e Aerococcus viridans com a
Contagem de Células Somaticas (CCS) e Contagem Padrdo em Placas (CPP);
Realizar o perfil de resisténcia microbiana dos isolados de Streptococcus spp.
e Aerococcus viridans;

Realizar o Sequenciamento do Genoma Completo dos isolados de
Streptococcus spp. considerados multirresistentes;

Verificar a diversidade bacteriana de amostras de leite de tanque a partir da
extracdo do DNA total e posterior Sequenciamento de Nova Geracao do gene
16S rRNA.

Correlacionar a diversidade bacteriana entre os estados brasileiros e os valores
de CCS.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. O leite bovino

O Brasil assume hoje uma posicéo de destaque com relacdo a cadeia produtiva

do leite bovino, sendo considerado o terceiro maior produtor do mundo. Segundo o

Anuério Leite (2023), a producéo prevista no Brasil em 2021 foi de 35,30 bilhdes de
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litros, com destaque para as regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste como as principais
produtoras. Minas Gerais foi 0 estado com a maior contribui¢c&o, registrando 27,22%
do total produzido no pais, seguido pelo Parana (12,51%), Rio Grande do Sul
(12,42%), Santa Catarina (8,96%) e Goias (8,84%). As regides Nordeste (15,7%) e
Norte (5,26%) contabilizaram as menores porcentagens (Embrapa, 2023).

Além de sua relevancia no cenario econdémico, o leite € considerado uma
importante fonte de nutricdo e energia alimentar, sendo composto principalmente por

agua, proteinas, carboidratos, gorduras, vitaminas e minerais (Foroutan et al., 2019).

3.2. Qualidade do leite bovino

Segundo a Instrucdo Normativa N°76 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), para que o leite cru seja considerado de qualidade, este deve
apresentar (a) coloracdo, odor e aspectos caracteristicos; (b) composicao fisico-
guimica adequada e Contagem Padrdo em Placa (CPP) que respeitem os limites
estabelecidos; (c) deve ser livre de substancias como residuos de produtos de uso
veterinario, contaminantes, neutralizantes e aditivos (Brasil, 2018a).

Existem diversos fatores que podem afetar negativamente a qualidade do leite,
como: alimentacdo, manejo, saude dos animais, clima e condi¢cdes higiénico-
sanitarias inadequadas (sejam do ambiente, dos utensilios e equipamentos de
ordenha ou de etapas como armazenamento e transporte do leite) (Leira et al., 2018).

A verificacdo da qualidade do leite pode ser realizada, principalmente, atraves
de analises microbioldgicas (Oliveira et al., 2020). As condi¢cdes de pH, temperatura e
presenca de nutrientes tornam o leite um ambiente favoravel para o crescimento de
microrganismos, sejam estes benéficos ou ndo. A presenca de microrganismos
patogénicos ou deteriorantes, como resultado de contaminacdo externa, traz sérios
prejuizos tanto para a saude do animal quanto para a qualidade do leite (Guo et al.,
2023).

3.3. A mastite

A mastite em bovinos pode ser definida como a inflamacdo da glandula
mamaria do animal acarretada principalmente pela invasdo por microrganismos
patogénicos, sobretudo bactérias. E a doenca que mais afeta a industria leiteira no
mundo, sendo responséavel pela diminuicdo da producdo, descarte de leite, abate
prematuro e aumento de custos com tratamentos veterinarios (Ashraf & Imran, 2020;
Azooz et al., 2020).
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Pode-se considerar a mastite uma doenca multifatorial, ou seja, aquela que
depende de um conjunto de fatores para se desenvolver, sejam estes ambientais,
sobre o agente causador ou referentes a propria resposta do animal a doenca. As
principais formas de transmissdo da mastite sdo a partir de equipamentos
contaminados (ordenhadeiras, teteiras), pelas méos do ordenhador ou pelo préprio
animal j& infectado. Além disso, fatores como danos fisicos no Ubere e/ou teto, o
estado de saude do animal e o estagio de lactacao determinam e influenciam o grau
da doenca (Kibebew, 2017).

A mastite manifesta-se de forma clinica ou subclinica. A mastite clinica &
detectada a partir de alteragBes visiveis no leite, como a presenca de grumos e pela
auséncia de coloragcdo caracteristica, podendo estar associada a sinais clinicos
perceptiveis ou ndo como dor, temperatura elevada, aumento de volume e coloracéo
avermelhada da glandula mamaria, até mesmo febre e falta de apetite. A mastite
clinica ocasiona um aumento na Contagem de Células Somaticas (CCS), que por sua
vez diminui a qualidade final do leite. A mastite subclinica ndo apresenta alteracbes
visiveis no Ubere ou no leite, e os sinais clinicos ndo sao perceptiveis. Neste tipo de
mastite a qualidade do leite também é afetada, visto que ocorre diminuicdo da
producdo, modificacbes em sua composicdo e aumento nos valores de CCS
(Izquierdo et al., 2017).

3.4. Microrganismos causadores de mastite

Os microrganismos causadores de mastite sdo classificados conforme a via de
transmissao e o reservatorio em que sdo encontrados, sendo agrupados em agentes
contagiosos e agentes ambientais. Os agentes contagiosos sao encontrados no Ubere
e na pele do teto contaminados, sendo transmitidos para outras vacas principalmente
por meio da ordenha. Associam-se predominantemente a casos de mastite subclinica,
com aumento no valor de CCS. Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Mycoplasma bovis e Corynebacterium sdo exemplos de agentes contagiosos. Os
agentes ambientais de mastite agem de maneira oportunista. Estdo presentes no
ambiente, nos alojamentos do rebanho, em instrumentos contaminados e em matéria
organica, sendo transmitidos para a glandula mamaria do animal e desencadeando
principalmente casos clinicos de pequena duracdo. Sdo exemplos de agentes
ambientais Streptococcus uberis, Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp.
e até mesmo fungos e algas. A mastite causada pelos agentes ambientais ocorre

guando a resisténcia do hospedeiro esta enfraquecida ou quando as condi¢gbes de
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higiene e saneamento sdo inadequadas (Acosta et al., 2016; Cheng & Han, 2020;
Bertolini et al., 2022).

3.5. Streptococcus sp.

As bactérias do género Streptococcus apresentam grande relevancia para a
medicina veterinaria. Sao cocos Gram-positivos, catalase-negativos e anaerdbios
facultativos, que morfologicamente sdo organizados em cadeias de tamanhos
diversos. Meios de cultura enriquecidos com sangue sdo muito utilizados para o cultivo
deste género em laboratério (Trabulsi & Althertum, 2015).

O sistema de classificagdo dos estreptococos € considerado complexo,
apoiando-se principalmente em fatores hemoliticos e antigénicos. Inicialmente, sua
identificacd@o ocorre a partir do tipo de hemolise observado em placas de 4gar sangue,
sendo agrupados em B-hemoliticos (quando ocorre o rompimento total das hemacias),
a-hemoliticos (rompimento parcial das hemacias) ou y-hemoliticos/n&o-hemoliticos
(quando n&o ocorre o rompimento das hemacias). A classificagdo sorologica €
baseada nas propriedades antigénicas do chamado carboidrato C, um polissacarideo
de estrutura variada localizado na parede celular bacteriana. A partir disso, o0s
estreptococos foram separados em 20 grupos sorologicos distintos (Grupos de
Lancefield), sendo representados pelas letras maiausculas A, B, C, D, E, F, G, H, K, L,
M,N,O,P,Q,R,S,T,UeV (Trabulsi & Althertum, 2015).

Streptococcus agalactiae ou Streptococcus do Grupo B de Lancefield (GBS) é
uma bactéria B-hemolitica, encapsulada (Rogers et al., 2018) e altamente contagiosa,
onde a ordenha de um animal j& contaminado representa sua principal forma de
transmissdo. S. agalactiae desenvolve-se apenas no interior do Ubere, entretanto é
capaz de persistir por pouco tempo na pele do teto, nas mados do ordenhador e nos
equipamentos de ordenha (Lakew et al., 2019). Associa-se principalmente a casos de
mastite subclinica, com reducéo na producéo de leite e aumento no valor de CCS
(Kibebew, 2017).

Streptococcus uberis associa-se a casos de mastite clinica e subclinica. E um
patégeno amplamente distribuido no ambiente, sendo este o principal tipo de
transmissdo, podendo ser encontrado nas camas e nos aparelhos de ordenha.
Entretanto, tabém ha relatos de transmissdo contagiosa, de vaca para vaca, 0 que
eleva a complexidade deste agente (Vezina et al., 2021). A classificacdo de
Streptococcus uberis segundo os Grupos de Lancefield é varidvel, porém técnicas

bioquimicas e moleculares sdo utilizadas em sua identificagdo (Reinoso, 2017).



18

Existem outras espécies de Streptococcus responsaveis por desencadear
mastite em bovinos. Streptococcus dysgalactiae descreve-se como patdgeno
contagioso e ambiental, sendo capaz de permanecer vivo tanto no interior do
hospedeiro como no ambiente, associando-se a casos de mastite clinica e subclinica.
Pertence ao Grupo C de Lancefield e suas subespécies variam entre a e B-
hemoliticas. Streptococcus canis caracteriza-se como agente contagioso, pB-
hemolitico, pertencente ao Grupo G de Lancefield e associa-se principalmente a casos
de mastite subclinica. Streptococcus equinus pertence ao Grupo D de Lancefield e
possui hemdlise varidvel. Patégeno ambiental, pode ser encontrado no trato
gastrointestinal e nas fezes dos animais (Clarke et al., 2016; Kabelitz et al., 2021; Xu
et al., 2021; Pagnossin et al., 2022).

3.6. Controle e tratamento da mastite causada por Streptococcus sp.

O controle da mastite é norteado pelo monitoramento do ambiente e das vacas
leiteiras. Cuidados sanitarios basicos como correta higienizagédo dos equipamentos de
ordenha, das maos do ordenhador e dos tetos pre ordenha séo praticas fundamentais.
Além disso, num primeiro momento deve-se ordenhar todas os tetos em um recipiente
para verificar ou ndo a possivel presenca de mastite. As vacas mastiticas devem ser
ordenhadas por ultimo e seu leite deve ser descartado (Iraguha, 2023).

A associacao entre diagnostico precoce e tratamento apropriado dos animais é
fundamental para um bom programa de controle. O tratamento deve ter inicio logo que
a doenca é descoberta, impedindo, assim, que haja disseminacao para outros animais
do rebanho ou para quartos nao infectados do mesmo animal (Langoni et al., 2017).

A administracdo de antimicrobianos representa a alternativa mais utilizada no
tratamento de mastite, seja para fins terapéuticos e/ou profilaticos. Entretanto, seu uso
inadequado pode gerar sérios riscos para a cadeia produtiva do leite e para a saude
do rebanho como reducdo da eficacia da droga ao longo do tempo, reducédo da
resposta do animal ao tratamento, reducdo da produtividade das vacas e a
possibilidade de desencadear resisténcia microbiana. Além disso, residuos de
antimicrobianos podem estar presentes no leite, alterando sua composicdo e
consequentemente comprometendo a seguranca do alimento (Tian et al., 2019;
Tomanic et al., 2023).

A escolha do antimicrobiano depende do alvo a ser combatido, por iSso o
correto diagnostico do patdégeno € de extrema importancia para a sele¢cdo do melhor

tratamento (Ashraf & Imran, 2020). As principais classes de antimicrobianos utilizadas
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contra infeccbes causadas por Streptococcus spp. sao: B-lactamicos,
aminoglicosideos, lincosaminas, tetraciclinas e sulfonamidas (Economou & Gousia,
2015; Léger et al., 2017; Haenni et al., 2018; Redding et al., 2019). De acordo com
Naranjo-Lucena & Slowey (2023), os estreptococos apresentam niveis reduzidos de
resisténcia aos aminoglicosideos e B-lactdmicos, niveis varidveis as tetraciclinas
(dependendo da espécie) e niveis elevados de resisténcia aos macrolideos,

lincosaminas e estreptogramina B.

3.7. Fatores de viruléncia de Streptococcus sp.

A habilidade das espécies de Streptococcus em invadir, colonizar e se
multiplicar no hospedeiro é determinada pela codificacdo dos chamados fatores de
viruléncia, que reforcam seu potencial patogénico. Considerando a espécie
Streptococcus agalactiae, os principais genes de viruléncia responsaveis pela adesao
a célula hospedeira séo fbsA (proteina de ligacdo a fibronectina A), fosB (proteina de
ligacdo a fibronectina B), pavA (proteina de ligacdo a fibronectina), bibA (adesina
imunogénica bacteriana) e Imb (proteina de ligagdo a lamimina); as ilhas de
patogenicidade (Pathogenicity Islands - PI) PI-1, PI-2a e PI-2b sdo responsaveis pela
adesado e invasao; Cba peptidase (scpB), serina protease (cspA), p-antigeno da
proteina C (bac) e a-antigeno da proteina C (bca) pela evaséao do sistema imune do
hospedeiro; hylB (hialuronato liase) e cfb (fator CAMP) pela degradacéo dos tecidos
do hospedeiro e cylE (beta hemolisina citolisina) pela degradacdo dos tecidos e
disseminacdo sistémica (Lin et al., 2021). Streptococcus dysgalactiae apresenta
genes semelhantes aos de Streptococcus agalactiae como Imb, cyl, bca, bac, scpB,
Cba peptidase e cfb. Isso ocorre por conta da capacidade de Streptococcus agalactiae
transferir estes genes para que Streptococcus dysgalactiae pudesse se adaptar ao
ambiente bovino. Além disso, possui 0S genes napr e eno que promovem a adeséo e
invasao do patogeno (Shen et al., 2022).

Com relacdo a Streptococcus uberis, 0 gene sua atua na adesdo e invasao
celular, codificando a molécula de adesédo de superficie (Streptococcus uberis
adhesion molecule - SUAM). O gene hasC constitui uma cédpsula de acido hialurénico
para impedir a fagocitose do patdgeno e diminuir a atividade de antimicrobianos sobre
ele. As proteinas PauA e SkC atuam na invasdo da célula hospedeira degradando a
parede extracelular e as proteinas Opp transportam solutos imprescindiveis para que

a bactéria seja capaz de crescer no leite (Kabelitz et al., 2021; Zouharova et al., 2022).
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InformacOes a respeito dos fatores de viruléncia de Streptococcus canis e
Streptococcus equinus ainda sdo escassas. Mesmo sendo um patégeno causador de
mastite, a incidéncia de Streptococcus canis em bovinos é baixa e a suscetibilidade a
antimicrobianos € elevada. Os principais fatores de viruléncia relatados de
Streptococcus equinus referem-se a fatores que geram respostas inflamatérias e

fatores de adesao a célula hospedeira (Jans et al., 2015; Pagnossin et al., 2022).

3.8. Aerococcus viridans

Aerococcus viridans € uma espécie que compreende bactéria Gram-positiva,
catalase-negativa ou fraca-positiva, anaerdbia facultativa, morfologicamente
organizada em cocos e normalmente apresenta a-hemolise de coloracdo esverdeada
(Liu et al., 2015). Para a medicina veterinéria, existem relatos da associagdo de
Aerococcus viridans com sindromes respiratorias graves (Guccione et al., 2013) e
mastite em bovinos (sendo um agente abundante no ambiente e ja sido detectado em
amostras de leite com mastite clinica e subclinica) (Devriese et al., 1999; Pitkala et al.,
2004; Spakova et al., 2012). Em termos de classificacao, o fato desta espécie possuir
caracteristicas bioquimicas e de identificacdo semelhantes ao género Streptococcus,
as infeccbes causadas por Aerococcus viridans podem ser erroneamente identificadas
e até mesmo subestimadas. Além disso, sua diversidade genética e perfil de
sensibilidade a antimicrobianos ainda ndo sdo totalmente compreendidos (Liu et al.,
2015).

3.9. Comunidades bacterianas em leite de tanque

Atualmente, a utilizacdo de técnicas avancadas de biologia molecular como o
Sequenciamento de Nova Geracdo permitiram um maior entendimento a respeito da
diversidade bacteriana presente no leite cru e sua relacdo direta com saude do
rebanho, qualidade e seguranca do leite, ja que este apresenta condi¢cdes favoraveis
para o desenvolvimento de diversos microrganismos, benéficos ou ndo (Addis et al.,
2016; Ryu et al., 2021).

Tanques de expansado direta sdo reservatorios presentes nas propriedades
rurais responsaveis pelo armazenamento e refrigeracdo de todo leite cru obtido apés
ordenha, preservando-o em temperatura menor ou igual a 4°C. Assim como todo o
processo de ordenha, o tanque de resfriamento também necessita de praticas corretas

de limpeza e higiene. Além disso, este deve ser abrigado em areas cobertas,
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pavimentadas, com paredes, pontos de &gua corrente e que apresentem boas
condicdes de iluminacgéo e ventilacao (Brasil, 2018b).

A deteccdo de microrganismos, sobretudo os patogénicos, em amostras de
leite de tanque apresenta grande relevancia em termos de qualidade e seguranca do
alimento, pois sua ocorréncia naquele meio indica a existéncia de animais
contaminados no rebanho ou contaminagdo vinda do proprio ambiente (Bi et al.,
2016).

Considerando todos os tépicos aqui apresentados, este estudo teve por
objetivo avaliar aincidéncia de Streptococcus spp. e Aerococcus viridans em amostras
de leite de vacas mastiticas e sadias, além de verificar e comparar a diversidade
bacteriana presente em amostras de leite de tanque. Este trabalho possui um caréater
inédito pois, até 0 momento, ndo foram encontrados estudos que envolvam amostras

de leite provenientes das cinco regides do Brasil.

4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi dividido em duas etapas. Na primeira, foi realizado o
isolamento de Streptococcus sp. e Aerococcus viridans em leite de vacas com mastite
clinica, subclinica e vacas saudaveis. Na segunda etapa, foi realizado o microbioma

de amostras de leite de tanque.

4.1. Origem e obtencao das amostras de leite de teto

Foram coletadas e avaliadas 1.447 amostras de leite de rebanhos das cinco
regides do Brasil provenientes de vacas classificadas como saudaveis e vacas com
mastite (clinica e subclinica). Quanto a localizacdo dos rebanhos e numero de
fazendas envolvidas, as coletas da regido Sul foram conduzidas no estado de Santa
Catarina em quatro fazendas; da regido Sudeste em Sao Paulo em uma fazenda; da
regido Centro-Oeste em Goias em trés fazendas; da regido Nordeste na Paraiba em
cinco fazendas e da regido Norte no Para em trés fazendas, totalizando 16 fazendas.
Os estados foram escolhidos com base em sua relevancia no cenario nacional de
producéo de leite e segundo disponibilidade de envio de amostras para a realizacéo
do trabalho.

As amostras de leite foram obtidas imediatamente apds o diagnéstico de

mastite clinica ou subclinica e os animais ndo haviam sido tratados com



22

antimicrobianos no periodo das coletas. As coletas foram realizadas apés a
antissepsia dos 0stios dos tetos com alcool iodado a 3%.

Foram coletadas amostras de leite provenientes de apenas um dos quatro tetos
para cada animal. As amostras de leite foram colhidas em frascos estéreis para a
realizacdo de andlises microbioldgicas. Além disso, as amostras também foram
colhidas em frascos estéreis contendo conservante Bronopol para a Contagem de
Células Sométicas (CCS) e frascos com Azidiol para a Contagem Padrdo em Placas
(CPP).

As coletas foram realizadas pelo(s) veterinario(s) responsavel(is) da fazenda
ou pelos veterinarios da equipe de pesquisadores envolvidos no projeto FAPESP
2019/17308-4. As amostras foram transportadas para o laboratério sob refrigeracédo
(4 a 8°C) em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel via transporte aéreo ou
terrestre, chegando ao nosso laboratério em um periodo de 12 a 30 horas. Na
chegada, as temperaturas de todas as amostras foram medidas.

O diagnostico de mastite clinica foi avaliado pelas alteracdes locais e/ou
sistémicas no leite a partir do teste da caneca de fundo escuro. A interpretacdo da
mastite subclinica foi confirmada a partir da analise da CCS, exame bacteriolégico do
leite e historico de CCSs anteriores, considerando o valor de 200.000 CS/mL como

determinante de mastite subclinica.

4.1.1. Determinacao dos valores de CCS e CPP por citometria de fluxo

As amostras de leite foram avaliadas eletronicamente quanto a CCS e CPP. A
analise de CCS foi realizada através da técnica de citometria de fluxo em equipamento
Fossomatic 5000basic® seguindo os procedimentos preconizados pela Norma
Internacional 1ISO 13366-2 (ISO/IDF, 2006). A analise de CPP também foi realizada
por citometria de fluxo, conforme descrito em ISO 16297 (ISO/IDF, 2013), em
equipamento BactoScan FC® (Foss Electric, Hillerod, Dinamarca). As analises
eletrdnicas foram realizadas no Laboratério de Qualidade do Leite da Universidade
Federal de Goias (UFG).

4.2. Isolamento e identificacdo de Streptococcus spp. e Aerococcus viridans

A identificacdo de Streptococcus spp. baseou-se na metodologia descrita por
Brito et al., (1999). Uma aliquota de 10 pL de cada amostra de leite foi semeada em
agar sangue de carneiro (5%) (Oxoid) e incubadas a 37°C para leituras apds 24 e 48

horas. As coldnias foram analisadas quanto a morfologia, tamanho, pigmentacéo e



23

presenca de hemdlise (Shome et al., 2012) e aquelas consideradas caracteristicas de
Streptococcus sp. foram submetidas a coloracdo de GRAM e teste da catalase para
confirmacédo do género (Reyher et al., 2012; Tomazi et al., 2018a).

A identificagdo a nivel de espécie foi realizada por meio de andlises
protebmicas pela técnica de MALDI-TOF (Matrix Associated Laser Desorption-
lonization — Time of Flight), conduzida no Laboratério de Pesquisa em Qualidade do
Leite do Departamento de Nutricdo e Producdo Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (USP, Pirassununga). Cada
isolado foi reativado em caldo BHI (Brain Heart Infusion), incubado a 37°C/24h e
posteriormente isolado em placas contendo agar BHI, também incubadas a 37°C/24h.
A andlise ocorreu a partir das coldnias formadas na placa.

A identificacdo de isolados de Aerococcus viridans também foi realizada por
meio da técnica de MALDI-TOF a partir da selecéo de colbnias suspeitas em placas

de agar sangue.

4.2.1. Teste de disco-difusdo para susceptibilidade antimicrobiana de isolados
de Streptococcus spp. e Aerococcus viridans

Os isolados foram testados quanto a suscetibilidade antimicrobiana por meio
de teste de disco-difusdo. Uma suspensédo de cada isolado, inoculado em caldo BHI
e incubado a 35°C/18-24h foi padronizada a 0,5 na escala de McFarland em tubos de
solucéo 0,85% de NaCl e semeada com o auxilio de um swab estéril em placas de
agar Muller-Hinton com 5% de sangue de carneiro. Os discos de antimicrobianos
foram aplicados firmemente sobre a superficie do agar, mantendo distancia uns dos
outros. As placas foram, entdo, incubadas a 35°C/18-24h (Matuschek et al., 2014;
EUCAST, 2022) e, apés incubacédo, os halos de inibicdo foram medidos com
paquimetro digital.

Os antimicrobianos testados contra os isolados de Streptococcus spp. e suas
respectivas concentracdes foram: amoxicilina com acido clavulanico (AMC, 30 ug),
clindamicina (CLI, 2 ug), estreptomicina (EST, 10 ug), neomicina (NEO, 30 ug),
cefalotina (CFL, 30 ug), oxacilina (OXA, 1 ug), tetraciclina (TET, 30 ug) e sulfazotrim
(SUT, 25 ug). A interpretacao dos resultados seguiu os métodos recomendados pelo
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2022)
considerando Streptococcus grupos A, B, C e G. Entretanto, esta diretriz néo forneceu

critérios interpretativos para determinadas combinac¢des patégeno-antimicrobiano.
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Neste caso, os pontos de corte para EST, NEO e CFL originalmente estabelecidos
por Bauer et al., (1966) foram considerados (Petrovski et al., 2015).

Para os isolados de Aerococcus viridans, foram utilizados os mesmos
antimicrobianos incluindo penicilina G (PEN, 10U). Os pontos de corte para PEN,
AMC, EST, TET e CLI seguiram metodologia de Martin et al., (2007). Com relacdo a
CFL, NEO, OXA e SUT, os valores de referéncia foram baseados na metodologia de
Bauer et al., (1966) para os dois primeiros e EUCAST (2022) para os dois ultimos,
porém considerando as diretrizes para Streptococcus do grupo B. Nao existem
critérios interpretativos para Aerococcus viridans em diretrizes como o CLSI (Clinical
Laboratory Standard Institute) (Hirunwiwatkul et al., 2012).

4.2.2. Extragdo de DNA

A partir dos resultados do teste de disco-difuséo, foram selecionados nove
isolados multirresistentes de Streptococcus agalactiae, que apresentaram resisténcia
a trés ou mais classes diferentes de antimicrobianos, para realizar o sequenciamento
do genoma total. Para assegurar a pureza dos isolados, estes foram inoculados em
caldo BHI a 37°C/24h e semeados em placas de CHROMagar StrepB (Plastlabor).
Apos incubacado a 37°C/24h, uma colbnia pura foi reisolada em placas de agar BHI e
incubadas sob as mesmas condicdes.

Para a extracdo de DNA, uma col6nia de cada isolado a partir da placa de BHI
foi depositada em eppendorf contendo 100 uL de agua Mili-g e centrifugada a 12.000
rpm/5 min. O sobrenadante foi retirado, restando apenas o pellet para extracdo. O
DNA foi extraido com DNeasy PowerFood Microbial Kit (Qiagen) de acordo com o
protocolo do fabricante e obtendo um volume total de 50 pL. ApoOs extracdo, as

amostras de DNA foram quantificadas em NanoDrop Lite (Thermo Fischer Scientific).

4.2.3. Confirmac&do molecular de Streptococcus spp.

As linhagens de Streptococcus spp. foram submetidas a confirmacao
genotipica por PCR do gene 16S.

A reacado de PCR foi realizada com volume total de 50 pL, sendo 10 pL de 5X
Colorless GoTaq Flexi Buffer (Promega), 3 puL de MgClz (25mM) (Promega), 1 yL de
dNTP (10 mM) (Promega), 1 pL de primer foward (515F V4) (Sigma), 1 pyL de primer
reverse (806R_V4) (Sigma), 0,3 pL de GoTaq Hot Start Polymerase (5U/uL)
(Promega), 4 uL de DNA e agua Mili-q para completar o volume. A incubacéo foi

realizada em termociclador SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems — Thermo
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Fischer Scientific) utilizando os parametros: 95°C/2 min seguidos por 25 ciclos de
95°C/20 seg, 55°C/1 min, 72°C/1 min, 72°C/5 min e espera de 4°C. Foi incluido um
controle negativo que consistiu em todos os reagentes mais agua Mili-q. 5 pL dos
produtos de PCR somados com 1 pL de corante Gel Loading Dye Purple 6X (New
England BioLabs Inc.) foram submetidos a eletroforese (LPS 600V - Loccus) em gel
de agarose a 1,5% (Sigma Aldrich) em tampédo de &cido borico-Tris-EDTA (TBE) e
revelados com Syber Safe (Invitrogen). Os fragmentos de DNA foram analisados
comparativamente com marcadores de DNA de 100 bp (100 Base Pair Ladder —
Promega) e posteriormente fotografados em analisador de imagens (UVITEC 441226
UVlisave-HD5 Mini Gel Imager).

4.2.4. Purificagdo e Sequenciamento Sanger

Os produtos amplificados foram purificados. 60 pL de isopropanol 75% (fresco
e a temperatura ambiente) foram adicionados aos produtos de PCR, sendo todo o
volume ressuspendido em novo eppendorf e mantido em espera por 20 minutos. Os
tubos foram centrifugados a 13.500 rpm/25 min/4°C e todo o isopropanol foi removido.
Foram adicionados 500 pL de etanol 70% (fresco e a temperatura ambiente),
centrifugados a 13.500 rpm/15 min/ 4°C e descartados ao fim do processo. Os tubos
foram mantidos abertos em estufa a 37°C/1-2h para secagem completa. Apos
secagem, o DNA foi ressuspendido em 20 pL de agua Mili-q. Os DNAs foram
guantificados em NanoDrop e, apos quantificacdo, os valores de concentracdo em
ng/uL foram considerados para os céalculos de normalizacdo para a realizacdo do
Sequenciamento Sanger para confirmacao do género e espécie.

O Sequenciamento Sanger foi conduzido no Laboratorio Multiusuario de
Genotipagem e Sequeciamento do Centro de Biologia Molecular e Engenharia
Genética (CBMEG) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Utilizou-se o
Genetic Analyser 3500XL (Life Technologies — Applied Biosystems). As reacfes de
sequenciamento foram feitas com BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit com
utilizacéo de capilares de 50 cm com o polimero POP-7.

Considerando as regras do fabricante do equipamento e o tamanho do produto
de PCR gerado (358 pb), a quantidade necessaria de DNA para a realizacdo do
sequenciamento foi 10 ng. Além disso, foi definido um volume de 6,5 pL para cada
amostra levando em consideragéo a capacidade maxima do equipamento, sendo 6 pL
de DNA normalizado e 0,5 pL (a 5 uM) de primer foward do gene 16S (515F_V4)

adicionado ao fim da normalizag&o.
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Para facilitar os calculos de normalizacdo, foram estabelecidas estimativas
considerando o valor em ng das amostras de DNA apds purificagdo: para amostras
com até 5 ng de DNA, foram aliquotados 3 uL de DNA e 3 pL de agua Mili-q para
atingir a concentracao ideal de 10 ng; para amostras de 6 a 8 ng, foram aliquotados 2
pL de DNA e 4 pL de 4gua Mili-q; para amostras de 9 a 14 ng, foram aliquotados 1,5
pL de DNA e 4,5 pL de &gua Mili-q. Posteriormente, em cada amostra, foi adicionado
0,5 pL do primer foward 515F V4. Todas as amostras foram, entdo, adicionadas em
microplacas PCR-96-FLT-C (Axygen).

Os eletroferogramas com os resultados foram obtidos em formato “.AB1”,
analisados em software Chromas e as sequéncias geradas foram comparadas pelo
BLAST (NCBI) (Wood et al., 1998).

4.2.5. Sequenciamento do Genoma Completo de Streptococcus agalactiae.

Para o preparo da biblioteca de sequenciamento, foi utilizado QIAseq FX DNA
Library Core Kit (24) (Qiagen) conforme recomendacgdes do fabricante. A qualidade
da biblioteca foi analisada em High Sensitivity D5000 ScreenTape Assay for
TapeStation Systems (Agilent) e posteriormente quantificada por gPCR seguindo
protocolo do kit QIAseq Library Quant Assay Kit (Qiagen).

O Sequenciamento foi realizado na Instalacao Multiusuaria de Sequenciamento
de Alta Performance do Laboratorio Nacional de Biorrenovaveis (LNBR) do Centro
Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM, Campinas) em equipamento
MiSeq (lllumina). O alinhamento, interpretacdo das sequéncias, busca pelos genes
de resisténcia, viruléncia e construcao da arvore filogenética foram realizados pelos
softwares Galaxy Europe (The Galaxy Community, 2022), Center For Genomic

Epidemiology (Kaas et al., 2014) e Microreact (Argimon et al., 2016).

4.3. Metagendmica do gene 16S rRNA de amostras de leite de tanque

4.3.1. Origem e obtencéo das amostras

Foram coletadas 57 amostras provenientes de tanque de fazendas produtoras
de leite, também envolvendo as cinco regides do pais, nos seguintes estados: Santa
Catarina (regido Sul), Sdo Paulo e Minas Gerais (regido Sudeste), Goias (regiao
Centro-Oeste), Maranhao (regido Nordeste), Para e Tocantins (regidao Norte). Nao foi
possivel obter informacdes quanto ao niumero de fazendas envolvidas. Estes estados

também foram escolhidos com base em sua relevancia no cenario nacional de
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producéo de leite e segundo disponibilidade de envio de amostras para a realizagao
do trabalho.

As coletas de leite de tanque seguiram 0s mesmos procedimentos descritos no
item 3.1.. As andlises eletrbnicas quanto a CCS e CPP também foram realizadas
conforme item 3.1.1..

4.3.2. Extracdo do DNA total e quantificacéo

Para as extracBes de DNA total, uma aliquota de 1,5 mL de leite foi centrifugada
a13.000 rpm/10 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet
formado foi ressuspendido em 1,5 mL de PBS (Phosphate Buffered Saline), passando
por nova centrifugagcéo sob as mesmas condi¢des. O sobrenadante foi descartado e
o pellet resultante foi utilizado para a extracdo de DNA (adaptado de Abreu et al.,
2021). Foi empregado o DNeasy PowerFood Microbial Kit (Qiagen) seguindo
recomendacdes do fabricante e obtendo um volume total de 50 pL. ApOs extracao,

os DNAs foram quantificados em Nanodrop Lite (Thermo Fischer Scientific).

4.3.3. Amplificacdo do gene 16S rRNA por PCR convencional

Todas as amostras de DNA foram submetidas a amplificacdo do gene 16S
rRNA por PCR convencional. A reacao de amplificacdo possuiu volume total de 25 pL
€ seguiu 0s mesmos parametros descritos no item 3.2.3..

Apb6s a amplificagcéo, foram coletados 5 yL de cada reacdo mais 1 L de corante
Gel Loading Dye Purple 6X (New England BioLabs Inc.) e pipetados em pocos de gel
de agarose a 1,5% corado com Syber Safe (Invitrogen). As amostras foram reveladas
em transiluminador (UVITEC 441226 UVisave-HD5 Mini Gel Imager).

4.3.4. Primeira purificacdo e quantificacdo

As amostras amplificadas foram purificadas conforme protocolo 16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation Guide (lllumina, 2013) com algumas
modificacdes. Para os 45 uL restantes da amplificacdo do 16S, foi adicionado 50 pL
de beads magnéticas Mag-Bind Total Pure NGS (Omega Bio-Tek) permanecendo em
descanso por 5 minutos a temperatura ambiente. A seguir, a amostra foi colocada em
estante magnética Single Place Magnetic Stand (Invitrogen) por 5 minutos. O
sobrenadante foi removido e acrescido 200 uL de etanol 70% fresco, permanecendo
por 30 segundos em estante magnética e removido em seguida. Nova lavagem com

200 pL de etanol 70% foi realizada, permanecendo por mais 30 segundos em estante
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magnética. Apds a retirada do etanol 70%, ainda em estante magnética, os tubos
permaneceram abertos por 5 minutos para evaporacéo de etanol residual. Os tubos
foram retirados da estante magnética e o DNA foi ressuspendido em 32,5 pL de 4gua
Mili-q, sendo mantido a temperaruta ambiente por 5 minutos e, a seguir, por mais 3
minutos em estante magnética. Foram coletados 30 pL do sobrenadante e a
guantificacéo foi realizada em Nanodrop (Thermo Fischer Scientific).

Ap6s a quantificacdo, os mesmos foram padronizados em 5 ng/ pL para
realizacdo da reacdo de indexacdo. Os DNAs mais concentrados foram diluidos em
agua Mili-q ultra pura estéril.

4.3.5. Indexacédo e segunda purificacéao

ApoOs as normalizagbes dos DNAs purificados, estes foram submetidos a
reacdo de indexacdo por PCR como consta no protocolo 16S Metagenomic
Sequencing Library Preparation Guide (lllumina, 2013). Para indexacao foi realizada
uma reacao de 50 pL contendo 10 pL de 5x Q5 Reaction Buffer (New England BioLabs
Inc.), 10 pL de 5X Q5 High GC Enhancer (New England BioLabs Inc.), 1 uL de dNTP
10 mM (Invitrogen), 5 UL de cada par de index Nextera XT Index Primer 1 (N7xx) e
Nextera XT Index Primer 2 (S5xx) (lllumina), 0,5 puL de Q5 High-Fidelity DNA
Polymerase (New England BioLabs Inc.), 8 uL de DNA e agua Mili-q ultra pura para
completar. Com todas as amostras indexadas, as mesmas foram purificadas conforme
descrito em 4.3.4. e posteriormente quantificadas pelo método de Quibit (Invitrogen).

Para a quantificacdo por Qubit, foram seguidas as recomendacdes especificas
do fabricante, dado valor em nanograma por microlitro que foi convertido em
nanomolar para realizacdo da quantificacdo por gPCR KAPA Library Quantification
kits (Kapa Byosistems).

Estas etapas foram realizadas na Instalacdo Multiusuaria de Sequenciamento
de Alta Performance do Laboratorio Nacional de Biorrenovaveis (LNBR) do Centro

Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM, Campinas).

4.3.6. Construcédo da biblioteca e Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) do
gene 16S rRNA

Para o estudo da diversidade bacteriana, foi realizado o sequenciamento
metagendmico do gene 16S rRNA com o objetivo de identificar os rankings

taxondmicos presentes nas amostras coletadas, principalmente familias e géneros.
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Depois da realizacdo da gqPCR, foi efetuado o processo de desnaturagao e
diluicdo das bibliotecas em equipamento lllumina MiSeq utilizando o MiSeq Reagent
Kit V3 (lllumina) conforme protocolo especifico (lllumina, 2013).

Assim como a indexacgao, o preparo da biblioteca e o sequenciamento do gene
16S foram realizados em parceria com a Instalacdo Multiusuéria de Sequenciamento
de Alta Performance do Laboratério Nacional de Biorrenovaveis (LNBR) do Centro

Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM, Campinas).

4.3.7. Processamento dos dados e atribuicdo taxonémica por bioinforméatica

Apo6s a demultiplexacdo dos dados brutos, as sequéncias foward e reverse
(paired-ends) geradas pelo sequenciamento passaram por controle de qualidade pelo
software MultiQC (Ranilla et al., 2023). As sequéncias correspondentes ao primer 16S
foram removidas e a unido destas em uma s6 sequéncia foi conduzida utilizando o
C++ package SeqgPrep. As sequéncias passaram por filtragem conforme qualidade
baseadas em: i) permicdo de no maximo trés basecallings consecutivas de baixa
gualidade (Phred < 19); ii) fracdo de basecallings consecutivas de alta qualidade
(Phred > 19) em uma leitura total com comprimento de leitura = 0,75; iii) proibicao de
bases marcadas com “N” (ausentes/ndo chamadas). Sequéncias fora destes
parametros foram descartadas. As sequéncias remanescentes foram unidas em um
unico arquivo FASTA. A identificacdo, classificacdo e quantificacdo das Unidades
Taxondmicas Operacionais (Operational Taxonomic Unit - OTUSs) foi realizada
comparando os resultados com a base de dados de SILVA v. 132 considerando 97%
de identidade de cluster (Quast et al., 2013; Yilmaz et al., 2014; Gléckner et al., 2017).
A partir da base de dados de referéncia, os principais taxons foram identificados (reino,
filo, classe, ordem, familia e género) e agrupados, gerando uma tabela de OTUs com
suas respectivas abundancias. OTUS com contagens totais inferiores a 15 em menos
de duas amostras foram excluidas. A interpretacéo e filtragem dos OTUs foi realizada
a partir do programa RStudio (RStudio Team, 2020). Todos os comandos utilizados
nesta etapa seguiram metodologia adaptada de Biscarini et al. (2018). Esta etapa foi
realizada no Departamento de Medicina Veterinaria e Ciéncia Animal da Universidade
de Estudos de Mildo (Universita degli Studi di Milano, UNIMI, Lodi, Italia).

4.3.8. indices de diversidade alfa e beta
A diversidade bacteriana foi avaliada dentro (diversidade alfa) e entre

(diversidade beta) amostras. Considerando o numero de OTUs observados,
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contabilizados diretamente da tabela de OTUs, os indices de riqueza e diversidade
dentro e entre amostras baseou-se na metodologia de Biscarini et al., (2018).

A estimativa de ambas as diversidades e o desenvolvimento de graficos e
figuras foram conduzidas atraves do software RStudio (RStudio Team, 2020). Para os
indices de diversidade alfa, foi utilizado o pacote “phyloseq” (Mcmurdie & Holmes,
2013). Para a diversidade beta, além do “phyloseq”, o pacote “vegan” (Oksanen, 2022)
também foi utilizado. Os gréficos e figuras foram desenvolvidos através do pacote
“ggplot2” (Wickham, 2016).

4.4. Andlise estatistica

A partir dos resultados obtidos em todas as andlises, foram avaliadas as
caracteristicas microbiolégicas (presenca de Streptococcus spp. e Aerococcus
viridans) e de diversidade entre as amostras de leite, relacionando-as com os estados
do Brasil e as chamadas caracteristicas de qualidadade (CCS e CPP).

Os célculos estatisticos sobre a frequéncia de ocorréncia de Streptococcus spp.
e Aerococcus viridans e sua relacdo com CCS e CPP foi realizada por meio do
software SAS Studio (Fouda, 2020) considerando valor de significancia (p < 0,0001).
Com relacdo a andalise do microbioma das amostras de leite de tanque, para a
avaliacdo das caracteristicas de diversidade (alfa e beta), foram utilizadas ANOVA e
PERMANOVA respectivamente. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
software estatistico R (R CORE TEAM, 2015) e considerando a metodologia de
Biscarini et al. (2018).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo das amostras individuais de leite de teto
Do total de 1.447 amostras, 720 (49,7%) foram provenientes de vacas
consideradas saudaveis, 529 (36,6%) de leites com mastite subclinica e 198 (13,7%)

com mastite clinica (Figura 1). As coletas foram realizadas em 16 fazendas diferentes.

13,7%

B Mastite clinica
B Mastite subclinica
B Vacas saudaveis

Figura 1. Representacao da porcentagem total de amostras com mastite clinica, mastite

subclinica e leites provenientes de vacas saudaveis.
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Com relagdo ao numero de amostras por estado do Brasil, Sdo Paulo, Para e
Paraiba contabilizaram 353 (24,4%), 299 (20,7%) e 279 (19,3%) amostras,
respectivamente. Os estados de Santa Catarina e Goias apresentaram o mesmo
namero de amostras: 258 (17,8%). De acordo com a Figura 2, é possivel notar que as
amostras de leite provenientes de vacas saudaveis foram maioria nos estados de S&o
Paulo (133/353), Para (226/299) e Goias (174/258). Amostras de leite com mastite
subclinica foram maioria nos estados da Paraiba (166/279) e Santa Catarina
(188/258), e 0 estado de S&o Paulo apresentou 0 maior niumero de amostras de leite
com mastite clinica (122).

250 296
200
166 174
150 133
122 118
100 98 104
83
69 78
50 30 36
: O O :
0 J— —

Sao Paulo Para Paraiba Santa Catarina Goias

H Mastite clinica  ®Mastite subclinica  ® Saudaveis

Figura 2. Relacéo entre os tipos de amostras (mastite clinica, mastite subclinica e leites

provenientes de vacas saudaveis) e os estados do Brasil envolvidos no trabalho.

Estudos sobre a incidéncia de mastite bovina comparando os diferentes
estados e regides brasileiras sdo escassos, 0 que acaba limitando a capacidade de
confrontar os resultados. Neste caso, com o intuito de estabelecer um parametro
comparativo, foram realizadas pesquisas sobre a ocorréncia da doenga nos mesmos
estados aqui citados em periodos anteriores a 2023.

No presente estudo, das 1.447 amostras obtidas das cinco regifes do Brasil,
49,7% foram provenientes de vacas consideradas saudaveis, 36,6% foram
diagnosticadas com mastite subclinica e 13,7% com mastite clinica.

Com relacéo especifica aos estados brasileiros, trabalho conduzido por Junior
et al. (2015) em Goias (regido Centro-Oeste) obtiveram resultados superiores aos
apresentados no atual estudo: de um total de 256 quartos mamarios analisados,

88,3% de amostras foram positivas para mastite subclinica e 11,7% para mastite
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clinica, comparado com 30,2% (78/258) e 2,3% (6/258), respectivamente, neste
trabalho.

Considerando o estado da Paraiba (regido Nordeste), o presente estudo
apresentou resultados superiores comparado ao trabalho realizado por Lima et al.
(2022). De 920 quartos mamarios (ou 230 animais), 40,2% foram positivos para
mastite subclinica e 5,5% para mastite clinica, contra 59,5% (166/279) e 10,8%
(30/279) no presente estudo.

Em comparacédo com estudo realizado no Para (regido Norte) por Oliveira et al.
(2011) envolvendo 237 animais, o atual estudo obteve 23,1% (69/299) de vacas
positivas para mastite subclinica contra 15,6%. Entretanto, o inverso ocorreu com
relacdo a mastite clinica: 1,3% (4/299) no presente estudo contra 4,7% no estudo de
2011.

Em Santa Catarina (regido Sul), estudos recentes de Niero et al. (2021) e
Almeida et al. (2021) com 442 e 26 amostras, respectivamente, obtiveram resultados
superiores ao presente trabalho com relacéo a mastite subclinica: 76,9% e 65% contra
45,7% (118/258) neste estudo. Com relacédo a mastite clinica, o atual trabalho obteve
resultado intermediario: 35% em Almeida et al. (2021), 14% (36/258) neste estudo e
4,3% em Niero et al. (2021).

No estado de S&o Paulo (regido Sudeste), estudos de Bueno et al. (2002)
obtiveram, de um total de 799 quartos mamarios, 63,7% de amostras com mastite
subclinica e 7,5% de mastite clinica, superior (27,7% [98/353]) e inferior (34,6%
[122/353]), respectivamente, ao presente estudo. Segundo Santos et al. (2014), de
259 vacas, 45,1% foram acometidas por mastite subclinica e 9,5% por mastite clinica,
resultados também superiores e inferiores ao presente trabalho. Estudos recentes de
Pinto et al. (2021) com um total de 239 vacas, obtiveram 30,5% de animais com
mastite subclinica, resultado também superior ao presente estudo.

Mesmo sendo um dos destagues da industria leiteira ho mundo, diversos
produtores brasileiros ainda enfrentam sérias dificuldades como a falta de acesso a
tecnologias avancadas de gestdo da producéo, a programas de aprimoramento da
gualidade do leite e a metodologias de diagnostico de mastite. Além disso, é
importante ressaltar as diferencas presentes dentro e entre as regiées do Brasil em
termos de causa, origem e epidemiologia da mastite. Sendo assim, o desenvolvimento
de estudos analisando a incidéncia de mastite clinica e subclinica nos rebanhos
brasileiros sdo excelentes ferramentas para a criagdo de medidas de controle e

prevencao da doenca (Busanello et al., 2017; Tomazi et al., 2018b).



33

Foi possivel observar que houve reducdo nas porcentagens de animais
acometidos por mastite clinica e subclinica em Goids (regido Centro-Oeste)
comparando os anos de 2015 e 2023 e em Santa Catarina (regidao Sul) nos anos de
2021 e 2023; reducdo na porcentagem de mastite clinica no Para (regido Norte) nos
anos de 2011 e 2023, e mastite subclinica em S&o Paulo (regido Sudeste) nos anos
de 2002, 2014, 2021 e 2023. Essa reducao pode ser explicada pela adocéo de
medidas apropriadas de prevengédo, controle e tratamento de mastite nos rebanhos
brasileiros, principalmente nas regides Sul e Centro-Oeste. Dentre eles, o manejo
correto da ordenha, o treinamento dos ordenhadores, praticas adequadas de higiene
dos equipamentos de ordenha, dos tetos dos animais (antes e apés ordenha), a
higiene pessoal dos ordenhadores, cuidados com os ambientes ocupados pelos
animais, ordenhar primeiro 0os animais saudaveis e por Ultimo os animais doentes,
descarte de animais com mastite cronica e correto tratamento dos animais
acometidos. Além disso, a realizacdo de testes de diagndsticos de mastite logo no
inicio da ordenha séo praticas fundamentais, principalmente levando em consideragao
0os casos de mastite subclinica onde os sinais clinicos da inflamagdo néo séo
evidentes, dificultando o diagnéstico. Dentre eles, o CMT (California Mastitis Test)
para mastite subclinica e o teste da caneca de fundo escuro para mastite clinica, por
exemplo (Massote et al., 2019).

Entretanto, houve aumento nas porcentagens de animais acometidos por
mastite clinica e subclinica na Paraiba (regido Nordeste) entre os anos de 2022 e
2023, de mastite subclinica no Para (regidao Norte) nos anos de 2011 e 2023 e de
mastite clinica em Sao Paulo (regido Sudeste) nos anos de 2002, 2014, 2021 e 2023.
Isso representa que ainda existem falhas no manejo destes rebanhos em alguma(s)
etapa(s) anteriormente citada(s), principalmente na regido Nordeste.

Os casos de mastite subclinica costumam ocorrer em maior frequéncia
comparado aos casos de mastite clinica (Ranasinghe et al., 2021), o que pode ser
visto no presente estudo. Segundo Oliveira et al. (2020), para um caso de mastite
clinica em um rebanho leiteiro, é possivel ter até 20 animais com mastite subclinica.
Alguns dos possiveis fatores de risco associados aos casos de mastite subclinica no
Brasil sdo: tratamento inadequado (utilizacdo imprépria de antimicrobianos ou pela
presenca de microrganismos resistentes no rebanho), o local de ordenha (areas
externas e com condi¢des precérias de limpeza aumentam os riscos de contaminagao
em relacdo a locais limpos, seguros e especificos para a ordenha), elevada paridade

e idade dos animais (aumento da exposi¢do do animal devido a quantidade de partos
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ocorridos, a calosidade das extremidades dos tetos, ao envelhecimento do tecido do
Ubere e o sistema imunolégico enfraquecido), além de uma juncao de fatores como o
método de ordenha empregado, praticas de higiene, manejo e condicbes do ambiente
(Cardozo et al., 2015; Ranasinghe et al., 2021).

Estudos de Steeneveld et al. (2008), Oliveira et al. (2015) e Tomazi et al.
(2018b) descrevem que alguns dos possiveis fatores de risco associados aos casos
de mastite clinica no Brasil sdo: o histérico de CCS do animal associado a quantidade
de casos que este ja teve em toda a sua vida e no més anterior a lactacédo, o
tratamento ineficiente ou incorreto de mastite clinica nas fazendas
(momentaneamente os sinais clinicos e os sintomas podem desaparecer, mas estes
retornam depois de um periodo, ainda configurando a mesma infec¢cdo e ndo uma
nova), idade e paridade dos animais. Ademais, descobrir o patdgeno que
desencadeou o caso clinico (se contagioso ou ambiental; Gram-positivo ou Gram-
negativo) auxilia na condugao do tratamento correto.

Considerando todos estes fatores, a ado¢cdo de medidas como monitoramento
continuo da CCS do rebanho, analise dos fatores de risco para o desenvolvimento de
mastite, correcao de falhas e diagnostico dos patégenos sédo essenciais para a criacao
de medidas favoraveis para o0 controle e prevencdo da doenca, permitindo

consequentemente a producéo de leite de qualidade.

5.2. Isolamento e identificacdo de Streptococcus spp.

Do total de 1.447 amostras de leite, foram identificados 32 (2,2%) isolados
confirmados de Streptococcus, sendo 16 (50%) S. agalactiae (Figura 3A), dez (31,3%)
S. uberis (Figura 3B), cinco (15,6%) S. dysgalactiae (Figura 3C) e um (3,1%) S.
equinus (Figura 3E) (Figura 4).
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Figura 3A. Streptococcus agalactiae em placa de agar sangue de carneiro. 3B. Streptococcus uberis.
3C. Streptococcus dysgalactiae. 3D. Streptococcus equinus. 3E. Visualiza¢@o de Streptococcus sp.

através de coloragédo de GRAM.

3,1%

B Streptococcus agalactiae
Streptococcus uberis

B Streptococcus dysgalactiae

B Streptococcus equinus

Figura 4. Espécies de Streptococcus spp. identificadas e suas respectivas porcentagens de ocorréncia.



36

Com relacao aos estados de coleta, € possivel notar que o estado da Paraiba
apresentou o maior numero de isolados de Streptococcus spp.: todos 0s 16 (72,7%)
de S. agalactiae, cinco (22,7%) S. uberis e um S. dysgalactiae (4,6%), totalizando 22
(68,7%). Além disso, foi identificado pelo menos um isolado de Streptococcus uberis
em cada um dos estados brasileiros (Figura 5).

25
20 5
15 B Streptococcus equinus
Streptococcus uberis
10 B Streptococcus dysgalactiae
B Streptococcus agalactiae
5
2
1
= B&a
0 1 1
Paraiba  S&o Paulo Santa Para Goias
Catarina

Figura 5. Distribuicdo das espécies de Streptococcus spp. identificadas a partir de amostras de leite

de vacas sadias e mastiticas considerando os estados do Brasil envolvidos no presente estudo.

5.3. Relacdo entre os isolados de Streptococcus spp., Contagem de Células
Somaéticas (CCS) e Contagem Padrédo em Placa (CPP).

Dos 32 isolados de Streptococcus spp., 18 (56,3%) foram identificados a partir
de amostras de leites com mastite subclinica, 13 (40,6%) com mastite clinica e um
(3,1%) isolado a partir de leite de vaca saudavel, classificado como S. equinus (Figura
6).
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Mastite clinica Mastite Saudaveis
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Figura 6. Relacao entre as espécies de Streptococcus spp. e sua ocorréncia em amostras de leites

provenientes de vacas saudaveis e leites mastiticos.
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Através de anadlises estatisticas, foi possivel obter a mediana dos valores de
CCS e CPP dos isolados de Streptococcus spp. (Tabela 1). Considerando os
resultados abaixo, é possivel observar que o valor da mediana de CCS (1.696.000
CS/mL) excede o limite de até 200.000 CS/mL como indicativo de glandulas maméarias
saudaveis. Com relacdo a CPP, a Instrucdo Normativa N°76 do Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) define o valor maximo de 900.000
UFC/mL para o leite cru refrigerado antes do beneficiamento. A mediana do valor de
CPP esta dentro dos limites legais (201.000 UFC/mL).

Tabela 1. Relagéo entre a mediana dos valores de CCS e CPP dos isolados de Streptococcus spp.

Patégeno Variavel Mediana p valor

CCs 1.696.000
Streptococcus spp. < 0,0001
CPP 201.000

CCS: Contagem de Céluas Somaticas; CPP: Contagem Padrédo em Placa.

Ainda com o objetivo de estabalecer um parametro comparativo envolvendo a
incidéncia de Streptococcus spp. nos rebanhos leiteiros das diferentes regides
brasileiras, foram realizadas pesquisas sobre a ocorréncia do microrganismo nos
mesmos estados aqui envolvidos em periodos anteriores a 2023. Entretanto, este tipo
de estudo comparativo ainda € escasso.

O género Streptococcus € um dos principais envolvidos em casos de mastite
no mundo (Wente et al., 2019; Hernandez et al., 2021; Krishnamoorthy et al., 2021).
No Brasil este fato ndo é diferente: junto com Staphylococcus aureus, E. coli e
Pseudomonas aeruginosa, espécies como Streptococcus agalactiae e Streptococcus
uberis representam aproximadamente 95% dos agentes causadores de mastite no
pais (Brito & Sales, 2007; Santos et al., 2007; Oliveira et al., 2015).

Comparando estudos ao redor do mundo, de 12 amostras de leite com mastite
subclinica na Indonésia, foram identificados seis (50%) isolados de S. sanguinis, dois
(16,7%) de S. uberis, e um (8,3%) de S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae, S. mitis e
S. agalactiae cada (Harjanti et al., 2018). Holko et al. (2019) obtiveram de 521
amostras de leite um total de 57 (10,9%) isolados de S. uberis, 30 (5,8%) de S.
agalactiae, seis (1,1%) de S. bovis e trés (<1%) de S. dysgalactiae na Eslovaquia. Na
China, de 1.153 amostras de leites mastiticos foram identificados 50 (4,3%) S.
agalactiae, 46 (4%) S. uberis e 20 (1,7%) S. dysgalactiae (Song et al., 2020). E

possivel notar que as espécies S. agalactiae, S. uberis e S. dysgalactiae foram
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encontradas em todos os estudos, porém as duas primeiras estiveram presentes em
maiores quantidades comparadas a S. dysgalactiae, assim como no presente estudo,
reforcando o fato de que S. agalactiae e S. uberis sdo 0s principais agentes
causadores de mastite dentro do género Streptococcus (Leelahapongsathon et al.,
2016). Além disso, nota-se uma heterogeneidade de espécies de Streptococcus spp.
no estudo conduzido na Indonésia em relagdo aos demais, provavelmente devido as
condicdes climaticas do local, caracteristicas do rebanho (genética, fase de lactacéo)
e as rotinas conduzidas nas fazendas (condi¢des da ordenha, secagem das vacas e
tipos de tratamento realizados) (Bangar et al., 2015).

Considerando os resultados aqui apresentados, o estado brasileiro com o maior
namero de isolados de Streptococcus spp. foi a Paraiba (n=22; 68,7%), que a espécie
Streptococcus agalactiae foi a mais encontrada (n=16; 50%), que a espécie
Streptococcus uberis foi identificada em todos os estados e que a maior quantidade
de isolados foram detectados em amostras de leite com mastite subclinica (n=18;
56,3%).

No Para (regido Norte), estudos de Freitas et al., (2012) envolvendo 178
amostras de leite com mastite subclinica obtiveram 22 isolados de Streptococcus spp.,
sendo sete S. uberis, seis S. equinus, cinco S. agalactiae e quatro S. dysgalactiae.
Com relacao ao atual estudo, dois isolados foram obtidos de um total de 299 amostras,
sendo um isolado de S. uberis de amostra com mastite subclinica e um isolado de S.
equinus de uma amostra de leite de vaca até entdo considerada saudavel.

Estudos de Bueno et al. (2003) em S&o Paulo (regido Sudeste) analisaram 543
amostras de leite com mastite clinica ou subclinica e obtiveram um total de 95 isolados
de Streptococcus spp, sendo: 60 S. agalactiae, 23 S. uberis e 12 S. dysgalactiae.
Langoni et al. (2011) encontraram 45 isolados em 218 amostras de leite. As 210
amostras com mastite subclinica continham: 25 S. dysgalactiae, 15 S. agalactiae, dois
S. uberis e um S. bovis. As oito amostras de mastite clinica continham: um S.
dysgalactiae e um S. agalactiae. O presente estudo identificou quatro isolados de
Streptococcus spp. em 353 amostras de leite, sendo dois S. dysgalactiae (ambos de
amostras de leite com mastite clinica) e dois S. uberis (um de mastite clinica e outro
de mastite subclinica).

Com relacéo ao estado da Paraiba (regido Nordeste), estudo ja citado de Lima
et al. (2022) detectou 53 isolados de Streptococcus sp. de um total de 421 amostras
de leite, sendo 43 obtidos de leites com mastite subclinica e 10 com mastite clinica.

Porém, o estudo ndo caracterizou os isolados a nivel de espécie. De um total de 279
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amostras, foram obtidos 22 isolados de Streptococcus spp. no presente trabalho,
sendo 15 obtidos de leites com mastite subclinica e sete com mastite clinica. Com
relacao as espécies, foram encontrados 16 isolados de S. agalactiae, cinco S. uberis
e um S. dysgalactiae.

No estado de Santa Catarina (regido Sul), estudos de Jobim et al. (2010)
envolvendo 628 amostras de leites com mastite clinica ou subclinica encontraram 103
isolados de Streptococcus spp., sendo 68 de S. agalactiae e 35 de S. bovis.
Valmorbida et al. (2017) em 345 amostras de leites com mastite clinica ou subclinica
encontraram 120 isolados de Streptococcus spp.. Destes, 75 pertenciam a espécie S.
uberis, 15 a S. dysgalactiae, oito a S. agalactiae e 22 nao foram identificados. O atual
estudo apresentou um total de trés isolados em 258 amostras, sendo dois S.
dysgalactiae e um S. uberis, todos isolados de amostras com mastite clinica.

Trabalho de Moreira et al. (1997a) no estado de Goias (regido Centro-Oeste)
envolvendo 231 amostras de leite com mastite clinica identificaram 51 isolados de
Streptococcus sp., porém nao houve identificacdo a nivel de espécie. Martins et al.
(2015) encontraram em 332 amostras de leite com mastite subclinica 161 S. uberis,
123 S. agalactiae e 72 S. dysgalactiae. De 258 amostras analisadas no presente
estudo, foi encontrado apenas um isolado de S. uberis em amostra com mastite
subclinica.

Comparando os estados brasileiros ao longo do tempo, foi possivel analisar
gue houve reducdo no numero de isolados de Streptococcus spp. nos rebanhos
leiteiros. No presente estudo, S. uberis (principal exemplo de patégeno ambiental)
esteve presente em todos os estados brasileiros e, com relacdo a S. agalactiae
(principal exemplo de patdégeno contagioso), todos os isolados foram provenientes de
amostras da Paraiba.

Streptococcus uberis pode ser considerado o principal exemplo de agente
ambiental causador de mastite, fato este que péde ser observado no presente estudo,
sendo a espécie encontrada em todos os cinco estados do Brasil. O nivel de infeccéo
gue esse agente pode causar depende da exposicdo ao meio ambiente e a resposta
imunoldgica do animal frente a infeccao (Wente et al., 2019). Além disso, estudos de
Tomazi et al. (2019), focando na biologia molecular de S. uberis, mostraram que
também pode haver a transmissao do patdgeno de forma contagiosa (de vaca para
vaca), 0 que dificulta ainda mais o estabelecimento de medidas de controle e
prevencdo. S. uberis causa principalmente casos clinicos agudos e recorrentes de

mastite, podendo variar de leve até severa (Wente et al., 2019). Entretanto, também
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pode ser responsavel por desencadear mastite subclinica na ocorréncia de elevadas
variabilidades genotipicas e fenotipicas do patégeno (Lasagno et al., 2011). E possivel
notar que a maioria dos isolados de S. uberis foram provenientes de amostras de leite
com mastite subclinica (seis, contra quatro de mastite clinica), o que mostra que
provavelmente esses isolados sofreram variabilidades genotipicas e fenotipicas ao
longo do tempo. Os patdégenos ambientais sdo os mais dificeis de serem controlados
e erradicados no rebanho devido a fatores como: sua onipresenga no ambiente leiteiro
(o que aumenta as chances de exposicdo dos animais aos patdgenos), a ineficiéncia
das medidas de controle ou a reducdo no nimero de agentes contagiosos de mastite
(estafilococos e outros estreptococos, por exemplo) (Oliveira et al., 2015). Estudos de
Kromker et al. (2014) relataram a presenca de S. uberis em diversas partes dos corpos
dos animais como labios, cavidade oral, amigdalas, trato respiratorio, ramen, reto,
orificio do teto, canal do teto, Uberes infeccionados, pele, ferimentos e fezes.

Streptococcus agalactiae € um patdégeno altamente contagioso que é capaz de
causar em sua maioria infec¢des subclinicas de elevada duracéo (Leelahapongsathon
et al., 2016), mas também associa-se a casos de mastite clinica recorrentes (Rossi et
al., 2018). No presente estudo, a maioria (12/17) dos isolados de S. agalactiae foram
encontrados em amostras de leite com mastite subclinica e o restante (5/17) em
amostras com mastite clinica. A capacidade de formacao de um biofilme permite que
0 patdgeno permaneca por mais tempo na glandula mamaria, elevando sua
resisténcia em relacdo ao hospedeiro (Rosini & Margarit, 2015). A ado¢éao de medidas
adequadas de controle da mastite em fazendas leiteiras sdo capazes de reduzir a
incidéncia de agentes contagiosos. Segundo Rossi et al.,, (2018), a espécie S.
agalactiae foi eliminada de regifes produtoras de leite em paises desenvolvidos.
Porém, a concentracdo de isolados de Streptococcus agalactiae encontrados na
Paraiba no presente estudo demonstra a existéncia de falhas no controle da doenca
neste estado.

Streptococcus dysgalactiae é um patdgeno frequentemente isolado de
amostras com mastite clinica (Crippa et al., 2023), fato confirmado no presente estudo
onde quatro dos cinco isolados (80%) foram encontrados em amostras de leite com
mastite clinica. Embora comumente classificado como um patégeno ambiental,
estudos também tém apontado que S. dysgalactiae pode ser considerado um agente
contagioso de mastite. Em contraste com S. uberis, o conhecimento sobre a
genotipagem de amostras de S. dysgalactiae é limitado. Em um rebanho, tipicamente

coexistem mdltiplas variedades, no entanto, algumas cepas sdo frequentemente
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compartilhadas por diversas vacas, sugerindo disseminagdo contagiosa entre 0s
animais. Adicionalmente, isolados geneticamente relacionados foram detectados em
diversas fazendas, insinuando uma possivel propagacao contagiosa entre rebanhos
ou uma fonte ambiental compartilhada (Baseggio et al., 1997; Bert et al., 1997; Wang
et al., 1999; Lundberg et al., 2014).

O unico isolado de Streptococcus equinus do presente estudo pertencia a uma
amostra do Para, estado que apresentou seis isolados identificados da mesma
espécie no estudo de 2012. Isto pode sugerir que esta espécie pode ser comum no
estado do Pard, porém estudos mais aprofundados sdo necessarios para comprovar
a veracidade dessa informacdo. S. equinus é uma espécie comensal frequentemente
encontrada no canal do teto, na pele do teto, no trato gastrointestinal e em fezes,
porém sua presenca no leite ndo é usual (Verdier-metz et al., 2012; Clarke et al.,
2016). Mesmo fazendo parte de menos de 1% dos casos de mastite (Kabelitz et al.,
2021), o fato desta espécie ter sido isolada de uma amostra de leite de vaca
previamente classificada como saudavel neste estudo mostra que houve alguma
possivel rota de contaminacéo do leite.

Streptococcus bovis € um patdégeno que faz parte do complexo chamado
Streptococcus bovis/Streptococcus equinus (SBSEC) que inclui as (sub)espécies
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus, S. gallolyticus subsp. macedonicus, S.
gallolyticus subsp. pasteurianus, Streptococcus infantarius subsp. infantarius,
Streptococcus lutetiensis, Streptococcus alactolyticus e Streptococcus equinus, sendo
este ultimo também referido como Streptococcus bovis. Associam-se a casos de
mastite bovina de origem ambiental, porém séo patdgenos pouco recorrentes gracas
ao seu baixo potencial virulento e baixa infectividade comparado a S. uberis (Jans et
al., 2015).

A espécie Streptococcus agalactiae € responsavel por causar um aumento
significativo no valor de CCS (acima de 1.000.000 CS/mL), afetando negativamente a
gualidade do leite e a saude do rebanho (Martins et al., 2015; Juliano et al., 2023).
Este fato foi observado no presente estudo, onde o valor da mediana de CCS foi
1.696.000 CS/mL. Além disso, S. agalactiae foi a espécie com o maior nimero de
isolados identificados (16/32), fato que contribuiu significativamente para o valor
elevado de CCS. Uma meta-analise conduzida por Djabri et al. (2002) na Franca
obteve a média aritmética dos valores de CCS de amostras de quartos mamarios
contaminados por S. agalactiae de 3.792.000 CS/mL, valor superior ao encontrado no

presente estudo. Na Polénia, em um total de 18.713 amostras de quartos mamarios
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com mastite clinica ou subclinica, 57,6% dos isolados de S. agalactiae registraram
valor de CCS =10.000.000 CS/mL (Malinowski et al., 2006).

O estabelecimento de medidas adequadas de controle da mastite bovina
causada por Streptococcus spp. no Brasil € fundamental para prevenir que a doenca
continue afetando cada vez mais a saude dos animais e a producao de leite no pais.
Com relagéo aos agentes contagiosos, minimizar a interagao entre os portadores e as
vacas saudaveis é a principal forma de prevencao, que pode ser realizada através da
manutenc¢ao apropriada dos dispositivos de ordenha, da higienizacdo dos tetos apds
a ordenha, do descarte e do tratamento das vacas secas. J& a diminuicdo da
exposicao do orificio do teto aos microrganismos do ambiente e entornos € a principal

alternativa para o controle dos patégenos ambientais causadores de mastite.

5.4. Teste de disco-difusdo para susceptibilidade antimicrobiana de
Streptococcus spp.

Foi possivel observar que os isolados de Streptococcus spp. apresentaram
maior resisténciaa EST, com um total de 19 (59,4%) isolados resistentes. Em seguida,
16 (50%) isolados foram resistentes a TET, 12 (37,5%) a NEO, oito (25%) a OXA e
SUT cada e seis (18,8%) resistentes a CLI. Nenhum isolado apresentou resisténcia a
CFL e a AMC.

Com relacdo as espécies de Streptococcus spp., € possivel destacar a
presenca de 15 (93,7%) isolados de S. agalactiae resistentes a TET e 12 (75%)
resistentes a EST. A maioria dos isolados de S. uberis e S. dysgalactiae apresentaram
sensibilidade aos antimicrobianos testados, entretanto seis (60%) dos 10 isolados de
S. uberis foram resistentes a EST e apenas um (20%) dos cinco isolados de S.
dysgalactiae foi resistente a CLI, OXA e TET simultaneamente. O Unico isolado de S.
equinus apresentou resisténcia apenas a EST e SUT (Tabela 2).

Com relacdo aos estados do Brasil, o unico isolado de Goids apresentou
resisténcia apenas a EST. Os dois isolados do Para foram 100% resistentes a EST e
SUT. Nenhum dos trés isolados de Santa Catarina apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos. Considerando os quatro isolados de Sao Paulo, 100% foram
sensiveis a CLI, TET, SUT, AMC e CFL. Com relacdo aos 22 isolados da Paraiba, 16
(72,7%) apresentaram resisténcia a TET e 14 (63,6%) a EST (Tabela 3).
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Tabela 2. Resultados dos testes de susceptibilidade antimicrobiana de Streptococcus spp.

Streptococcus spp. S. agalactiae S. uberis S. dysgalactiae S. equinus
(n=32) (n=16) (n=10) (n=5) (n=1)
Antimicrobian S | R S | R s | R s | R s | R
N@®) | N®) | N@) | N@) | N©) | N | N©) | N@) | N©) | N©) | N | N@) | N@) | N | N (@)
26 6 11 5 10 4 1 1
CLi @12%) | O | @ssw) | 687%) | © | 313%) | 200%) | © O 1 (0%) O | o) | @oow) | ° 0
2 16 10 5 1
AMC (100%) 0 0 (100%) 0 0 @oow) | ° O | @oow | °© O | @oowy | © 0
13 19 12 4 6 5 1
EST @oew) | O | (5940 | 4% | 0 (75%) | (40%) O | eow) | (100%) | © 0 0 0 (100%)
20 12 9 7 5 5 5 1
NEO ©25%) | O | @75%) | s620) | O | (a38%) | s0%) | © | (s0%) | oow) | © O | (00%) | °© 0
2 16 10 5 1
CFL (100%) 0 0 (100%) 0 0 @oow) | ©° O | @oow | °© O | @oowy | © 0
24 11 5 8 2 4 1 1
OXA (75%) 0 | 8(25%) | 687%) | O | (31.3%) | (80%) 0 | 20%) | (80%) O | (20%) | (roo%) | © 0
Ter 13 3 16 o 1 15 9 1 o 3 1 1 1 o o
40,6%) | (9.4%) | (50%) (6:3%) | (93,7%) | (90%) | (10%) 60%) | (20%) | (20%) | (100%)
24 , 10 6 9 1 5 1
sut (75%) O | 8@ | ao50) | O | @7.5%) | 9o%) | © | (0%) | (00%) | ° 0 0 O | (100%)

CLI: clindamicina (classe das lincosamidas); AMC: amoxicilina com acido clavulanico (classe dos B-
lactamicos); EST: estreptomicina (classe dos aminoglicosideos); NEO: neomicina (classe dos
aminoglicosideos); CFL: cefalotina (classe das cefalosporinas); OXA: oxacilina (classe dos B-
lactamicos); TET: tetraciclina (classe das tetraciclinas); SUT: sulfazotrim (classe das sulfonamidas); S:

sensivel; I: intermediario; R: resistente.

Considerando a saude do ubere, o Unico isolado de amostra considerada
saudavel (n=1) foi sensivel a todos os antimicrobianos testados, exceto EST e SUT.
Para as amostras de leite com mastite clinica, 100% dos isolados (n=13) foram
sensiveis a CLI, AMC e CFL, enquanto todas as subclinicas (n=18) foram sensiveis
a AMC e CFL. Tanto para as amostras com mastite subclinica e clinica, EST foi o
antimicrobiano com a maior porcentagem de isolados resistentes (72,2% e 38,5%,
respectivamente) (Tabela 4).

Dentre os 32 isolados de Streptococcus spp., foram encontrados um total de
11 (34,4%) considerados multirresistentes, ou seja, resistentes a pelo menos trés
classes de antimicrobianos diferentes. Destes 11, nove (81,8%) sdo de S. agalactiae,
um (9,1%) de S. uberis e S. dysgalactiae cada. Relacionando os isolados
multirresistentes com o tipo de mastite, foi possivel concluir que oito (72,8%) foram
isolados de leites com mastite subclinica e trés (27,2%) com mastite clinica. Dos oito
isolados de leites com mastite subclinica, foram identificados seis (75%) S. agalactiae,
um (12,5%) S. uberis e um (12,5%) S. dysgalactiae. Todos os trés (100%) isolados de

leites com mastite clinica foram classificadas como S. agalactiae.
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Tabela 3. Resultados dos testes de susceptibilidade antimicrobiana de Streptococcus spp. por estado

do Brasil.
Goias (n=1) Para (n=2) Santa Catarina (n=3) Séo Paulo (n=4) Paraiba (n=22)
Antimicrobiano S lll R S lll R S ! R S I R S ! R
NCO | o | NOO | NGO | op | NGO | NGO | NOO | NGO | NGO | NO) | NG | NG | NGO | N
1 2 3 4 16 6
CL ooy | © 0 ooy | © 0 (100%) 0 O | (2oo%) 0 O |2 | O | @7.3%)
0
1 2 3 4 22
AMC @oow%) | © 0 @oo%) | © 0 (100%) 0 0 | (100%) O | (100%) 0 0
0 1 2 3 2 0 2 8 14
EST 0 (100%) 0 0 | (1000) | (100%) 0 O | (50%) 60%) | 364%) | © | (63.6%)
1 0 0 1 . 3 2 0 2 13 9
NEO (100%) Gow) | O | 1(0%) | (100%) 0 0 (50%) (50%) | (59,1%) 0 (40,9%)
- 1 0 0 2 3 4 0 22
¢ (100%) ooy | © 0 (100%) 0 O | (1oo%) O | (200%) 0 0
1 0 0 1 3 3 0 1 16 6
OXA (100%) Gow) | O | 10%) | (100%) 0 O | (75%) @s%) | 727%) | 0| @7.3%)
1 0 0 2 2 1 4 0 4 2 16
TET (100%) oo%) | © 0 66.7%) | 333%) | O | (100%) O | (182%) | ©1%) | (72,7%)
1 0 0 2 3 4 0 16 6
suT (100%) 0 O | @oow) | (100%) 0 0 | (100%) O |27 | O | (@7.3%)

CLI: clindamicina (classe das lincosamidas); AMC: amoxicilina com acido clavulanico (classe dos B-

lactamicos); EST: estreptomicina (classe dos aminoglicosideos); NEO: neomicina (classe dos

aminoglicosideos); CFL: cefalotina (classe das cefalosporinas); OXA: oxacilina (classe dos B-

lactamicos); TET: tetraciclina (classe das tetraciclinas); SUT: sulfazotrim (classe das sulfonamidas); S:

sensivel; I: intermediario; R: resistente.

Tabela 4. Resultados dos testes de susceptibilidade antimicrobiana de Streptococcus spp. por tipo de

mastite.

Subclinica (n=18) Clinica (n=13) Saudavel (n=1)
imicrobi S I R S I R s | R
Antimicrobiano N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
12 6 13
e (66,7%) 0 (333%) | (100%) 0 0 1 (100%) 0 0
18 13
AMC (100%) 0 0 (100%) 0 0 1 (100%) 0 0
5 13 8 5
=St (27,8%) 0 (72,2%) | (61,5%) 0 @38,5%) | L(100%) 0 1 (100%)
NEO 9 (50%) 0 9(50%) | 10 (77%) 0 3 (23%) 0 0 0
18 13
CFL (100%) 0 0 (100%) 0 0 1(100%) 0 0
13 5
OXA (72.2%) 0 (@78%) | 10077%) 0 3(23%) | 1(100%) 0 0
5 1 12 7 2 4
TET (27,8%) (5,5%) (66,7%) (53,8%) | (15,4%) | (30,8%) 1 (100%) 0 0
13 5 11 2
suT (72,2%) 0 @7.8%) | (84.6%) 0 (15.4%) 0 0 1 (100%)

CLI: clindamicina (classe das lincosamidas); AMC: amoxicilina com &cido clavulanico (classe dos B-

lactamicos); EST: estreptomicina (classe dos aminoglicosideos); NEO: neomicina (classe dos

aminoglicosideos); CFL: cefalotina (classe das cefalosporinas); OXA: oxacilina (classe dos B-
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lactamicos); TET: tetraciclina (classe das tetraciclinas); SUT: sulfazotrim (classe das sulfonamidas); S:

sensivel; I: intermediario; R: resistente.

O estado brasileiro com o maior numero de isolados multirresistentes foi a
Paraiba com 10 (90,9%), seguida por Pard com um isolado (9,1%). Oito (72,8%)
apresentaram resisténcia a trés classes diferentes de antimicrobianos e trés (27,2%)
a quatro classes diferentes (Figura 7).

Figura 7. Teste de disco-difuséo para susceptibilidade antimicrobiana de isolados de Streptococcus
spp.. E possivel observar resisténcia a TET, SUT, CLI, NEO e EST, caracterizando-se como um

isolado multirresistente.

Os casos de resisténcia aos antimicrobianos por Streptococcus causadores de
mastite sdo extremamente comuns e o nivel de resisténcia varia conforme a espécie,
o tipo de antibidtico (classe), as caracteristicas do rebanho e onde este se localiza
(Haenni et al., 2018).

Os antimicrobianos da classe dos B-lactamicos (como amoxicilina com acido
clavulanico e oxacilina), ainda sdo os mais utilizados e bem-sucedidos para combater
mastite bovina causada por bactérias do género Streptococcus (Rato et al., 2013; Ding
et al., 2016; Kabelitz et al., 2021). No presente estudo, 75% e 100% dos isolados
foram sensiveis a oxacilina e amoxicilina com acido clavulanico, respectivamente.
Estreptomicina (classe dos aminoglicosideos) foi o antimicrobiano que apresentou a
maior quantidade de isolados resistentes (19/32, 59,4%). Tetraciclina (classe das
tetraciclinas) também é um dos antimicrobianos com a maior incidéncia de isolados

resistentes (16/32; 50%), dado o fato de que sdo antimicrobianos amplamente



46

utilizados para tratar diversas infecc6es em bovinos ha muitos anos (Minst et al., 2012;
Rato et al., 2013). Segundo Guérin-Faublée et al. (2003), sdo baixos os niveis de
resisténcia apresentados por Streptococcus em relacdo a neomicina (também
pertencente a classe dos aminoglicosideos). No presente estudo, 62,5% dos isolados
foram considerados sensiveis a este antimicrobiano. Além disso, muitos
aminoglicosideos sdo administrados em combinagdo com B-lactamicos. Segundo
Haenni et al. (2018), os antimicrobianos da classe das lincosamidas (como a
clindamicina) também representam uma importante op¢ao no tratamento da mastite,
ainda mais em associacdo com macrolideos. No presente estudo, 81,2% dos isolados
foram sensiveis a clindamicina. A classe das cefalosporinas (como cefalotina)
representa mais uma classe comumente utilizada em casos de mastite bovina por
Streptococcus, possuindo elevada efetividade sobre o patégeno (Ruegg et al., 2015).
No presente estudo, 100% dos isolados foram considerados sensiveis a cefalotina.
Por fim, os isolados bacterianos foram 75% sensiveis a sulfazotrim (classe das
sulfonamidas), também amplamente utilizado no tratamento de mastite bovina (Zhang
et al., 2018; Marques-Bastos et al., 2023).

Estudos de Moreira et al. (1997b) em Goias (regido Centro-Oeste) envolvendo
51 isolados de Streptococcus sp., 23 (45,1%) apresentaram resisténcia a TET e 27
(52,9%) a SUT. No presente estudo, o unico isolado desse estado foi sensivel (100%)
aos mesmos antimicrobianos. O trabalho de Moreira e colaboradores néo realizou a
identificacéo a nivel de espécie, ndo sendo possivel obter tal parametro comparativo
com o presente estudo.

Estudo ja citado de Oliveira et al. (2011) no estado do Para (regido Norte) com
guatro isolados de Streptococcus spp. obtiveram resultados semelhantes ao presente
estudo: 50% de suscetibilidade a NEO e OXA. Porém, o presente estudo obteve para
SUT, EST, TET e CFL um total de 100%, 100%, 0% e 0% de resisténcia, contra 0%,
50%, 50% e 50% de resisténcia no trabalho de 2011. Também nao foi possivel
estabelecer um parametro comparativo entre as espécies. Além disso, 0 presente
estudo identificou um isolado multirresistente de Streptococcus uberis.

Estudo também citado de Valmorbida et al. (2017) em Santa Catarina (regiao
Sul) apresentou 91,2%, 63,8% e 59,5% de sensibilidade a AMC, CLI e TET,
respectivamente, considerando um total de 120 isolados de Streptococcus spp. No
presente estudo, 100% dos isolados (n=3) foram sensiveis a AMC, CLI, EST, NEO,
CLF, OXA e SUT. Com relagédo a TET, dois (66,7%) isolados foram sensiveis e um
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(33,3%) apresentou resultado intermediario. Também néo foi possivel estabelecer um
parametro comparativo entre as espécies.

Com relacdo ao estado de S&o Paulo (regido Sudeste), estudo ja citado de
Bueno et al. (2003) obtiveram, de um total de 84 isolados de Streptococcus spp.:
100%, 92,9%, 48,8% e 32,1% de resisténcia a TET, OXA, SUT e NEO,
respectivamente, contra 0%, 25%, 0% e 50% de resisténcia entre os quatro isolados
do presente estudo. Pinto et al. (2021) obtiveram 75% de resisténcia a CLI, contra 0%
no presente estudo. Também néo foi possivel estabelecer um parametro comparativo
entre as espécies. O presente trabalho identificou um isolado multirresistente de
Streptococcus uberis, enquanto 50% dos isolados de Streptococcus sp. do estudo de
2021 foram considerados multirresistentes.

Nao foi possivel encontrar estudos relacionando o perfil de resisténcia
microbiana de Streptococcus spp. isolados de amostras de leite com mastite bovina
na Paraiba (regido Nordeste), apenas trabalhos envolvendo Staphylococcus spp. e
mastite caprina (Salaberry et al., 2016; Silva Juanior et al., 2021). Por isso, faz-se
necessario o desenvolvimento de estudos aprofundados nos rebanhos da Paraiba
com relacdo a incidéncia de resisténcia microbiana de Streptococcus spp., dada a
presenca de 10 isolados multirresistentes neste trabalho.

Considerando EST como o antimicrobiano que apresentou 0 maior numero de
isolados resistentes no presente estudo, Holko et al. (2019) obtiveram resultados
superiores na Eslovaquia, onde 78,9% e 70% dos isolados de Streptococcus uberis e
Streptococcus agalactiae, respectivamente, apresentaram resisténcia a EST (contra
60% e 66,7%, respectivamente, no atual estudo). Segundo Tian et al. (2019), na
China, de 64 isolados de Streptococcus spp., 98,4% apresentaram resisténcia a TET,
contra 50% no presente estudo. Neste trabalho, todos os isolados de Streptococcus
dysgalactiae apresentaram sensibilidade aos antimicrobianos, diferente do observado
por Rato et al. (2013) em Portugal e Shen et al. (2022) na China, com 100% dos
isolados de S. dysgalactiae resistentes a TET. Atualmente existem poucos estudos
sobre a susceptibilidade antimicrobiana de Streptococcus equinus, porém segundo
Jans et al. (2015), os principais antimicrobianos utilizados contra este patégeno sao
B-lactamicos associados com aminoglicosideos. No presente estudo, o isolado de S.
equinus apresentou resisténcia a EST, que pertence a classe dos aminoglicosideos.

Foram encontrados 11 isolados considerados multirresistentes no presente
estudo, sendo 10 de Streptococcus agalactiae, um de S. uberis e um S. dysgalactiae.

Estudos de Boireau et al. (2018) em um total de 5.867 S. uberis na Franca,
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encontraram 851 isolados multirresistentes, sendo 28 resistentes a todos os sete
antimicrobianos testados. Resultados superiores também foram descobertos por
Cheng et al. (2019) sendo dois, sete e 12 isolados de Streptococcus spp. resistentes
a cinco, quatro e trés antimicrobianos diferentes, respectivamente, contra um, sete e
seis isolados (considerando a mesma quantidade de antimicrobianos) no presente
estudo.

A presenca de isolados multirresistentes no rebanho, ou seja, resistentes a trés
ou mais classes de antimicrobianos diferentes, € um fator preocupante pois acaba
restrigindo as opc¢des terapéuticas para 0s animais com mastite. A resisténcia € um
fendmeno dindmico que exibe variacdes em termos de tempo e localizacéo (da Costa
et al., 2021). A faixa etaria das vacas, o numero de vezes que pariram, a limpeza dos
materiais de cama, a higienizacdo das instalagdes e dos equipamentos de ordenha,
bem como o protocolo de higiene do Ubere, sdo todos vistos como possiveis
elementos de risco que tém um impacto significativo na ocorréncia de mastite
estreptococica multirresistente (Saed & Ibrahim, 2020).

E importante ressaltar que a escolha do melhor antimicrobiano no tratamento
da mastite bovina depende de fatores como: o patégeno causador, sua suscetibilidade
ao antimicrobiano, a manifestacdo de mastite (se clinica ou subclinica) e a rotina
durante o tratamento (Barkema et al., 2006).

Analisando os isolados de Streptococcus spp. resistentes aos diversos
antimicrobianos testados, principalmente EST e TET, faz-necessario o0
desenvolvimento de estratégias mais eficazes e severas de vigilancia quanto a
utilizac&o indiscriminada e/ou inadequada dessas substancias em vacas de leites com
o0 intuito de evitar a disseminacdo de isolados resistentes, e até mesmo
multirresistentes, pelo rebanho. Um programa eficaz de monitoramento pode ser uma
alternativa capaz de acompanhar possiveis padrées de fenoétipos resistentes ao longo

do tempo.

5.5. Sequenciamento do Genoma Completo de Streptococcus agalactiae.
Foram sequenciados nove isolados de Streptococcus agalactiae, todos
advindos de amostras de leite do estado da Paraiba. A partir dos resultados obtidos,
foi possivel visualizar que o tamanho dos genomas variaram de 1.975.829 a 2.153.068
pb e o nimero de contigs nas sequéncias de DNA por genoma variaram de 18 a 42.
As analises de MLST (Multilocus Sequence Typing) identificaram dois tipos
sequenciais (sequence types - ST) principais: ST-67 em cinco isolados (55,6%) e ST-

103 emum (11,1%). N&o foi possivel identificar o ST em trés isolados (33,3%). A partir
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da construcéo da arvore filogenética, foi possivel visualizar a formacao de trés clados
diferentes, baseados nos STs (Figura 8).

1285a
403b
404
396b
932a

1292a 390c
1288a
410¢

Figura 8. Representacéo da arvore filogenética das amostras de Streptococcus agalactiae. As
amostras 1285a, 403b, 404, 396b e 932a fazem parte do ST-67; 390c do ST-103; 1292a, 1288a e
410c fazem parte do ST néo identificado.

Levando em consideracéo o tipo de mastite, apenas os isolados 390c e 396b
foram identificados em amostras com mastite clinica (20%), enquanto a maioria foi
advinda de amostras com mastite subclinica (80%).

Além disso, considerando o ST e o numero de fazendas, os isolados
sequenciados pertenciam a trés (60%) das cinco fazendas analisadas do estado da
Paraiba (Tabela 5). As fazendas foram denominadas Fazenda 1, Fazenda 2 e
Fazenda 3 respeitando o termo de sigilo elaborado por todos os envolvidos deste
trabalho. E possivel observar que a Fazenda 1 apresentou isolados de Streptococcus
agalactiae de ambos os STs, incluindo o ST néo identificado. Essa diversidade de STs
na mesma fazenda sugere a circulacdo de diferentes clones de Streptococcus
agalactiae.

Foi identificada a presenca de quatro genes de resisténcia a antimicrobianos:
ant(6)_la_3, que confere resisténcia a estreptomicina (classe dos aminoglicosideos);
tet(O)_3 a tetraciclina, minociclina e doxiciclina (classe das tetraciclinas); mre(A)_1 a
eritromicina, azitromicina e espiramicina (classe dos macrolideos); e erm(B)_18 a
qguinuprastin, pristinamicina, virginiamicina (classe das estreptograminas),
clindamicina e lincomicina (classe das lincosaminas).

Foi possivel observar que houve uma relacéo entre ST e genes de resisténcia,
exceto pela amostra 1292a que nao apresentou o gene mre(A)_1. Além disso, apenas
as amostras 410c e 1288a apresentaram todos os quatro genes simultaneamente
(Tabela 6).
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Tabela 5. Relacdo entre ST e nimero de fazendas dos isolados sequenciados de Streptococcus
agalactiae do estado da Paraiba.

Amostra ST  Fazenda
390c 103 Fazendal
396b 67 Fazendal
403b 67 Fazendal
404 67 Fazendal
410c NI  Fazenda 1
932a 67 Fazenda 2

1285a 67 Fazenda 3
1288a NI  Fazenda 3
1292a NI  Fazenda 3

ST: Sequence Type; NI: ndo identificado.

Todos os isolados que foram considerados fenotipicamente resistentes no teste
de disco-difusdo, apresentaram o(s) gene(s) de resisténcia correspondente(s) em seu
genoma. Entretanto, um isolado (390c) foi considerado resistente a TET e EST, porém
nao apresentou tais genes de resisténcia em seu genoma. O mesmo ocorreu com
outro isolado considerado resistente a CLI (1285a). Nao foram testados
antimicrobianos pertencentes a classe dos macrolideos no teste de disco-difusao.
Foram testados antimicrobianos das classes dos [B-lactamicos, cefalosporinas e
sulfonamidas, porém nédo foram encontrados genes de resisténcia para tais classes.

Um total de 77 gene de viruléncia foram identificados a partir do
Sequenciamento do Genoma Completo, sendo posteriormente agrupados na Tabela
7 de acordo com suas respectivas funcoes.

Considerando os genes de viruléncia, foi possivel observar quatro padrdes
diferentes: (1) os genes acpC, bca, carB, ccpA, cfa/cfb, ciaR, clpP, cpsA, cpsB, cpsC,
cpsD, cpsE, cpsF, cpsL, cpsY, csrR, csrS, cydA, cylA, cylB, cylD, cylE, cylF, cylG, cyll,
cyld, cylK, cylX, cylZ, fba, gbs1402, gInA, guaA, hasC, lepA, leuS, Igt, murF, neuA,
neuB, neuC, neuD, pbplA, pepC, pepN, pepX, purB, purH, purL, purN, rpoE,
SAK_0517, scrB, sodA, SP_0095, SP_0121, SP_0320, SP_0494, SP_0829,
SP_0856, SP_0943, SP_1396, SP_1398, SP_1399, SP_1544, SP_1847, SP_1970 e
vicK foram encontrados em todos os nove isolados; (2) os genes cap8J, cpsG e hylB
foram encontrados em todas as amostras exceto 390c (a Unica que foi identificada
como pertencente ao ST-103); (3) os genes cpsK, fbsA, luxS e psaC foram

encontrados apenas na amostra 390c; (4) o gene ghs1529 foi encontrado apenas nas
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trés amostras em que nao foi possivel identificar o ST (410c, 1288a e 1292a).0u seja,
as amostras 390c (ST-103), 410c, 1288a e 1292a (ST nao identificado) possuem um
total de 73 (94,8%) genes cada, e as amostras 396b, 403a, 404, 932a e 1285a (ST-
67) possuem 72 genes (93,5%) cada.

Tabela 6. Relacdo entre as amostras de Streptococcus agalactiae, respectivos STs e genes de

resisténcia a antimicrobianos.

Genes de resisténcia a antimicrobianos

Amostra ST ant(6)-la_ 3 erm(B) 18 mre(A)_1 tet(O) 3

390c 103 - - + -
396b 67 + - + +
403b 67 + - + +

404 67 + - + +
410c NI + + + +
932a 67 + - + +
1285a 67 + - + +
1288a NI + + + +
1292a NI + + - +

ST: Sequence Type; NI: ndo identificado; +: presenca do gene; -: auséncia do gene.

No presente trabalho, foram identificados dois STs principais, ST-67 e ST-103,
comumente associados a bovinos de leite. Estes resultados mostram considerada
homogeneidade entre os isolados de Streptococcus agalactiae, que pode ser
possivelmente explicada por eventos de adaptacdo que tornaram-nos capazes de
colonizar a glandula mamaria desses animais, consequentemente tendo um papel
importante no desencadeamento de infec¢des (Zadoks et al., 2011; Carvalho-Castro
et al., 2017; Churakov et al., 2021), ainda mais considerando que todos os isolados
de Streptococcus agalactiae sdo do mesmo estado do Brasil (Paraiba). Além disso,
Lin et al. (2021) afirmam que os gendtipos predominantes também podem ser
disseminados para bovinos saudaveis por meio de falhas de higiene durante o
processo de ordenha, principalmente em bovinos com mastite subclinica, que néo
exibem os sintomas visiveis da doenca.

Estudos de Jgrgensen et al. (2016) na Noruega e Carvalho-Castro et al. (2017)
no Brasil mostraram que o ST-67 foi identificado como o ST dominante em
Streptococcus agalactiae nestes paises, fato em conformidade com o presente estudo

sendo esse ST identificado em cinco isolados. Na China, o ST-103 é considerado o
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principal (Pang et al., 2017). J& na Coldmbia, predominam os STs-61, ST-67 e ST-103
(Reyes et al., 2017; Cobo-Angel et al., 2018; Cobo-Angel et al., 2019).

Tabela 7. Genes de viruléncia identificados no Sequenciamento do Genoma Completo de isolados de

Streptococcus agalactiae, agrupados conforme fungdes semelhantes.

Genes

Funcbes

cfa/cfb; fba; hylB

Invaséo da célula hospedeira

ciaR; cpsA,B,C,D,E,F,G,K,L,Y; luxS; neuA,B,C,D; sodA

Evaséao do sistema imune do

hospedeiro

bca; cap8J; csrR,S; fhsA; vicK

Adeséo a célula hospedeira

acpC; cylA,B,D,E,F,G,I,J,K, X, Z; hasC; lepA;

Invasao, evasao e adesao

carB; ccpA; gInA; leuS; pepC,X; purB,H,L,N; scrB; SP_0856;
SP_0095; SP_0494; SP_0829; SP_1396; SP_1398; SP_1399;
SP_1544; SP_1847; SP_1970

Metabolismo, transporte
bacteriano e biossintese de

aminoacidos

Crescimento e sobrevivéncia
clpP; cydA; guaA; Igt; rpoE;

bacteriana

Regulador da resisténcia
gbs1402 J_ - .
multipla a antimicrobianos
Composicéo da parede celular
murF; pepN )
bacteriana
Resisténcia a morte por
pbplA

fagocitose

gbs1529; SP_0121; SP_0320; SP_0943 Func@es desconhecidas

Um patdgeno que apresenta resisténcia a diversas classes de antimicrobianos
representa elevado risco para a saude do rebanho, ainda mais pela possibilidade de
bactérias resistentes conseguirem transferir o(s) gene(s) para bactérias até entédo
sensiveis, tornando-as resistentes (Mendes et al., 2019). Wang et al. (2016) relatam
gue a existéncia de bactérias resistentes € um fato crescente no decorrer dos anos.

No presente estudo, a maioria dos isolados que demonstraram o fenétipo de
resisténcia no teste de disco-difusdo para os antimicrobianos EST, TET e CLI
possuiam o referido gene em seu genoma. Entretanto, um isolado (390c) apresentou
o fendtipo de resisténcia para TET e EST e outro isolado (1285a) para CLI, porém
nenhum destes continham o gene. Considerando a auséncia de informacdes
aprofundadas sobre a correlacdo entre biologia molecular, resisténcia fenotipica e
genotipica, faz-se necessario estudos mais aprofundados para compreender a

ocorréncia deste fendbmeno. Uma possibilidade € a ocorréncia de uma mutagéo
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pontual no gene bacteriano que resultou na expressdo do fendtipo de resisténcia
(Carattoli, 2001; Gao et al., 2012).

No item 5.4. deste trabalho, foi relatado que EST e TET apresentaram as
maiores porcentagens de resisténcia dentre os outros antimicrobianos testados
(59,4% e 50%, respectivamente). Através do sequenciamento do genoma completo
de nove isolados de Streptococcus agalactiae, foi possivel analisar que oito (88,9%)
destes apresentaram os referidos genes de resisténcia em seus genomas. Nao foram
testados antimicrobianos pertencentes a classe dos macrolideos no teste de disco-
difusdo, porém foi possivel observar que oito (88,9%) dentre os nove isolados de
Streptococcus agalactiae apresentaram o0 gene de resisténcia mre(A)_1, em
concordancia com o estudo de Naranjo-Lucena & Slowey (2023) que relata niveis
elevados de resisténcia dessa bactéria aos macrolideos.

Foi possivel observar que houve uma ligagéo entre STs e genes de resisténcia,
exceto pela amostra 1292a que nao apresentou o gene mre(A)_1.

Com relacé&o aos genes de viruléncia detectados a partir do Sequenciamento
do Genoma Completo, foi possivel concluir que os nove isolados de Streptococcus
agalactiae possuiam 69 (89,6%) do total de 77 genes de viruléncia, reforcando o
elevado potencial patogénico destes isolados e sua capacidade em desencadear
infeccbes em bovinos.

Dentre os 72 genes estdo o cluster cylXDG-acp-cylZABEFIJK capaz de
sintetizar um pigmento hemolitico com potencial citotoxico e propriedades
antioxidantes que atua no estabelecimento da infec¢cdo e no processo de evasao do
sistema imunolégico do hospedeiro; o locus cps que contém o0s genes
cpsA,B,C,D,E,F,L,neuA,B,C,D responsaveis pela codificacgo do chamado
polissacarideo capsular de S. agalactiae (CPS), estrutura capaz de envolver a bactéria
e contribuir para a sua evasao do sistema imune do hospedeiro; o gene hylB produz
uma enzima hialuronidase capaz de degradar o acido hialurénico presente na célula
hospedeira, rompendo-a e eliminando seu contetido. E desta forma que o patégeno é
capaz de impossibilitar as vias de sinalizacdo do hospedeiro; os genes cfa/cfb séo
responsaveis pela codificacdo do fator CAMP capaz de degradar os globulos
vermelhos do hospedeiro, facilitando a evasdo imunoldgica do patégeno (Amaral et
al., 2022); o gene bca (cujo locus é representado por SAK_0517) é responsavel pela
producdo da proteina alfa C que tem papel na aderéncia a células epiteliais do
hospedeiro; 0os genes csrR e csrS também atuam na aderéncia bacteriana (Park et al.,

2012); o gene hasC tem a capacidade de codificar uma capsula de acido hialurénico
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que preserva o patdgeno contra a fagocitose; o gene pbplA também atua contra a
morte por fagocitose (Jones et al., 2003); o gene sodA também desempenha um papel
na evasao do sistema imune do hospedeiro (Burnside et al., 2011; Kabelitz et al.,
2021); os genes pur e carB atuam na regulagdo do metabolismo bacteriano (Sullivan
et al., 2021); gIlnA é responséavel pelo metabolismo de nitrogénio (Lugque-Almagro et
al., 2011) e ccpA pelo metabolismo de carbono (Turinsky et al., 2000); o gene pepC
promove alteracdes nas enzimas do hospedeiro (Meyer et al., 1995), pepX tem
participacdo na lise protéica (Varmanen et al., 2000), murF e pepN auxiliam no
desenvolvimento da parede celular bacteriana (Jones et al., 2000; Nganje et al., 2019),
assim como o gene ciaR que preserva a estrutura e integridade celular do patégeno
(Halfmann et al., 2007); os genes scrB, cydA, rpoE, Igt e guaA sdo necessarios para
0 crescimento, sobrevivéncia do patégeno no interior da célula hospedeira e a
posterior colonizacdo deste ambiente (Hiratsuka et al., 1998; Yamamoto et al., 2005;
Seepersaud et al., 2006; Chimalapati et al., 2012; Ipe et al., 2021); cap8J tem funcéo
no desenvolvimento de capsula bacteriana protetora (Sau et al., 1997); o gene lepA
confere vantagens adaptativas para o patégeno quando em condi¢cdes desfavoraveis
de crescimento (Pech et al., 2011); o gene fba codifica a proteina de ligacdo a
fibronectina que possui importante papel na adesao e invasao do patégeno (Terao et
al., 2001) e leuS também tem papel na producdo de proteinas importantes no
processo de traducéao (Dwyer et al., 2015); vicK € um gene que também apresenta
funcdo na adesdo bacteriana, crescimento, producdo de biofilme e tolerancia ao
estresse oxidativo (Senadheera et al., 2009); o gene clpP € responsavel pela
eliminacao de proteinas defeituosas que possam comprometer a integridade de outras
proteinas bacterianas (Kwon et al., 2003); gbs1402 confere resisténcia a multiplos
antimicrobianos (Fernandez et al., 2010); as proteinas SP_1970, SP_1544 e SP_0856
participam da sintese de aminoacidos; SP_1847 e SP_0494 da producdo de
nucleotideos, nucleosideos, purinas e pirimidinas; SP_1396, SP_1398 e SP_1399
codificam proteinas de ligacdo e transporte; SP_0829 auxilia no metabolismo
energético bacteriano; SP_0095 é uma proteina hipotética; SP_0121, SP_0320,
SP 0943 e gbsl1529 apresentam funcdes desconhecidas (Hava & Camilli, 2002;
Samen et al., 2007). Os genes cpskK, fbsA, luxS e psaC foram detectados apenas na
amostra 390c, porém suas fun¢des na viruléncia de Streptococcus agalactiae séo
praticamente semelhantes as caracteristicas anteriormente citadas: cpsK codifica uma
estrutura que envolve a bactéria e contribui para a sua evasao do sistema imune do

hospedeiro (outros genes representantes do mesmo locus foram encontrados nos
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demais isolaodos) (Amaral et al., 2022); luxS esta relacionado com quorum sensing
(Reinoso, 2017); fbsA facilita a invasdo da célula hospedeira pelo patdgeno
(Rajagopal, 2009) e psaC é responsavel pela codificacdo de um mecanismo de
transporte de manganés (Mccluskey et al., 2004).

De forma geral, ndo houve diferenca entre os isolados de Streptococcus
agalactiae considerando as funcdes que os genes de viruléncia desempenham no
estabelecimento da infecgéo e na sobrevivéncia do patégeno. Entretanto, foi possivel
notar que houve uma ligagcéao entre STs e genes de viruléncia.

Na China, Lin et al. (2021) obtiveram de 42 isolados de Streptococcus
agalactiae de mastite bovina um padrao de 64,3% de prevaléncia dos genes bibA, cfb,
CspA, cylE, fbsA, fbsB, hylB, and pavA. Destes, apenas bibA, fbsB e pavA néo foram
encontrados no presente trabalho. Estudos recentes de Amaral et al. (2022) no Brasil,
envolvendo trés isolados de Streptococcus agalactiae de mastite bovina dos estados
de Sao Paulo e Minas Gerais (regido Sudeste), sequenciaram e analisaram que 100%
destes possuiam os genes do locus cps (cpsA,B,C,D,F,K,L,neuA,B,C,D), do operon
cyl (cylX,D,G,C,Z,A,B,F,1,J,K), hylB e cfa/cfb. Apenas o gene cpsE obteve 99,4% de
cobertura. O presente estudo obteve resultados semelhantes em sua maioria, onde
os genes cpsA,B,C,D,E,F,L; neuAB,C,D; cfa/ctb, cylD,G,Z A,B,F,,J,K estiveram
presentes em 100% dos isolados, hylB em 88,9% dos isolados, cpsKk em 11,1% e cyIC
nao foi encontrado.

Um patégeno € capaz de demonstrar sua capacidade de desencadear infeccao
através da codificacdo de varios fatores de viruléncia ao mesmo tempo (Pietrocola et
al.,, 2018). A ndo expressdo de um gene de viruléncia pode ser explicada pela
ocorréncia de mutacles (insercdo, delecdo) e também pela regulacdo negativa de
proteinas que tornam as bactérias adaptadas as condicfes do ambiente em que esta
inserida (Sagar et al.,, 2013; Vasilyeva et al., 2015). Considerando a espécie
Streptococcus agalactiae, os genes de viruléncia aqui identificados como locus cps,
operon cyl, hylB e cfa/cfb sdo os principais genes que caracterizam sua
patogenicidade, tornando um problema ainda mais sério a ser resolvido no ambito do
combate & mastite.

Considerando a possibilidade de rastreamento dos genes de resisténcia e
viruléncia de isolados de Streptococcus agalactiae de mastite bovina, a utilizacao de
técnicas moleculares avancadas como o Sequenciamento do Genoma Completo séo

capazes de fornecer informagbes aprofundadas sobre o processo de infeccao
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desempenhado pelo patégeno e seus mecanismos de acdo, além de ser uma

importante ferramenta no desenvolvimento de estratégias de controle e prevencao.

5.6. Isolamento e identificacdo de Aerococcus viridans
Das 1.447 amostras, foram identificados 15 (1%) isolados confirmados como
Aerococcus viridans (Figuras 9A e 9B). Apenas os estados de Sao Paulo e Santa

Catarina apresentaram tais isolados.

Figura 9A. Aerococcus viridans em placa de agar sangue de carneiro. 9B. Coldnias de Aerococcus

viridans visualizadas através de coloragdo de GRAM.

5.7. Relacao entre os isolados de Aerococcus viridans, Contagem de Células
Sométicas (CCS) e Contagem Padrédo em Placa (CPP)

Dos 15 isolados de Aerococcus viridans, sete (46,6%) foram identificados de
leites de vacas saudaveis, quatro (26,7%) de leites com mastite subclinica e quatro
(26,7%) de mastite clinica (Figura 10).

O P N W b O O N

Mastite clinica Mastite subclinica Saudaveis

m Sdo0 Paulo  m Santa Catarina

Figura 10. Relagéo entre os estados do Brasil e o tipo de amostra em que foram identificados os
isolados de Aerococcus viridans.
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Através de analises estatisticas, foi possivel obter a mediana dos valores de
CCS e CPP das amostras de leite em que foram encontrados os isolados de
Aerococcus viridans (Tabela 8). Considerando a mediana do valor de CCS, é possivel
confirmar o fato de que a maioria dos isolados foram identificados a partir de amostras
de leites de vacas saudaveis (CCS < 200.000 CS/mL). A mediana do valor de CPP
esta dentro dos limites estabelecidos pela legislagdo (CPP < 900.000 CS/mL).

Tabela 8. Relacdo entre a mediana dos valores de CCS e CPP dos isolados de Aerococcus viridans.

Espécie Variavel Mediana p valor

o CCs 104.000
Aerococcus viridans < 0,0001
CPP 13.000

CCS: Contagem de Céluas Somaticas; CPP: Contagem Padrédo em Placa.

De acordo com a literatura, ja foram encontrados casos de infec¢cOes causadas
por Aerococcus viridans associadas a tilapias (Ke et al., 2012), lagostas (Stebbing et
al., 2012) e suinos (Martin et al., 2007). Com relacao especifica aos casos de mastite
em bovinos, foram encontrados 279 isolados (n=1674; 16,7%) de Aerococcus viridans
em amostras de leite com mastite subclinica na China (M. Sun et al., 2017), 38 (n=478;
8%) em amostras com mastite clinica no Japao (Saishu et al., 2015) e 36 (n=243;
14,8%) em amostras com mastite subclinica na Bélgica (Devriese et al., 1999), valores
superiores ao encontrado no presente estudo. No Egito, resultado ligeiramente inferior
foi encontrado: 11 isolados (n=92; 12%) identificados em amostras de leite com
mastite subclinica (Shaker et al., 2019).

Com relacdo ao Brasil, as pesquisas envolvendo esta espécie associada a
casos de mastite sdo escassas. Em S&o Paulo, de 162 vacas lactantes com historico
de mastite subclinica, foram encontrados 25 (15,4%) isolados de Aerococcus viridans
(Vasconcelos et al., 2013), valor acima ao encontrado no presente estudo. Ja em
Pernambuco, um isolado (n=214; 0,5%) foi encontrado em amostra de leite de cabra
com mastite (Aragédo et al., 2021) e um isolado (n=111; 0,9%) a partir das maos de
um ordenhador de leite de cabra para a producéo de queijo coalho artesanal (Aragéo
et al., 2022).

A possibilidade de interpretacdes fenotipicas equivocadas com outros
microrganismos como Streptococcus sp. ou Enterococcus sp. (Spakova et al., 2012;
Ezechukwu et al., 2019), associadas a auséncia de estudos aprofundados no Brasil,
podem colaborar para as baixas estimativas de identificacdo de Aerococcus viridans.

No entanto, metodologias avancadas como o sequenciamento do gene 16S rRNA,



58

contribuem para uma caracterizagdo mais precisa da espécie (Sukru et al., 2018).
Ainda sobre a baixa ocorréncia de estudos no Brasil, ndo foi possivel estabelecer um
parametro comparativo aprofundado com relacdo a incidéncia de Aerococcus viridans
nas diferentes regides do pais. No estado de S&o Paulo, foram identificados 25
isolados segundo Vasconcelos et al. (2013) e 15 no presente estudo, podendo até
entdo ser considerado o estado brasileiro com o maior ndmero de isolados
identificados de Aerococcus viridans em bovinos. Os estados de Pernambuco e Santa
Catarina merecem atencao: o primeiro por ja ter casos relatados envolvendo a
producéo de leite de cabra e o segundo por ter o primeiro caso registrado em vacas
de leite.

No presente estudo, a maioria (46,6%) dos isolados de Aerococcus viridans
foram identificados a partir de amostras de leite de vacas saudaveis. Este fato pode
ser associado a possiveis casos de contaminacao do leite, ja que esta espécie pode
ser encontrada no ambiente (solo, vegetacdo, matéria organica, poeira, ar) e até
mesmo no trato respiratério superior das vacas (Sukru et al., 2018). Além disso, séo
pouco identificadas como a unica espécie desencadeante da mastite bovina, sendo
comumente encontrada em amostras contaminadas e em culturas com diversos
outros microrganismos (Owens et al., 1990; Devriese et al., 1999; Pitkéla et al., 2004).

Por outro lado, retomando o estudo de Sun et al. (2015) na China, dos 279
isolados de Aerococcus viridans em amostras de leite com mastite subclinica, 80
(28,7%) foram identificados em culturas puras, sem a presenca de outras culturas
bacterianas na mesma amostra, o que coloca em prova a capacidade deste
microrganismo em desencadear mastite no rebanho. Ainda neste trabalho, foram
observados nas vacas infectadas uma reducédo na producéao diaria, modificacbes na
composicao do leite (reducéo do percentual médio de gordura, lactose e sélidos totais;
aumento do percentual de proteinas) e aumento no valor médio de CCS (que
caracteriza o estabelecimento da infec¢éo).

Neste trabalho, dos 15 isolados totais, 13 (86,7%) foram identificados de
culturas puras e dois (13,3%) em cultura com Staphylococcus coagulase negativa.
Dos 13, seis (46,1%) foram isolados de amostras de leites de vacas saudaveis, quatro
(30,8%) de mastite clinica e trés (23,1%) de mastite subclinica. Ou seja, a presenca
de culturas puras de Aerococcus viridans identificadas em amostras de leites
mastiticos evidencia a possibilidade da espécie em desencadear tal doenca no

rebanho. Das amostras de leites mastiticos, Sdo Paulo apresentou quatro (57,1%)
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isolados de amostras com mastite clinica e um (14,3%) com mastite subclinica. Santa
Catarina apresentou dois (28,6%) isolados de amostras com mastite subclinica.

5.8. Teste de disco-difus&o para susceptibilidade antimicrobiana de Aerococcus
viridans.

Foi possivel observar que a maioria dos isolados de Aerococcus viridans foram
considerados sensiveis aos antimicrobianos testados, ndo apresentando resisténcia
a PEN, AMC, TET e CFL. EST foi o antibiético com o maior numero de isolados
resistentes, com um total de quatro (26,7%). Os resultados estdo elucidados na
Tabela 9 e ilustrados na Figura 11.

Foi encontrado um (6,7%) isolado de Aerococcus viridans considerado
multirresistente, apresentando resisténcia a CLI, EST, NEO e OXA simultaneamente.
Este isolado foi identificado em uma amostra de leite proveniente de vaca saudavel

do estado de Santa Catarina.

Tabela 9. Resultados dos testes de susceptibilidade antimicrobiana de Aerococcus viridans.

Aerococcus viridans (n=15)

Antimicrobiano Classe S ! R
N (%) N (%) N (%)
Penicilina (PEN) B - lactdmicos 15 (100%) 0 0
Clindamicina (CLI) Lincosamidas 14 (93,3%) 0 1 (6,7%)
Amoxicilina com acido clavulanico (AMC) B - lactdmicos 15 (100%) 0 0
Estreptomicina (EST) Aminoglicosideos 11 (73,3%) 0 4 (26,7%)
Neomicina (NEO) Aminoglicosideos 14 (93,3%) 0 1 (6,7%)
Cefalotina (CFL) Cefalosporinas 15 (100%) 0 0
Oxacilina (OXA) B - lactdmicos 14 (93,3%) 0 1 (6,7%)
Tetraciclina (TET) Tetraciclinas 15 (100%) 0 0
Sulfazotrim (SUT) Sulfonamidas 14 (93,3%) 0 1 (6,7%)

S: sensivel; I: intermediario; R: resistente.

Segundo estudos de Shaker et al. (2019), que obtiveram um total de 11 isolados
de Aerococcus viridans, 100% (n=11) destes foram sensiveis a EST contra 73,3%
(n=11) de isolados sensiveis dentre os 15 do presente trabalho. 100% (n=11) dos
isolados foram resistentes a PEN, 81,8% (n=9) a AMC e 63,6% (n=7) a TET, enquanto
no presente estudo nenhum isolado apresentou resisténcia aos trés antimicrobianos.

Resultados semelhantes ao presente trabalho foram obtidos por Saishu et al. (2015).
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De 29 isolados representativos de Aerococcus viridans, nenhum apresentou
resisténcia a PEN, AMC e TET.

Figura 11. Teste de disco difusdo para susceptibilidade antimicrobiana de isolados de Aerococcus

viridans. E possivel observar resisténcia aos antimicrobianos EST e OXA.

Atualmente, existem poucas informacdes a respeito da suscetibilidade de
Aerococcus viridans a diferentes classes de antimicrobianos, porém Martin et al.
(2007) e Liu et al. (2015) relataram que a espécie apresenta elevada suscetibilidade
a B-lactamicos, apresentando conformidade com o presente estudo, onde 100% dos
isolados foram sensiveis a PEN e AMC e 93,3% sensiveis a OXA. Além disso, uma
possivel explicacdo para a variagdo nos padrdes de resisténcia e sensibilidade entre
0os estudos reportados pode ser a influéncia na escolha do antimicrobiano, das
praticas veterinarias adotadas entre os diferentes paises ou até mesmo a identificacao
errbnea do microrganismo, levando Aerococcus viridans a uma adaptacdo (Liu et al.,
2015).

Tendo em conta todos os resultados apresentados, € importante que este
microrganismo nao seja subestimado dentro do atual cenario da mastite bovina, ainda
mais considerando a descoberta, neste trabalho, de um isolado multirresistente

presente em amostra de leite de vaca saudavel.

5.9. Diversidade bacteriana e CCS de amostras de leite de tanque

Das 57 amostras de leite, 19 (33,3%) foram provenientes do estado do Par4,
13 (22,8%) de Goias, nove (15,8%) do Maranhéo, sete (12,3%) de Tocantins, quatro
(7%) de Séao Paulo, trés (5,3%) de Santa Catarina e duas (3,5%) de Minas Gerais.
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As sequéncias obtidas a partir do NGS foram identificadas, comparadas com a

base de dados e os resultados foram filtrados. Foram verificados um reino, quatro

filos, seis classes, 14 ordens, 28 familias e 43 géneros. Dentre estes, podemos

destacar Moraxellaceae (22,3%), Streptococcaceae (14,1%), Acetobacteraceae

(13,8%), Pseudomonadaceae (11,0%) e Enterococcaceae (9,0%) como as principais
familias (Figura 12); e Acinetobacter (22,3%), Pseudomonas (11,7%) e Acetobacter

(8,1%) como os principais géneros encontrados (Figura 13).
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Figura 12. Familias mais encontradas, representadas por graficos considerando a abundéancia total
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Figura 13. Géneros mais encontrados, também representados por graficos considerando a

abundancia total pela prevaléncia média.

Dos sete estados representados, ndo foi possivel obter os valores de CCS das

amostras de tanque de Sao Paulo (n=4) e Minas Gerais (n=2), ambos o0s

representantes da regido Sudeste. Das 51 amostras com identificacdo, 30 (58,8%)
foram classificadas como alta CCS (CCS > 500.000 CS/mL) e 21 (41,2%) como baixa
CCS (CCS <500.000 CS/mL). Das amostras com alta CCS, estao todas as 19 (63,3%)

amostras provenientes do Para, sete (23,3%) de Goias e quatro (13,4%) do Maranhao.
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Das amostras com baixa CCS, estdo todas as sete (33,3%) de Tocantins, todas as
trés (14,3%) de Santa Catarina, seis (28,6%) de Goias e cinco (23,8%) do Maranhé&o.

5.10. Analises de diversidade alfa

Para a analise da diversidade alfa, Goias foi selecionado como regido de
referéncia, cuja diversidade foi fixada em 0. A diversidade bacteriana das amostras de
leite de todas as outras regides foi entdo testada em relacdo a de Goias. Observando
o grafico (Figura 14), é possivel notar que a diversidade alfa bacteriana das amostras
de leite de tanque dos estados do Maranh&o e Para séo significativamente diferentes
de Goias, com os indices de Fisher, Chaol e ACE dentro da area de significancia (p
< 0,05). A diversidade bacteriana das amostras de Minas Gerais, Santa Catarina e
Tocantins ndo foi significativamente diferente de Goias (p > 0,05), ndo apresentando
nenhum indice na area de significancia. A diversidade bacteriana das amostras do
estado de S&o Paulo foi significativamente diferente de Goias (p < 0,05) apenas em

termos do indice de Simpson. O valor de p foi obtido por meio de ANOVA.

0.25-

0.00- L
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Figura 14. Gréfico comparando a diversidade bacteriana dentro de cada estado brasileiro analisado.

A linha pontilhada em laranja representa o limite do p-valor igual a 0,05.

Com relacédo aos valores de CCS, é possivel notar que ndo houve diferencas
significativas entre vacas com valores de CCS altos ou baixos em termos de
diversidade bacteriana alfa da microbiota do leite (amostras de tanques de leite)

(Figura 15), sendo os valores de p para todos os indices maiores que 0,05. : ACE (p
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= 0,32), Chaol (p = 0,29), Fisher (p = 0,53), InvSimpson (p = 0,31), Observado (p =
0,60), Shannon (p = 0,82) e Simpson (p = 0,74) (Tabela 10). Os valores de p também
foram obtidos por meio de ANOVA.
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Figura 15. Boxplot comparando as amostras de alta e baixa CCS dentro de cada um dos indices de

diversidade alfa.

Tabela 10. Tabela de significancia dos indices de diversidade alfa considerando os dados de CCS.

Métrica  Termo Estimativa Erro Padréo Estatistica p valor
ACE Baixo -49.0695002876011 48.9808426475199 -1.00181004726112 0,32
Chaol Baixo -53.7340045465173 50.1378031418731 -1.07172634577682 0,29
Fisher Baixo -5.33711202155751 8.43903719079091  -0.632431390085782 0,53
InvSimpson  Baixo 3.31785312024084 3.25341980586599 1.01980479563648 0,31
Observado Baixo -25.4848484848485 48.7823418277199  -0.522419538095383 0,60
Shannon Baixo -0.0543839910328033 0.237248555967093 -0.229227911677348 0,82
Simpson Baixo -0.0120576667927053 0.0374376821720649 -0.322073004874817 0,74

5.11. Analises de diversidade beta
A relagé@o entre amostras foi avaliada com base nas distancias de Bray-Curtis
a partir de analises de diversidade beta. O calculo PERMANOVA permitiu concluir que
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houve diferenca significativa (p = 0,000999) entre as amostras dos diferentes estados
do Brasil (Figura 16) e entre as amostras pertencentes aos grupos de alta e baixa
CCS (p = 0,000999) (Figura 17).
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Figura 16. Grafico representando a diversidade beta entre os estados do Brasil. Foram realizadas
analises de dissimilaridade multipla (MDS) considerando a distancia de Bray-Curtis como métrica de

dissimilaridade. “State.of .Brazil”: Estado do Brasil.
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Figura 17. Gréfico representando a diversidade beta entre os valores de CCS. Foram realizadas
andlises de dissimilaridade multipla (MDS) considerando a distancia de Bray-Curtis como métrica de
dissimilaridade. “Somatic.Cell.Count”: Contagem de Células Somaticas; “High”: alta; “Low”: baixa;

“NA”: ndo identificadas.
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Com relagéo a diversidade bacteriana de amostras de leite de tanque, a familia
Moraxellaceae engloba o género Acinetobacter, ambos identificados como 0os mais
abundantes neste estudo. Bactérias do género Acinetobacter sdo bactérias
amplamente encontradas no meio ambiente (solo, sedimentos, agua fresca e oceano),
porém sua presenca compondo a microbiota do leite e a microbiota fecal do gado ja
foi relatada. Além disso, sdo bactérias psicrotréficas (capazes de sobreviver e
multiplicar-se em temperaturas de refrigeragcdo, como a temperatura dos tanques) e
com elevado poder de deteriorag&o do leite considerando sua capacidade de produzir
enzimas lipoliticas e proteoliticas. A presenca deste género bacteriano no leite pode
ser explicada por: agua residual presente nos equipamentos de ordenha, tubulacées
do tanque e/ou outros equipamentos, incorreta higienizacdo dos equipamentos de
ordenha, falhas no trasporte e/ou armazenamento do leite, e Ubere e tetos
contaminados (Rodrigues et al., 2017; Lupo et al., 2018; McHugh et al., 2020;
Mohamed et al., 2022).

O género Pseudomonas, da familia Pseudomonadaceae, também foi muito
recorrente no presente estudo. A propagacéao desta bactéria nas amostras de leite de
tanque pode ter ocorrido atraves do contato com agua contaminada (utilizada para a
higienizacdo dos tetos e dos equipamentos), com a superficie dos tetos dos animais,
equipamentos de ordenha e até mesmo com a parte interna dos tanques de expansao.
Este género engloba bactérias psicrotroficas muito presentes em ambientes molhados
e lamacentos. Além disso, podem produzir proteases e lipases estaveis ao calor ao
longo do periodo de refrigeracdo do leite, contamindo-o. Tratamentos intramamarios
conduzidos de forma incorreta também sédo capazes de permitir a introducéo desta
bactéria na glandula mamaria das vacas (Brito & Sales, 2007; Fernandes et al., 2009;
Vidal et al., 2017).

As familias Streptococcaceae e Enterococcaceae estdo comumente envolvidas
em casos de mastite (Nguyen et al., 2020). Os principais representantes da familia
Enterococcaceae causadores de mastite sdo Enterococcus faecalis e Enterococcus
faecium. S&o patégenos Gram-positivos e responsaveis pela transmissdo ambiental
da doenca, devido sua capacidade de sobrevivéncia no ambiente por longos periodos
de tempo (Kim et al., 2022). Os principais representantes da familia Streptococcaceae,
tanto contagiosos quanto ambientais, foram amplamente apresentados e discutidos

no presente trabalho. Considerando o potencial de cada um destes microrganismos
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em desencadear mastite em bovinos de leite, sua presenga nos tanques de
resfriamento n&o deveria ser comum.

O género Acetobacter, incluido na familia Acetobacteraceae, compreende
bactérias que fazem parte da microbiota do rimen. S&o responsaveis pela produgéo
de acido acético a partir da oxidagcdo de acUcares e, além disso, a partir da captacéo
de oxigénio, sdo capazes de tornar o rimen um ambiente anaerébico, permitindo o
crescimento de archeas e outras bactérias anaerdbicas (Lyons et al., 2018; Zhao et
al., 2019). Sendo um género comumente encontrado no rimen, a provavel explicacao
da sua presenca nos tanques de resfriamento pode ser a transferéncia dessas
bactérias do trato gastrointestinal materno para a glandula maméaria e
consequentemente para o leite, ou por meio das fezes (Young et al., 2015). Porém
sdo necessarios estudos mais aprofundados para discutir essa possiblidade.

Estudos envolvendo o rastreamento de microrganismos presentes em tanques
de resfriamento de leite bovino sdo praticas comuns ao redor do mundo. Foi possivel
observar semelhanca dos resultados aqui apresentados com trabalhos de Skeie et al.
(2019) na Noruega e Sun et al. (2022) na Suécia, onde os géneros Pseudomonas
(26,6% e 17,2%), Acinetobacter (3,4% e 10,5%) e Streptococcus (6,4% e 4,5%) foram
uns dos mais encontrados em amostras de leite de tanque. Além disso, 0s géneros
Bacillus (11%) e Lactococcus (12%) foram recorrecontes no estudo de 2019, e
Peptostreptococcaceae nao classificados (4,3%) e Staphylococcus (3,1%) no estudo
de 2022. Na Alemanha, Odenthal et al. (2016) obtiveram Escherichia coli (75,6%),
Citrobacter spp. (9,6%), Enterobacter cloacae (6,1%) e Klebsiella oxytoca (3,7%)
como as espécies mais encontradas em amostras de leite de tanque.

Com relacdo aos estados do Brasil, ainda sdo poucos os estudos envolvendo
o microbioma de leite de tanque. No estado do Parana (regido Sul), estudos
conduzidos em 20 fazendas obtiveram o0s géneros Bacillus, Brachybacterium,
Enterococcus, Streptococcus, Micrococcus, Kocuria, Paenibacillus e Macrococcus
como 0s mais presentes em amostras de leite de tanque. Todos estes demonstraram
ser potenciais bactérias termoduricas deteriorantes de leite. Além disso, € importante
ressaltar a capacidade de producado de esporos do género Bacillus (Ribeiro Junior et
al., 2018). Apenas 0s géneros Streptococcus e Enterococcus assemelham-se aos
resultados obtidos no presente estudo. No estado de Minas Gerais (regido Sudeste),
estudos de Oliveira et al. (2021) obtiveram Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Klebsiella spp., Pseudomonas spp., Staphylococcus nao aureus e Streptococcus néo

agalactiae como os microrganismos mais abundantes em amostras de leite de tanque
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provenientes de um total de 11 fazendas. Pseudomonas spp. e Streptococcus néo
agalactiae assemelham-se com os resultados obtidos no presente estudo (familia
Pseudomonadaceae/género Pseudomonas; familia Streptococacceae,
respectivamente). Diferente do atual trabalho, o género Acinetobacter n&o foi
encontrado nos estudos de Minas Gerais e Parana.

Foi possivel analisar que os estudos aqui citados sobre o microbioma de leite
de tanque no Brasil foram conduzidos nas regides Sul e Sudeste, ambas regides de
destaque na producdo de leite no pais. A auséncia de estudos nas regides Norte,
Nordeste e Centro-Oeste compromete o estabelecimento de uma comparacao mais
apurada sobre a diversidade bacteriana presente nessas amostras que seja capaz de
englobar o Brasil como um todo.

Ademais, foi possivel notar que a maioria das familias e géneros bacterianos
detectados no presente estudo representam microrganismos de origem ambiental,
evidenciando a importancia de implementar procedimentos de manejo sanitario nas
fazendas a fim de prevenir a propagacdo desses agentes nos tanques de
resfriamento, ainda mais considerando a capacidade destes de sobreviver em baixas
temperaturas.

Com relacdo a métrica de diversidade beta, foi observado uma diferenca
significativa (p = 0,000999) de géneros e familias bacterianas entre os diferentes
estados do Brasil, revelando uma heterogeneidade dessas comunidades. Isso pbde
ser notado na comparacao feita entre o atual estudo e os trabalhos de Ribeiro Junior
et al. (2018) e Oliveira et al. (2021) ja citados, mesmo que estes envolvam apenas
estados das regides Sul e Sudeste do Brasil.

Considerando o estado de Goias como referéncia, foi possivel analisar que a
diversidade alfa bacteriana dentro dos estados de Minas Gerais (regido Sudeste),
Santa Catarina (regido Sul) e Tocantins (regido Norte) foram semelhantes a
diversidade bacteriana de Goias (regido Centro-Oeste). Ja os estados de Maranh&o
(regido Nordeste), Para (regido Norte) e Sao Paulo (regido Sudeste) foram
significativamente diferentes de Goias (Fisher, Chaol e ACE considerando os dois
primeiros, e Simpson para o ultimo).

Sao diversos os fatores que podem explicar as diferentes comunidades
bacterianas presentes em leites de tanque nos diferentes estados do pais. A
microbiota da glandula maméria infectada é diferente em relacdo a glandula mamaria
de um animal saudavel ja que apresenta menor rigueza e diversidade de

microrganismos. A mesma relacédo pode ser feita para o leite: leites ordenhados de
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glandula mamaria considerada saudavel apresentam maior riqueza e diversidade de
espécies. A idade das vacas também pode ser um fator a se considerar: quanto mais
velho o animal, maior a chance deste apresentar casos de mastite, que seréao
responsaveis por alterar a composi¢ao bacteriana do leite. A estacdo do ano também
pode influenciar: no verao, os casos de mastite sdo maiores devido ao aumento do
contato animal-patégeno, modificando a diversidade bacteriana do leite (Metzger et
al., 2018; Gongalves et al., 2022).

Com relagcéo a diversidade bacteriana das amostras de tanque levando em
consideracao os valores de CCS, foi observado no presente trabalho que houve
diferenca significativa (p = 0,000999) apenas entre as amostras pertencentes aos
grupos de alta e baixa CCS, ou seja, considerando apenas a métrica de diversidade
beta. Das familia encontradas neste estudo, Streptococcaceae, Pseudomonadaceae
e Enterococcaceae possuem representantes que sdo capazes de desencadear
mastite em bovinos de leite (Banerjee et al., 2017; Sumon et al., 2017; Rodrigues et
al., 2017), sendo uma possivel explicacdo para o valor elevado de CCS da maioria
das amostras de tanque (principalmente Streptococcaceae). Ainda sdo escassos 0S
estudos envolvendo a relacdo entre comunidades bacterianas em leite de tanque
associados com parametros de qualidade (CCS e CPP), porém resultados
interessantes foram obtidos por Porcellato et al. (2021) em estudo com amostras de
leite de tanque de 37 fazendas diferentes na Noruega coletadas em 2017 e novamente
em 2019 para compreender a manutencédo e as modificacBes na microbiota ao longo
de um periodo de tempo prolongado. Analises de diversidade beta (distancia de Bray-
Curtis) entre as amostras mostrou que a CCS média nao foi associada a composicao
da comunidade microbiana (p = 0,1), enquanto o sistema de ordenha apresentou um
valor p mais elevado (0,012) em relacéo a composicdo da microbiota em comparacao
com o ano, a localizacao geografica do rebanho e o nivel bacteriano (p < 0,001).

Diante disso, os métodos moleculares avancados como o0 Sequenciamento de
Nova Geracao do gene 16S rRNA permitem compreender a ecologia, a epidemiologia
e a diversidade bacteriana encontrada em amostras de leite de tanque. Este
rastreamento permite tracar as melhores estratégias de prevencado e controle dos
microganismos, principalmente os patogénicos, consequentemente melhorando a

gualidade do leite produzido nas fazendas brasileiras.
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6. CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados reforcam o potencial patogénico do género
Streptococcus sp. como um dos principais responsaveis por desencadear mastite em
bovinos de leite no Brasil, principalmente no que diz respeito sobre as espécies S.
agalactiae e S. uberis. A presenca de isolados resistentes, multirresistentes e
portadores de diversos genes de viruléncia trazem preocupagao quanto ao controle,
tratamento e consequente disseminacdo da doenca pelos rebanhos. A espécie
Aerococcus viridans pode representar uma potencial causadora de mastite no pais.
Além disso, o rastreamento de diversas familias e géneros bacterianos encontrados
em amostras de leite de tanque permitiu tracar as melhores estratégias de prevencéo
e controle das contaminacdes, consequentemente melhorando a qualidade do leite

produzido nas fazendas brasileiras.
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