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Comunicacao

[Communication]

Surto de mastite bovina causada por linhagens de Pseudomonas aeruginosa
multirresistentes aos antimicrobianos

[Outbreak of bovine mastitis caused by multiple drug resistant Pseudomonas aeruginosa strains|
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Os microrganismos envolvidos na génese das
infeccdes mamarias bovinas sdo classificados
convencionalmente  como  contagiosos e
ambientais. Fungos, algas e enterobactérias sdo
os agentes mais frequentes na etiologia das
mastites de origem ambiental (Santos e Fonseca,
2007; Ribeiro et al., 2008). A mastite por
microrganismos  ambientais ¢  transmitida
principalmente no intervalo entre-ordenhas, em
ambientes com excesso de matéria organica,
dejetos e umidade (Ribeiro et al., 20006).
Pseudomonas  aeruginosa  sdo  bactérias
oportunistas, ubiquas, identificadas em diversas
afecgdes, tanto nos humanos como nos animais,
observadas especialmente em quadros de otite,
cistite, endometrite, encefalite, linfadenite,
mastite, dermatite, abscessos, pneumonia,
enterite e septicemia (Radostits et al., 2007). No
ambiente, sdo encontradas preferencialmente na
agua, no solo e, ocasionalmente, nas plantas. Nos
animais, podem ser isoladas das mucosas e fezes
(Quinn et al., 2005).

A mastite bovina por Pseudomonas spp. esta
intimamente relacionada a &agua contaminada
utilizada na lavagem dos tetos, dos insufladores
(teteiras), da canalizagdo do equipamento de
ordenha, do conteudo reutilizavel de pré ou pds-
dipping, ou mesmo em cénulas contaminadas
durante a terapia intramamaria (Quinn et al.,
2005; Santos e Fonseca, 2007). A mastite por P.
aeruginosa ¢ incomum. Entretanto, ja foram
descritos surtos de mastite com manifestagdes
clinicas graves, hiperagudas, nas primeiras
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semanas pos-parto. A glandula mamaria
apresenta-se hiperémica, edemaciada e sensivel a
palpagdo. O leite revela a presenca de grumos,
pus e mostra-se amarelado a escurecido
(Radostits et al., 2007; Sela et al.,, 2007).
Microrganismos do género  Pseudomonas

apresentam comportamento psicrotroéfico.
Conceitualmente, este grupo de patogenos
caracteriza-se pela multiplicagdo em

temperaturas entre 20 a 40°C, embora sejam
habeis em multiplicar-se as temperaturas de
refrigeracdo indicadas para o armazenamento de
alimentos - abaixo de 8°C - o que gera grande
preocupagdo para os profissionais da area de
inspecdo de alimentos ¢ de qualidade do leite
(Santos e Fonseca, 2007).

Nos humanos, a ocorréncia de P. aeruginosa esta
associada  principalmente  aos  disturbios
entéricos, dermatites  pds-queimaduras e
osteomielites (Galanakis et al, 1997). Em
criangas, individuos imunossuprimidos - como
pacientes acometidos por neoplasias ou pelo
virus da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA) - as infecgdes por P. aeruginosa
assumem elevada gravidade (Quinn, 1998). A
bactéria figura dentre as principais causas de
infecgdes hospitalares. Ademais, classicamente
apresenta  multirresisténcia  aos  principais
grupamentos de antimicrobianos convencionais,
devido a mutacdes que determinam linhagens
resistentes as drogas derivadas do anel pB-
lactamico e fluorquinolonas (Paul et al., 1997). O
presente estudo investigou surto de mastite
bovina por linhagens de Pseudomonas
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aeruginosa multirresistentes aos  principais
antimicrobianos utilizados na terapia da mastite
bovina.

Foram encaminhadas ao Servigo de Diagnostico
de Mastite em Animais da FMVZ-
UNESP/Botucatu, SP, 37 amostras de leite de 36
vacas, provenientes de propriedade rural do
interior do Estado de Sdo Paulo, com histérico de
surto de mastite. O diagnoéstico de mastite clinica
foi firmado nos animais que apresentaram
alteragdes no leite (presenga de grumos, pus,
dessoragem ou estrias de sangue) no teste da
caneca telada de fundo escuro (Tamis), sinais de
inflamacdo na glandula mamaria (dor, edema,
hiperemia ou nodulos) e/ou sistémicos (Radostits
et al, 2007). A mastite subclinica foi
caracterizada utilizando-se o teste classico de
California Mastitis Test (escores 1+ a 3+)
(Schalm et al., 1971). As amostras de leite de
vacas com mastite clinica ou subclinica foram
semeadas em agar-sangue bovino desfibrinado
(5%) e agar MacConkey, incubadas em
aerobiose, a 37°C, por 72 horas. P. aeruginosa
foi identificada com base nas caracteristicas
morfotintoriais e bioquimicas (Krieg e Holt,
1984). O perfil de sensibilidade microbiana dos
microrganismos isolados foi realizado mediante
a técnica de difusdo com discos (Performance...,
2003), utilizando-se antimicrobianos disponiveis
comercialmente para a terapia intramamaria em
vacas, a saber: ampicilina (10pg), cefalexina
(30pg), cefoperazona sddica (751g), cloxacilina
(5pg), danofloxacina (5ug), enrofloxacina (5ug),
florfenicol ~ (30pg), gentamicina  (10pug),
neomicina (30ug), penicilina/novobiocina (40ug)

e tetraciclina (30ug). Foram consideradas
multirresistentes as linhagens com resisténcia
simultinea a trés ou mais antimicrobianos.

Dos 36 animais avaliados, 30 apresentaram
mastite clinica e seis subclinica. Destes, em 19
animais, 16 com mastite clinica e trés com
mastite subclinica, foram isoladas, com 24 horas
de incubagdo em Agar sangue, colOnias
irregulares, com bordas serrilhadas, de 1-2mm de
diametro, de odor citrico, com presenga de halo
estreito de hemdlise que, em 48 horas,
apresentou halo hemolitico pronunciado. No agar
MacConkey, foram observadas com 24 horas de
incubagdo, colonias  irregulares, lactose-
negativas, produtoras de pigmentos de tonalidade
amarelada, esverdeada ou enegrecida. Com base
nas caracteristicas morfotintoriais e bioquimicas,
o microrganismo isolado foi classificado como
P. aeruginosa. Nos demais animais, foi isolada
predominantemente Escherichia coli, em cultura
pura ou em associagdo com P. aeruginosa. O
cultivo de amostras de agua de lavagem dos
insufladores (teteiras), do pré e pos-dipping e da
canalizacdo do equipamento de ordenha da
propriedade, revelou o isolamento de P.
aeruginosa na solugdo do pré-dipping e na agua
utilizada na lavagem dos insufladores.

O perfil de sensibilidade microbiana das 19
linhagens de P. aeruginosa (Tab. 1) mostrou que
enrofloxacina (73,7%) e danofloxacina (73,7%)
foram os antimicrobianos mais efetivos frente
aos microrganismos isolados. Na totalidade
destes, observou-se resisténcia multipla a cinco
ou mais dos antimicrobianos utilizados.

Tabela 1. Perfil de sensibilidade microbiana na prova de difusdo com discos em 19 linhagens de
Pseudomonas aeruginosa isoladas de surto de mastite bovina, Botucatu, SP, 2008

Numero de linhagens (%)

Antimicrobiano Sensivel Parcialmente sensivel Resistente
Ampicilina 0(-) 0(-) 19 (100,0)
Cefalexina 0(-) 0(--) 19 (100,0)
Cefoperazona 4(21,0) 5(26,3) 10 (52,6)
Cloxacilina 0(--) 0(--) 19 (100,0)
Danofloxacina 14 (73,7) 4(21,0) 1(5,3)

Enrofloxacina 14 (73,7) 5(26,3) 0(-)

Florfenicol 1(5,3) 0(-) 18 (94,7)
Gentamicina 0(-) 0(--) 19 (100,0)
Neomicina 0(-) 5(26,3) 14 (73,7)
Penicilina/novobiocina 0(-) 0(-) 19 (100,0)
Tetraciclina 0(--) 0(--) 19 (100,0)
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Surto de mastite bovina...

Classicamente os casos de mastite por P.
aeruginosa sao descritos como manifestagoes
clinicas agudas, nas primeiras semanas de
lactacdo, com reducdo abrupta na produgdo de
leite e perda da fung@o glandular (Radostits et al.,
2007). De maneira similar, a maioria dos animais
do presente estudo apresentou mastite clinica,
hiperaguda, com manifestacdes clinicas graves
na glandula mamaria e alteragdes significativas
no leite. Este resultado coincide com os achados
de outros autores que se referem aos
microrganismos ambientais - incluindo P.
aeruginosa - frequentemente associados aos
casos de mastite clinica, hiperaguda, nas
primeiras semanas pods-parto (Ribeiro et al.,
2006; Santos ¢ Fonseca, 2007). O isolamento de
P. aeruginosa da solucdo de imersdo do pré-
dipping e da agua utilizada na limpeza dos
insufladores da ordenha estd em consonancia
com outros autores que afirmaram que a agua
utilizada no ambiente de ordenha dos animais ¢
uma das principais vias de transmissdo do agente
para a glandula mamaria (Radostits et al., 2007;
Santos e Fonseca, 2007).

A multirresisténcia dos 19 isolados foi verificada
para ampicilina, cefalexina, gentamicina,
tetraciclina, penicilina/novobiocina e cloxacilina.
Estes antimicrobianos ndo-efetivos frente aos
isolados compdem os principais principios ativos
utilizados na terapia intramamaria de vacas no
Brasil, na lactagdo e no periodo seco, fato que
dificulta sobremaneira a institui¢do da terapia
intramamaria contra P. aeruginosa (Ribeiro,
2008). Tanaka et al. (2002) investigaram o perfil
de sensibilidade in vitro de linhagens de P.
aeruginosa isoladas de diferentes afeccdes em
animais - incluindo casos de mastite bovina - e
encontraram resisténcia multipla das linhagens
para ampicilina, tetraciclina e enrofloxacina, e
sensibilidade para a gentamicina. A elevada
resisténcia dos 19 isolados de P. aeruginosa é
similar aos achados de outros estudos, que
também assinalaram multirresisténcia do agente
aos antimicrobianos de uso em medicina humana
e/ou veterinaria (Paul et al., 1997; Radostits et
al., 2007), fato que pode ser creditado a
resisténcia da bactéria, principalmente aos
farmacos do grupo das fluorquinolonas e
derivados do anel betalactdmico.

Enrofloxacina e danofloxacina foram os
antimicrobianos  efetivos  frente aos 19
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microrganismos isolados. Em que pese a
efetividade in vitro observada para estas
quinolonas, a eficacia in vivo na terapia mamaria
ou parenteral nas infec¢des mamadrias por P.
aeruginosa ¢ reduzida. Diante da ineficacia da
terapia convencional com antimicrobianos e na
vigéncia de casos de mastite pelo
microrganismo, recomenda-se a secagem abrupta
das fémeas acometidas, a ablagdo quimica dos
quartos afetados ou mesmo o descarte dos
animais infectados, somados as medidas de
controle e profilaxia para microrganismos de
origem ambiental na casuistica de mastite
(Ribeiro, 2008).

Nos tltimos anos, com a necessidade de prazo de
validade mais longo, a conservagdo do leite e
derivados ¢ um dos principais desafios da
industria de laticinios. A contaminagdo da
matéria prima por psicrotroficos, como o género
Pseudomonas, que se multiplica em temperaturas
de refrigeragéo (4-8°C) — indicada no estoque de
alimentos — e produz enzimas lipoliticas e
proteoliticas, que determinam a degradagdo e
depreciacdo do produto, constitui problema
emergente para os profissionais da area de
inspecado sanitaria e de qualidade do leite (Santos
e Fonseca, 2007). A presenca de surto de mastite
bovina por linhagens de P. aeruginosa,
multirresitentes, ¢ de potencial zoondtico,
inclusive em animais com mastite subclinica —
cujo leite pode inadvertidamente ser enviado
para o laticinio ou consumo in natura —, reforca a
importancia para os procedimentos de controle e
profilaxia de mastite em rebanhos Ileiteiros.
Perante a caracterizagdo de surto classico de
mastite bovina por microrganismo de origem
ambiental, foram recomendadas varias medidas
especificas para o controle deste patéogeno na
propriedade, quais sejam: a retirada diaria de
dejetos e matéria organica do ambiente de
ordenha, desinfec¢do das instalagoes;
substituicdo do recipiente de imersdo do pré-
dipping por outro que ndo permita o refluxo do
antisséptico; higieniza¢do ao final da ordenha
dos recipientes de pré e poOs-dipping;
oferecimento de alimento para as vacas na pos-
ordenha; cloragdo da dgua de uso no ambiente de
ordenha; pavimentagdo e retirada diaria de
dejetos do ambiente da pré e pds-ordenha.

Palavras-chave: bovino, Pseudomonas aeruginosa,
surto, mastite, resisténcia a antimicrobianos
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ABSTRACT

Uncommon outbreak of mastitis caused by Pseudomonas aeruginosa strains in 19 cows was reported.
Enrofloxacin (73.7%) and danofloxacin were in vitro effective against those strains. In vitro multiple
drug resistance of the isolated bacteria was observed to five or more conventional antimicrobials used
for mammary therapy, including ampicillin (100.0%), cefalexin (100.0%), cloxacillin (100.0%),
gentamicin (100.0%), penicillin/novobiocin (100.0%,), cefoperazone (52.6%), tetracycline (100.0%),
florfenicol (94.7%), and neomycin (73.7%). Epidemiological findings, clinical signs, in vitro
susceptibility profile, control measures, and public health risks were discussed in cows infected by P.

aeruginosa.

Keywords: bovine, Pseudomonas aeruginosa, outbreak, mastitis, drug resistance
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