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RESUMO: Staphylococcus aureus (S. aureus) destaca-se como um dos
agentes etioldgicos mais frequentes da mastite bovina, que causa os
maiores prejuizos econdmicos A pecudria leiteira brasileira. Visando
avaliar o perfil de sensibilidade deste agente aos antimicrobianos, 352
isolados provenientes de 35 rebanhos leiteiros localizados em Minas
Gerais foram submetidos a testes de antibiograma, utilizando-se a téc-
nica de difusio em disco. Nitrofurantoina, bem como as associagbes
de neomicina, bacitracina e tetraciclina (NBT) e penicilina, nafcilina
e dihidroestreptomicina (PND), apresentaram 100% de eficiéncia iz
vitro. Foram verificados baixos indices de resisténcia no grupo das
cefalosporinas, com valores de 0, 0,28 ¢ 0,40% para cefquimona,
cefalotina e ceftiofur, respectivamente. Entre os aminoglicosideos,
observou-se 1,69% de resisténcia para gentamicina e 3,35% para a
neomicina. O maior {ndice de resisténcia foi observado para polimi-
xina B (82%), seguido pelos betalactimicos, ampicilina e penicilina,
com indices de resisténcia de 80,92 e 80,45%), respectivamente. Ni-
veis intermedidrios de resisténcia foram observados para tetraciclina,
lincomicina, cefoperazona e sulfazotrim. Entre os isolados testados,
65 (18,15%), oriundos de 24 dentre os 35 rebanhos estudados, apre-
sentaram multirresisténcia (indice MAR = 0,2). Os resultados apon-
taram grande variagiao nos perﬁs de resisténcia aos antimicrobianos,
assim como a ocorréncia de multipla resisténcia entre algumas cepas
estudadas, salientando a necessidade de testes de antibiograma para
a escolha dos antimicrobianos mais adequados para o tratamento ou
prevencio de mastite causada por S. aureus.
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ABSTRACT: Staphylococcus aureus (S. aureus) stands out as
one of the most common etiological agents of bovine mastitis,
currently causing major economic losses to dairy farming.
In order to evaluate the sensitivity of this micro-organism to
antimicrobials, 352 isolates from 35 dairy herds located in the
state of Minas Gerais were submitted to antibiogram tests, using
the disc diffusion technique. Nitrofurantoin and the associations
of neomycin, bacitracin and tetracycline (NBT), as well as
penicillin, nafcillin and dihydrostreptomycin (PND), showed
100% efficiency in vitro. There were low resistance rates in the
group of cephalosporins, with values of 0, 0.28 and 0.40% for
cefquimona, cephalothin, and ceftiofur, respectively. Among the
aminoglycosides, there was 1.69% resistance to gentamicin and
3.35% for neomycin. The highest resistance was observed for
polymyxin B (82%), followed by betalactams, ampicillin and
penicillin, with resistance rates of 80.92 and 80.45%, respectively.
Moderate levels of resistance were observed for tetracycline,
lincomycin, cefoperazone and sulfazotrim. Among the tested
isolates, 65 (18.15%), coming from 24 of the 35 herds studied,
showed multidrug resistance (MAR index = 0.2). The results
pointed out to high variation in antimicrobial resistance profiles
and the occurrence of multidrug resistance among some studied
strains, highlighting the importance of antibiogram tests for the
choice of an appropriate drug to be used for the treatment or
prevention of mastitis caused by S. aureus.
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INTRODUCAO

A mastite bovina é uma afecgio de cunho multifatorial que tem
nas inter-relagoes entre o hospedeiro, 0 ambiente e os agentes in-
fecciosos os fatores determinantes para sua ocorréncia (LE BLanx
et al., 2006). Apesar de todos os avangos logrados nas tltimas
décadas em termos de prevencio e controle, esta enfermidade
permanece como a doenga infecciosa mais prevalente e economi-
camente relevante entre bovinos leiteiros em todos os continentes
(AARESTRUP; JENSEN, 1997; BRADLEY, 2002; VINTOV ¢t 2l., 2003).

O impacto decorrente da mastite se deve a reducio da pro-
ducio de leite, ao descarte de matrizes, a reducio do valor comer-
cial desses animais, as perdas na evolugio genética do rebanho e
aos gastos com medicamentos e mio de obra extra (DURR ez 4L,
2004). Além disso, a doenga causa prejuizos 4 industria de latici-
nios devido a alteracdes na composicio fisico-quimica do leite, e
ainda constitui ameaca a satide dos consumidores devido a veicu-
lagao de patdgenos e suas toxinas, ou pela presenca de residuos de
antibidticos no leite (OLIVEIRA, 1999; SaNTOS; FONSECA, 2007).

Embora haja grande diversidade entre os patdgenos causa-
dores de mastite em bovinos, S. aureus, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis e Escherichia coli sao
responsaveis por cerca de 80% dos casos (RanjaN ez al, 20006).
Individualmente, S. aureus destaca-se como um dos micro-or-
ganismos mais frequentemente encontrados nas infecgoes intra-
mamdrias (IIM) de bovinos em todos os continentes, e também
¢ aquele que isoladamente determina as maiores perdas na pe-
cuaria leiteira (ZscHOCK et al., 2000; SCHLEGELOVA et al., 2003;
VASUDEVAN et al., 2003). No Brasil, S. zureus é considerado como o
principal agente causal da mastite bovina, com taxas de isolamento
entre rebanhos que variam entre 8,3% e 49,23% (LANGONI ¢t 4,
1991; Costa et al, 1995; MORETTI et al., 1998; BRiTO et al. 1999;
LAFFRANCHI et al., 2001; DONATELE et al., 2002).

Entre as estratégias para controle das infeccoes estafilocdci-
cas, destacam-se o tratamento precoce de casos clinicos e a terapia
de vacas secas (SanTos; Fonseca, 2007). Em ambos os casos, é
necessdrio conhecer o perfil de resisténcia dos isolados visando a
escolha dos antimicrobianos mais adequados para as referidas te-
rapias, uma vez que os petfis de resisténcia de S. aureus podem ser
bastante varidveis entre rebanhos, e at¢ mesmo dentro de um mes-
mo rebanho (CarDOsO ez al., 2000; SivEIRA-FILHO et al.,, 2005;
RaBELLO ¢ 4l., 2005). Diversos estudos apontam que este agente,
além de ser o mais frequentemente isolado da mastite bovina no
Brasil, apresenta aumento crescente no padrio de resisténcia a anti-
microbianos (Brrto ez al, 2001). Segundo Barraviera (1994), tal
fato pode estar relacionado a capacidade diferenciada de aquisigao
de resisténcia que este micro-organismo possui.

O monitoramento da resisténcia em S. aureus é importante,
pois o uso incorreto e indiscriminado de antimicrobianos é um
dos principais fatores que influenciam no incremento das taxas
de resisténcia. Tal conduta minimiza falhas terapéuticas e os ris-
cos de desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos, pro-
blemas bastante atuais nos campos da satide humana e animal.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivos determinar
os perfis de resisténcia a antimicrobianos e avaliar a ocorréncia do
fendmeno de multirresisténcia em S. aureus isolados de infeccoes
intramamadrias de bovinos leiteiros no estado de Minas Gerais,
Brasil, no perfodo de 2004 a 2008.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados no estudo 352 isolados caracterizados fenoti-
pica e genotipicamente como S. aureus. Estes foram obtidos de
amostras de leite assepticamente coletadas de animais acometi-
dos pela mastite, provenientes de 35 rebanhos de bovinos leitei-
ros, totalizando 2.492 animais da regio sul do estado de Minas
Gerais, no Brasil, no perfodo de 2004 a 2008.

A caracterizagio fenotipica foi realizada por meio de testes
de triagem que incluiram a morfologia macroscopica e microscd-
pica, testes de catalase, oxidase, coagulase e produgio de acetoina
(teste de Voges Proskauer), realizados e interpretados segundo o
National Mastitis Council (NMC, 2004). Isolados fenotipica-
mente identificados como S. aureus foram submetidos 2 identi-
ficagao genotipica por meio da Reagio em Cadeia da Polimerase
(PCR) espécie-especifica para o gene femA de S. aureus, de acor-
do com Sizva; Sitva (2005).

Amostras fenotipica e genotipicamente identificadas como
S. aureus foram submetidas aos testes de suscetibilidade a antimi-
crobianos utilizando-se 0 método de difusio em disco, de acordo
com as normas do Clinical Laboratory Standarts Institute (CLSI,
2008). Foram testados os antimicrobianos ampicilina (AMP),
cefalotina (CFL), cefotaxima (CFX), cefoperazona (CPZ), ceftio-
fur (CFT), cloranfenicol (CLO), enrofloxacino (ENR), florfeni-
col (FLO), gentamicina (GEN), lincomicina (LIN), neomicina
(NEO), nitrofurantoina NIT), novobiocina (NVB), polimixi-
na B (POL), penicilina G (PEN), oxacilina (OXA), sulfazotrim
(SFZ), tetraciclina (TET) e cefquimona (CFQ), associagoes de
penicilina, nafcilina e dihidroestreptomicina (PND) e de neomi-
cina, bacitracina e tetraciclina (NBT). A leitura e a interpretagio
dos resultados foram realizadas de acordo com os padrées do CLSI
(2008) e do National Committee for Clinical Laboratory Standards
(Nccrst, 2003). Para a interpretagao dos resultados para NBT e
PND foram utilizados os parimetros fornecidos pela MSD Satde
Animal, devido a inexisténcia de parimetros para essas associagoes
no CSLI ou NCLSI. Amostras que se apresentaram moderada-
mente sensiveis aos antimicrobianos testados foram interpretadas
como resistentes para a obten¢o dos indices de resisténcia totais.

Os indices de resisténcia para cada antimicrobiano e o
indice de maltipla resisténcia aos antimicrobianos (MAR)
foram obtidos para todos os isolados testados de acordo
com KrUMPERMAN (1983). Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922 ¢ Pseudomonas aerugi-
nosa ATCC 27853 foram utilizados para controle dos testes
de antibiograma.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes de suscetibilidade foram compilados nas
Figuras 1 e 2. Néo foi observada resisténcia para nitrofurantoina
ou para as associagdes de neomicina, bacitracina e tetraciclina
(NBT), assim como de penicilina, nafcilina e dihidroestrepto-
micina (PND). Baixos indices de resisténcia foram observados
para enrofloxacino e florfenicol, com valores de 0,26 e 0,40%,
respectivamente, e no grupo das cefalosporinas, com valores de
0, 0,28 ¢ 0,40% para cefquimona, cefalotina e ceftiofur, respec-
tivamente. Entre os aminoglicosideos, verificaram-se indices de
resisténcia de 1,69% para gentamicina e 3,35% para neomicina.
Isolados resistentes a penicilina G, polimixina B e ampicilina e
sensiveis as demais drogas testadas constituiram o padrio de re-
sisténcia predominante, perfazendo 34,09% dos isolados, com
ampla disseminacio (73,68%) entre os rebanhos analisados.
Verificou-se ainda que 16 amostras, representando 4,54% dos
isolados testados, distribuidas entre oito rebanhos, foram sensi-
veis a todos os antimicrobianos testados.
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Figura 1. Perfis de resisténcia a antimicrobianos testados para
352 amostras de Staphylococcus aureus isoladas de mastite
em bovinos leiteiros do estado de Minas Gerais, no periodo de
janeiro de 2004 a dezembro de 2008.
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Embora as diferentes amostras apresentassem perfil de sen-
sibilidade bastante similar para a maioria dos antimicrobianos
testados, observaram-se, dentro do rebanho e entre rebanhos,
variagoes nos perfls de resisténcia para alguns produtos que sao
rotineiramente utilizados no tratamento da mastite bovina, tais
como tetraciclina, lincomicina, cefoperazona e sulfazotrim. Em
alguns rebanhos, foram observados até cinco padrées distintos de
resisténcia, o que resultou em 54 padroes de resisténcia diferentes
para os 352 isolados testados.

Os maiores {ndices de resisténcia foram observados para po-
limixina B, penicilina e ampicilina, seguidas por lincomicina e
tetraciclina (Fig. 1). Polimixina B nao é um antimicrobiano uti-
lizado na rotina de tratamento da mastite, e seu uso é recomen-
dado em casos de mastites ambientais ocasionadas por bactérias
gram-negativas, devido 2 sua capacidade de inativar endotoxinas
(LPS) (MenDES; BurRDMANN, 2009). A avaliacio da suscetibili-
dade 2 polimixina B é uma prova utilizada para a diferenciagio
entre S. aureus (resistente) e Staphylococcus intermedius (sensivel)
(QuinN et al., 1994). No entanto, verificou-se neste estudo que
aproximadamente 18% dos isolados de S. aureus foram susceti-
vels a este antimicrobiano. Tal fato demonstra que este parimetro
fenotipico utilizado para a diferenciacao de Staphylococcus spp.
coagulase positiva (SCP) pode nao ser adequado para a caracteri-
za¢ao de amostras de SCP isolados de mastite bovina.

Grandes diferencas quanto aos indices de resisténcia a peni-
cilina @m sido observadas entre paises. VINTOV e al. (2003) ve-
rificaram altas frequéncias de resisténcia 4 penicilina na Irlanda
(71,4%), Inglaterra (67,3%) e nos Estados Unidos (50%), en-
quanto frequéncias menores foram observadas nos paises escandi-
navos, incluindo a Dinamarca (18,7%), Noruega (2 %) e Suécia
(28,5%). PrrkALA ef al. (2004) verificaram que mais da metade
das amostras de S. aureus isoladas de casos de mastite em rebanhos
bovinos da Finldndia foram resistentes 2 penicilina G (52,1%), in-
dice significativamente maior que o registrado em outros paises
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Figura 2. Perfis de resisténcia aos aos antimicrobianos testados para 352 amostras de Staphylococcus aureus isoladas de mastite
em bovinos leiteiros do estado de Minas Gerais, no periodo de janeiro de 2004 a dezembro de 2008.
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noérdicos. Segundo esses autores, o indice elevado de resisténcia a
penicilina e derivados na Finlindia estd associado ao uso rotineiro
de formulagbes intramamdrias para o tratamento da mastite na-
quele pafs, em contraste com as politicas rigidas de controle do uso
de antimicrobianos em paises nérdicos. Tal argumento também
pode ser utilizado para justificar os elevados indices de resisténcia
para penicilina G, ampicilina e tetraciclina observados em nosso
estudo, tendo em vista o uso intensivo de preparagdes contendo
esses principios ativos na rotina veterindria para o tratamento de
infeccoes intramamdrias em vacas secas ou lactantes, ou mesmo
de outras patologias de causas infecciosas em rebanhos brasileiros.

Quanto ao indice de resisténcia antibidtica mdltipla, o indice
MAR, foram observadas variagées de 0 a 0,26, com a média de
0,13. Entre as amostras testadas, 65, correspondendo a 18,15%
dos estafilococos testados, oriundos de 24 entre os 35 rebanhos
estudados, apresentaram indice MAR > 0,2, o que caracteriza o
fendmeno da maltipla resisténcia segundo KrumpERMAN (1983).

No que se refere a resisténcia aos antimicrobianos em amos-
tras de S. aureus envolvidas na etiologia da mastite bovina em re-
banhos brasileiros, diferentes pesquisadores (NADER FILHO ez 4L,
1984; RIEDNER ¢t al., 1987; LANGONI et al, 1991; DONATELE
et al., 2002; RaBELLO ef al, 2005) relataram grande variagio
quanto 2 eficiéncia das diferentes drogas analisadas, conforme
observado no presente trabalho. No entanto, algumas tendéncias
podem ser percebidas nesses estudos, como a suscetibilidade da
maioria dos isolados de S. aureus aos aminoglicosideos, cefalos-
porinas e ao cloranfenicol, assim como a resisténcia a penicilina
e a ampicilina.

Os resultados obtidos no presente estudo foram discrepantes
daqueles obtidos por LANGE ez 4. (1999), que embora também
tenham demonstrado altos indices de resisténcia a penicilina e &
ampicilina para isolados de S. aureus provenientes de rebanhos
leiteiros do sul do Brasil, diferentemente de nossos resultados,
constataram que 48% foram sensiveis a todos os antibi6ti-
cos testados. Também foram diferentes daqueles relatados por
Suverra-FiLHO ez 4l (2005), que verificaram indices de resis-
téncia superiores a 50% para gentamicina, lincomicina, tetraci-
clina e oxacilina em rebanhos leiteiros do estado de Pernambuco.
Resisténcia 4 oxacilina e & gentamicina em S. aureus associada a
mastite bovina foi incomum entre isolados testados no presente
estudo e em relagio a estudos prévios realizados em outras bacias
leiteiras do Brasil (NADER FiLHO et 2/, 1984; RIEDNER et al,
1987; LaNGONI ez al, 1991; CaRDOSO ef al., 2000; DONATELE
et al., 2002; RABELLO et al., 2005).

Um estudo preliminar de avaliagio da suscetibilidade a an-
timicrobianos realizado com amostras de S. aureus isoladas de
casos de mastite em rebanhos bovinos leiteiros de diferentes mu-
nicipios do estado de Minas Gerais, no perfodo de 1994 a 1997,
realizado por CARDOSO ez al. (2000) apontou resultados muito
semelhantes aos obtidos neste trabalho, tendo sido verificada
alta suscetibilidade 7z vitro dos isolados 4 cefotaxima (100%),
enrofloxacina (98,4%), gentamicina (98,4%), cloranfenicol
(90,4%), sulfazotrim (86,6%) e novobiocina (85,8%), assim

como elevada taxa de resisténcia para polimixina B (91,3%),
ampicilina (71,4%) e penicilina G (70,9%). A andlise compara-
tiva dos resultados obtidos no presente trabalho em relagao aos
obtidos por CarRDOSO ez al. (2000) revela que nio houve mo-
dificagio aprecidvel no perfil de resisténcia da populagio de S.
aureus envolvida na etiologia da mastite bovina apés dez anos da
realizagao do estudo no estado de Minas Gerais.

Estudos de perfis de resisténcia de S. aureus isolados de
infeccdes intramamdrias em bovinos, que foram realizados em
outros paises apontam, & semelhanca dos resultados obtidos no
presente trabalho, grande variacio nos perfis de suscetibilidade
aos antimicrobianos e a tendéncia de niveis elevados de resistén-
cia aos betalactimicos. Na maioria desses estudos, a ocorréncia
frequente de resisténcia a penicilina tem sido relatada, enquanto
a resisténcia a outros agentes antimicrobianos ¢ menos comum
(STEPHAN ez al., 2001; ERSKINE et al., 2003; VINTOV et al., 2003;
NAaDER FiLHO et al., 2007; Saexkt, 2011).

Na Argentina, GENTILINI ¢ 4/, (2000) avaliaram os perfis de
suscetibilidade em 206 cepas de S. aureus isolados de mastite cli-
nica e subclinica bovina entre 1996 € 1998. Os resultados foram
muito semelhantes aos obtidos no presente estudo, verificando-
se que 83 (40,3%) e 7 (3,4%) dos isolados de S. aureus testados
foram resistentes 2 penicilina e & gentamicina, respectivamente, e
que nenhuma resisténcia foi observada para oxacilina e cefalotina.
Os resultados obtidos no presente trabalho também foram seme-
lhantes aos obtidos por OLIVEIRA ez al. (2000), ao estudarem os
perfis de susceptibilidade de 811 cepas de S. aureus isoladas de casos
de mastite bovina provenientes da Dinamarca (105), Inglaterra
(92), Finlandia (95), Alemanha (103), Islindia (22), Irlanda (42),
Noruega (101), Suécia (123), Suica (69 ), Estados Unidos (53) e
Zimbdbue (6) a diferentes agentes antimicrobianos. Estes autores
verificaram indices de resisténcia mais elevados para penicilina e
derivados, e baixos indices de resisténcia para os demais agentes an-
timicrobianos testados, independentemente do pas.

A terapia de vacas secas e o tratamento de casos clini-
cos constituem importantes ferramentas para o controle e
a prevencgao da mastite bovina (SanTos; Fonseca, 2007).
No entanto, o sucesso dessas medidas depende de vdrios
aspectos, dentre eles, da escolha e da posologia adequada
das drogas, da distribui¢ao das drogas dentro da glindula
mamdria, do estado fisiolégico do animal, da precocidade
com que o tratamento ¢ instituido e do micro-organismo
envolvido (GRUET ez al., 2001; ERSKINE et 2., 2003). Desta
forma, ¢ imprescindivel identificar os patégenos presentes
e tracar o perfil de sensibilidade dos mesmos aos antimi-
crobianos, uma vez que micro-organismos de uma mesma
espécie, mesmo dentro de um mesmo rebanho, podem ter
perfis de sensibilidade diferentes (MCKELLAR, 1991).

A resisténcia aos antimicrobianos ¢ um fator importante no
estabelecimento e na disseminagio de clones bacterianos em um
rebanho. Trata-se de um fendmeno bastante dindmico, o qual tem
estreita associagio com mudangas no manejo, tais como o uso sis-
temdtico de antimicrobianos e o uso da ordenhadeira mecinica,
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considerados importantes fatores que atuam como forgas seletivas
sobre patdgenos causadores de mastite (MyLrys ez al, 1994).

Os resultados obtidos demonstraram variagoes nos perfis
de resisténcia dos isolados, entre rebanhos e dentro de rebanhos,
bem como a ocorréncia de amostras com multipla resisténcia
nos rebanhos testados. Estes resultados apontam a necessidade
de se monitorar periodicamente o perfil de suscetibilidade dos
diferentes micro-organismos envolvidos na etiologia da mastite
bovina, visando acompanhar a evolu¢ao dos indices de resistén-
cia e para a escolha das drogas mais adequadas a serem utiliza-
das, preventiva e terapeuticamente.

CONCLUSOES

Os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos apontaram
grande varia¢io nos perfis de resisténcia dos isolados entre
rebanhos e dentro de rebanhos.

Isolados resistentes a penicilina G, & polimixina B e a
ampicilina sensiveis as demais drogas testadas constituiram
o padrio de resisténcia predominante. O fendmeno da mal-
tipla resisténcia aos antimicrobianos foi observado em baixa
propor¢io, demonstrando que o problema ainda nao ¢ tao
relevante entre S. aureus isolados de mastite bovina.
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