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RESUMO

A mastite, inflamagdo da glandula mamaria, é uma das principais doengas da bovinocultura de
leite tendo como principal agente infeccioso bactérias do géneiStaphylococcusspp.que comumente
apresentamresisténcia aos antibidticos utilizados no tratamento da mastite. Desta forma, objetivou-
se com este estudo tragar o perfil de sensibilidade antimicrobiana de 59 cepas de estafilococos
coagulase positivo, isolados de amostras de leite de vaca com mastite. Os testes de sensibilidade
antimicrobiana foram realizados através da técnica de difusdo com discos para 13 antibioticos,
verificando-se que os mais eficazes foram a vancomicina com 100% de sensibilidade e a norfloxacina
com96%. O menos eficaz foi a penicilina com 20% de sensibilidade. Em alguns municipios estudados
ascepas de estafilococos apresentaram resisténcia multipla para 6 a 9 antibioticos simultaneamente.
Conclui-se que a analise da sensibilidade antimicrobiana in vitro deve ser considerada pelos
proprietérios antes da tomada de decisdes para a escolha do tratamento adequado para reduzir
perdas na producdo de leite e em programas de controle da doenca em questao.
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ABSTRACT

PROFILE OF IN VITRO ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF COAGULASE-POSITIVE
STAPHYLOCOCCUS ISOLATED FROM COWS” MILK WITH MASTITIS IN THE RURAL AREA
OF THE STATE OF PERNAMBUCO. Mastitis, inflammation of the mammary gland, is one of the
main diseases of milk cattle, having as the main infectious agent tl&taphylococcusspp. bacteria,
whichcommonly presents resistance to the antibiotics used in the treatment of mastitis. For this
reason, this study was aimed at drawing the profile of anti-microbial sensibility of 59 strains of
coagulase-positive staphylococcus, isolated from samples of cow milk with mastitis. The tests of
anti-microbial sensibility were accomplished through a diffusion technique with disks for 13
antibiotics, it being verified that the most effective were vancomycin with 100% of susceptibility
and norfloxacin with 96%. The least effective was penicillin with 20% of susceptibility. In some of
the studied coutries the staphylococcus strains presented multiple resistance to from 6 to 9
antibiotics simultaneously. The conclusion is that the analysis of the anti-microbial susceptibility
in vitro should be considered by the proprietors before taking decisions about the choice of the
appropriate treatment in order to reduce losses in the production of milk and in control programs
of the disease in question.

KEY WORDS: Staphylococcus spp., antimicrobial susceptibility, bovine, mastitis.

INTRODUCAO osa, sendo as causas infecciosas as principais, desta-
cando-se as de origem bacteriana. Os patégenos cau-

Mastiteé a denominagdo do processo inflamatério  sadoresde mastite tém sido classificados emgrupos

da glandula mamadria. Sua etiologia pode ser deori- diferentes: contagiosos e ambientais. Os chamados
gem toxica, traumatica, alérgica, metabolica énfecci- contagiososnecessitam do animal para a sobrevivén-
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cia, multiplicam-se na glandula mamaria, canal do
teto ou sobre a pele, sdo transmitidos de uma vaca
infectada ou quarto mamario infectado para uma
vaca sadia ou quarto sadio, principalmente durante
a ordenha. Os patégenos ambientais sdo oportunis-
tas, estdo presentes no ambiente em que o animal vive
ea infecgdo pode ocorrer no periodo entre ou durante
a ordenha (Cosra, 1998).

Os microrganismos mais comuns em casos de
mastite bovina sdo  Staphylococcus aureus,
Staphylococcus spp., Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis, Corynebacteriumspp., 5,Escherichia
coli, Nocardia spp. e Prototheca zopffi (Brases et al.,
1999).

Dentre os patégenos contagiosos, &taphylococcus
aureus é o mais freqiiente nos casos de mastite bovina
(Zscrock etal., 2000). Possui varios fatores de virulén-
cia que contribui para sua persisténcia no tecido
mamario e, embora medidas preventivas que visam o
controle das mastites sejam amplamente praticadas,
as mastites causadas por este patégeno ainda sdo
bastante comuns (PHiror, 1984; Santos et al., 2003).

OS. aureusé mundialmente conhecido como agente
causador de varias doengas purulentas tanto em hu-
manos como em animais (BeaN & GRrirIN, 1990) sendo
também, uma das causas mais importantes de intoxi-
cacao alimentar (Pennaetal., 1998), devido a produgao
de vérias enterotoxinas (Omck etal., 2002). Desta forma,
0 leite e produtos derivados sdo importantes veiculos
de S.aureuse comumente estao envolvidos em surtos de
intoxicagao alimentar (BergpoLL, 1989).

As infec¢Oes intramamadrias sdo freqiientes e im-
portantesem bovinos leiteiros, sendo responséveis por
grandes prejuizos a pecudria leiteira pois ocasionam
reducdona produgdo de leite, gastos com medicamen-
tos e assisténcia veterinaria, descarte de leite contami-
nado apo6s tratamento e descarte precoce de animais
doentes (Cosra et al., 1999). Além disso, as mastites
adquirem importancia para a satde publica pela pos-
sibilidade de veiculacdo de microrganismos, toxinas e
residuos de antimicrobianos no leite (Cosra, 1998).

OSS. aureus além de ser responséavel por grandes
prejuizos a pecuaria leiteira, apresenta resisténcia a
diversos antibiéticos utilizados rotineiramente no
tratamento desta doenca. Desta forma, é de grande
importancia o isolamento e identificagdo desse agen-
teem laboratérios e a anélisén vitroda sensibilidade
antimicrobiana para um melhor controle através de
terapéutica adequada. Segundo Briro et al. (2001),
diversos estudos que tratam da susceptibilidade a
antimicrobianos de patégenos da mastite bovina no
Brasil apontam para um aumento crescente no pa-
drdo de resisténcia, principalmente paraS. aureus, o
agente mais freqtientemente isolado.

Osresiduos de antibiéticos no leite podem apare-
cerdevido ao tratamento parenteral e ou intramamario

de animais em lactagdo e representam o principal
pontocritico de controle de contaminacao quimica no
leite. Os riscos a satide do consumidor sdo apresenta-
dos principalmente pelo desencadeamento de feno-
menos alérgicos em individuos sensiveis, pelos efei-
tos téxicos e carcinogénicos, por altera¢des no equili-
brio da microbiota intestinal e pela selecao de bacté-
rias resistentes no trato digestivo dos consumidores
(Mansur et al., 2003).

Diante do exposto, este trabalho teve como finali-
dade verificar quais sdo os microrganismos mais
freqiientes em casos de mastite bovina e avaliar a
sensibilidade antimicrobiana in vitro de amostras de
Staphylococcus coagulase positivo para contribuir com
os estudos de etiologia, tratamento e controle desta
doenga em diferentes municipios da regido do Agres-
te do Estado de Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados 246 animais procedentes de 11
propriedades de exploracao leiteira dos Municipios
de Angelim (Municipio A), Sdo Bento do Una (Muni-
cipioB), Caetés (Municipio C) e Correntes (Municipio
D), localizados no Agreste do Estado de Pernambuco.

Nos rebanhos estudados o sistema de cria¢io era
semi-intensivo, sendo os animais alimentados a base
de concentrado e volumoso e recebendo agua proce-
dente de pogos e agudes, com producdo média didria
de7,5 L de leite por animal. Os animais eram ordenha-
dos uma ou duas vezes ao dia, pelo sistema de orde-
nha manual ou mecénica (Municipios A e B) ou
apenas manual (Municipio C e D). A raga predomi-
nante nos rebanhos leiteiros estudados era holande-
sa, porém em algumas propriedades observou-se a
utilizacdo de animais da raga girolanda, guzera leitei-
ro e seus mesticos.

Ap6s prévia lavagem do tbere com 4dgua e sabdo,
secagem com papel toalha e anti-sepsia do 6stio da
teta com alcool a 70° GL as amostras de leite foram
colhidas dos quartos mamarios com mastite clinica,
positivos ao teste da caneca telada, e daquelas com
mastite subclinica, positivos ao California Mastitis
Test (CMT) (ScHaM & NoorLaNDER, 1957). Colheu-se
aproximadamente 5 mL de leite, em frascos com tam-
pa rosqueével, estéreis e previamente identificados
com o nome ou nimero do animal e do quarto mama-
rio, sendo enviadas sob refrigeragdo ao Laboratério
de Doencas Infecto-Contagiosas da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, para serem devida-
mente processadas.

Alactocultura foi realizada em placas contendo Agar
Base,acrescido de 8% (v/v) de sangue ovino desfibrinado
eem Agar Levine. As placas foram incubadas em aerobiose
a37° C por 72h, sendo analisadas a cada 24h.
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Observaram-se caracteristicas de crescimento das
colénias em placa, como producdo de hemdlise, pig-
mento e caracteristicas morfo-tintoriais utilizando o
método de coloracao pela técnica de Gram. Para a
identificagdo de S. aureus todas as cepas de
estafilococos foram submetidas aos testes de produga
de coagulase livre (Plasma Coagulase EDTA, Coagu-
Plasma LB - Laborclin, Brasil), termonuclease (Tnase
- Agar Azul de Orto-toluidina-DNA) e catalase,
segundo SiLvaetal. (1997). As provas de produgdo de
acetoina, fermentacdo da glicose (aerobiose) e do
manitol (aerobiose e anaerobiose) foram realizadas
segundo Mac FappiN (1980). Sendo os isolados clas-
sificados de acordo com BARD-PARKER (1990).

Aidentificagdo de outras bactérias Gram-positiva
foi realizada segundo Qum et al. (1994) e para as
enterobactérias foram utilizadas as seguintes provas
bioquimicas: producio de urease, reacio em Agar
Triplice Agtcar Ferro (TSI), teste de VM/VP (VM -
reacao de Vermelho de Metila; VP - reacdo de Voges-
Proskauer), teste em Agar SIM (S - produgao de HS;1
- produgéo de Indol; M - motilidade) e teste em Agar
Citrato (utilizagao do carbono do citrato), sendo
identificadas de acordo com CarTER (1988).

Os testes de sensibilidade antimicrobianain vitro
dos isolados de S. aureus e outros estafilococos
coagulase positivos foram realizados utilizando a
técnica de difusdo em agar segunddBaueretal. (1966)
em Agar Miieller Hinton, utilizando os seguintes
discos impregnados de antibiéticos: amoxicilina (10
ug), bacitracina (10 U.L), cloranfenicol (30 pg),
eritromicina (15 pg), enrofloxacina (5 pg), gentamicina
(10 pg), lincomicina (2 pg), norfloxacina (10 pg),
novobiocina (30 pg), oxacilina (1 png), penicilina (10
U.L),sulfa (25 pg) + trimetoprim (5 pg), tetraciclina (30
ug) e vancomicina (30 pg).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados 246 animais, totalizando 984
quartos mamaérios. Destes, 10 (1,0%) apresentaram
mastite clinica, 562 (57,1%) mastite subclinica e 412
(41,9%) foram negativos.

Correlacionando o teste do CMT com o exame
microbiolégico, verificou-se que dos 562 quartos
mamarios com mastite subclinica, ou seja, reagentes
ao CMT, 356 (63,3%) foram positivos ao exame
microbiolégico e 206 (36,7 %) foram negativos. Os
resultados positivos no CMT, mas negativos no exa-
me microbiolégico, pode indicar um processo infla-
matoério de etiologia ndo bacteriana, pois segundo
Cosract al. (1996), o CMT é um método auxiliar de boa
correlagdo com o exame microbiolégico, porém
o processo inflamatério pode nao ser de origem
infecciosa.
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Tabelal - Microrganismos isolados de leite de vacas com
mastite em municipios do Agreste do Estado de
Pernambuco, 2005.

Microrganismos FA FR

Staphylococcus coagulase negativa 172 36,0%
Corynebacterium spp. 166 34,8%
Staphylococcus aureus 65 13,6%
Bacillus spp. 25 5,3%
Micrococcus spp. 19 4,0%
Streptococcus spp. 18 3,8%
Staphylococcus coagulase positiva 7 1,5%
Enterobacter spp. 3 0,6%
Escherichia coli 2 0,4%
Total 477 100,0%

FA - Freqiiéncia Absoluta n
FR - Freqtiéncia Relativa.

Mesmo apresentando alguns resultados positi-
vosno CMT mas que ndo indique processo infeccioso,
este teste deve ser rotineiramente executado para que
medidas no manejo dos animais e na linha de orde-
nha sejam adotadas para garantir maxima produgao
e qualidade do leite.

Os microrganismos isolados das 572 amostras de
leite de vaca com mastite encontram-se na Tabela 1,
verificando-se que os agentes mais prevalentes nos
casos de mastite bovina no Agreste do Estado de
Pernambuco foram Staphylococcus coagulase negati-
va 36%, Corynebacterium spp. 34,8 % eS. aureus13,6%,
corroborando com achados dePrrkiLietal. (2004) que
observaram que o agente etiol6gico mais prevalente
nos casos de mastite bovina na Finlandia foi
Staphylococcus coagulase negativa (49,6%) seguido
por Corynebacterium bovis (34,4%).

Segundo GenTILINI et al. (2002) atualmente os
estafilococos coagulase negativo tém recebido maior
importancia como agentes causadores de infec¢des
intramamaériasem bovinos leiteiros em todo o mundo.

Costa et al. (1995) observaram que o agente
etioloégico mais prevalente nos casos de mastite bovi-
naem propriedades nos Estados de Sdo Paulo e Minas
Gerais foi Staphylococcus spp. (34,09%), porém Brrroet
al. (1999) verificaram maior prevaléncia para
Corynebacterium spp. (55,2%) como agente etiolégico
de mastite bovina em rebanhos localizados na Zona
da Mata e Campo das Vertentes do Estado de Minas
Gerais.

Na mesma regiao avaliada neste estudo, ou seja,
Agreste do Estado de Pernambuco,PINHERODESAet al.
(2000) verificaram que os microrganismos mais co-
munsem casos de mastite bovina forartaphylococcus
spp- (32,6%) e Corynebacterium spp. (13,2%), porém,
entre os estafilococos isolados, a espécie S. aureus

Arg. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.72, n.2, p.173-179, abr. /jun., 2005


IdeaPad
Caixa de texto
175

IdeaPad
Caixa de texto
Arq. Inst. Biol., São Paulo, v.72, n.2, p.173-179, abr./jun., 2005


176

M.F.L. de Freitas et al.

apresentou maior prevaléncia (66,4%). No entanto,
apesar de se tratar da mesma regido os resultados
foram divergentes aos obtidos neste estudo, pois os
estafilococos coagulase negativa foram mais
prevalentes que o0S. aureus. O géneroCorynebacterium
spp. apresentou maior percentual de isolamento
(34,7 %) em relagao ao observado por PINHERO DE SAet
al. (2000).

Tabela 2 - Anélise geral do perfil de sensibilidade
antimicrobiana de 59 cepas de estafilococos coagulase
positivas isoladas de amostras de leite de vacas com
mastite no Agreste do Estado de Pernambuco, 2005.

Operfil de sensibilidade antimicrobiana de 59 amos-
tras de estafilococos analisadas encontra-se na Tabela
2, das quais 52 amostras eram deS. aureus e 7 amostras
de Staphylococcus coagulase positiva. Os percentuais
geraisde sensibilidade, resisténcia e sensibilidade inter-
mediariaforam de 64,5%, 28,5% e 7,0%, respectivamen-
te. Os antibitticos mais eficazes foram a vancomicina
com 100% de eficacia e a norfloxacina com 96% e os
menos eficazes penicilina com apenas 20% de sensibi-
lidade e amoxicilina com 25% (Tabela 2).

Resultados semelhantes foram obtidos pomBRriroet
al.(2001) que observaram que a norfloxacina apresen-
tou 100% de eficacia para cepas de estafilococos
isoladas de mastite bovina na Zona da Mata do
Estado de Minas Gerais. A alta eficacia da

Osresultados apresentados revelaram altos indices

naG, bem como, ampicilina, amoxicilina e carbenicilina

B IyIunicipio A

B Iluricipio B

W [yTunicipio ©

O hlurdcipio D

Antibiéticos Sensivel Intermedidrio Resistente . . .
vancomicina deve-se, possivelmente, ao pouco uso
Amoxicilina 25% 0% 75% deste antibidtico em medicina veterinéria, pois em
Penicilina 20% 0% 80% nenhuma das propriedades estudadas este medica-
Oxacilina 65% 20% 15% mento era utilizado.
Vancomicina 100% 0% 0%
Gentamicina 42% 7% 51% de resisténcia tanto para a amoxicilina quanto para a
Lincomicina 32% 12% 56 % penicilina. A amoxicilina pertence ao mesmo grupo de
Norfloxacina 96% 2% 2% antibiéticos beta-lactdmicos e geralmente os estafilococos
Enrofloxacina 88% 3% 9% mostram elevada resisténcia (acima de 70%) & penicili-
Tetraciclina 71% 3% 26%
Novobiocina 71% 14% 15% (Tavares, 2000). Os estafilococos isolados de leite de
Cloranfenicol 83% 10% 7% vacas com mastite quase sempre apresentam altos indi-
Sulfa+Trimetoprim  95% 5% 0% ces de resisténcia a penicilina (ANprape etal., 2000; Costa
Bacitracina 48% 15% 37% et al., 2000; Byarucasa et al., 2004). Porém, através de
100,0%:
a0,0%
a0,0%a
70,0%
60,0%
50,0%
40, 0%
30,0%
20,0%
10,0%
0,0%

Fig. 1 - Comparagdo da resisténcia antimicrobiana de cepas de estafilococos coagulase positivo por antibiéticos e
municipios estudados (A, B, C e D) no Agreste do Estado de Pernambuco, 2005.
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testes de sensibilidadein vitro, é possivel detectar cepas
deestafilococos sensiveis e sugerir a utilizagdo da peni-
cilinano tratamentoin vivo,ao invés, de um medicamen-
tode tltima geracdo. Devendo lembrar que muitas vezes
um antibiético apresenta-se sensivel no teste in vitro,
mas nao tem boa eficicia in vivo.

Analisando individualmente os resultados de
resisténcia das amostras de estafilococos isoladas de
leite de vacas com mastite por municipio estudado e
por antibiético testado (Fig. 1), observou-se que a
amoxicilina apresenta baixa eficacia em todos os
municipios, a penicilina poderia ser indicada para
tratamento de mastite no municipio D e a norfloxacina
em todos os municipios exceto o B. A gentamicina foi
100% eficaz apenas para isolados do municipio C
(Fig. 1).

Na Figura 1, observa-se que a gentamicina e a
lincomicina apresentaram maior resisténcia no
Municipio B, a sulfa+trimetoprim no A e que a
vancomicina foi 100% eficaz em todos os municipios
estudados.

Segundo Lanconiet al. (2000) a gentamicina con-
tinua sendo um antibiético eficaz para o tratamento
dasmastites bovinas de origem bacteriana da mesma
forma que vérios autores verificaram altos indices de
sensibilidade de estafilococos isolados de casos de
mastite a este antibiético (Cosraet al., 2000; Briroetal.,
2001; Watanase et al., 2001; Byarucass, 2004). No
entanto, no presente estudo verificou-se alto nivel de
resisténcia a este antibiético, principalmente, no
Municipio B, onde este antibiético era mais
frequientemente utilizado para tratar os animais com
mastite.
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No Agreste do Estado de Pernambuco, OLIVERA et
al.(2002) observaram que as amostras de estafilococos
isoladas de casos de mastite bovina foram 100%
sensiveis a gentamicina, ndo corroborando com os
resultadosdesta atual pesquisa, onde valores elevados
de resisténcia dos estafilococos foram encontrados,
principalmente, no municipio onde este era o antibético
deeleicdo no tratamento das mastites. Este fato reflete
ainda mais a importancia dos exames laboratoriais e
como o uso indiscriminado de um determinado anti-
biético seleciona bactérias resistentes.

A alta resisténcia para a sulfa+trimetoprim em
apenas um dos municipios estudados (Municipio A,
Fig. 1) pode estar associada ao uso deste quimiote-
rapico para tratar mastites, uma vez que as sulfas sao
principalmente utilizadas no tratamento preventivo
desepticemias em animais com mastites por coliformes
(Ouvera et al., 2000), ou ainda pelo uso de sulfa no
tratamento de parasitoses como a coccidiose bovina.

Ao analisar as amostras de estafilococos resistentes,
verificou-se que no municipio A mais de 60% das
amostras foram resistentes para 6 a 9 antibiéticos
simultaneamente. No municipio B esta multirresis-
téncia foi maior para 4 a 5 antibiéticos. No C para 2 a
3eno D todas as amostras apresentaram-se resistentes
para 2 a 3 antibiéticos (Fig. 2).

O alto percentual de multirresisténcia revelado
pelosisolados deS. aureusnos municipios estudados
é preocupante, pois muitos dos antibiéticos disponi-
veis no mercado nao teriam efeito sobre esta bactéria
dificultando ou impossibilitando o tratamento dos
animais com mastite e trazendo maiores gastos e
prejuizos para os proprietarios.

100,0%

90.0%

80,0%

B Municipio A

70,0%

60,0%

B Municipio B

S0.0%
40,00

B Municipio C

30,0%

O Municipie D

al0%

100% ]

O % T

2al
Antihidticos

dais

Eecistente para Eesistente para Eesistente para

Antihidticos

bal
Antihidticos

Fig. 2 - Perfil de resisténcia multipla de Staphylococcus coagulase positivos isolados de leite de vacas com mastite nos
(Municipio A, B, C e D) do Agreste do Estado de Pernambuco, 2005.
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Naspropriedades dos municipios A e B de ordenha
manual e mecénica verificou-se maiores indices de
resisténcia em relagdo as propriedades dos Municipios
C e D onde a ordenha era exclusivamente manual.
Outro aspecto interessante é que nas propriedades
dos municipios C e D os proprietarios dificilmente
tratavam os animais com mastite, preferiam retira-los
do plantel. Talvez a pouca utilizacdo de antibiéticos
tenha contribuido para a baixa resisténcia apresenta-
da pelos isolados dos municipios C e D.

Devido ao alto custo para a realizagdo da cultura
doleite mastitico, isolamento e identificacdo dos agen-
tesinfecciosos e testes de sensibilidade antimicrobiana,
muitas propriedades terminam gastando muito mais
com antibiéticos que ja ndo apresentam eficacia, au-
mentando o niumero de bactérias resistentes, além de
muitas vezes aumentar a dosagem destes produtos na
tentativa de melhorar sua eficiéncia contribuindo,
muitas vezes para riscos como presenca de residuos
medicamentosos acima dos limites permitidos no
leite consumido pela populagao.

Os resultados obtidos neste estudo ressaltam a
importancia da avaliagao da sensibilidade
antimicrobiana in vitro para cepas de Staphylococcus
spp. isoladas de casos de mastite bovina antes da
indicagado do tratamento para os animais. Pois, anti-
biéticoscomo a gentamicina que geralmente apresen-
taalta eficacia pode apresentar-se ineficaz, principal-
mentenaquelas propriedades onde seu uso é freqiien-
tee inadequado, aumentando os custos da produgao.
A penicilina, que mesmo sendo um antibiético de
baixa eficacia também pode ser indicado para trata-
mento, apos prévia andlise laboratorial, antes da
indicacdo de antibiéticos mais recentes, de tiltima
geragdo que devem ser utilizados em dltimo caso para
evitar resisténcia e servir como mais uma ferramenta
no controle das mastites. Estes dados também de-
monstram que muitas vezes por ndo quererem ter
custos a mais realizando testes laboratoriais para
propor um adequado tratamento e melhores medidas
de controle, os proprietarios terminam tendo mais
gastoscom a utilizagdo de antibidticos ineficazes que
nao estariam atuando sobre um dos principais agen-
tes responsaveis pela mastite bovina resultando em
perda na producao de leite.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos oferecem subsidios aos cri-
adores quanto ao perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos, contribuindo dessa forma para o
tratamento e controle das mastites causadas por
estafilococos coagulase positivos nos rebanhos estu-
dados. A presenca de cepas de estafilococos
multirresistentes é preocupante para a clinica veteri-

néria e para a Satude Publica, pois o leite é fonte de
renda para criadores de bovinos e também é um
alimentoindispenséavel na dieta de pessoas de varias
faixas etdrias.
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