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RESUMO

Com o objetivo de determinar o perfil de
sensibilidade antimicrobianan vitro foram

estudadas 83 amostras d8taphylococcus

aureus isoladas de mastite subclinica bovina,
em rebanhos leiteiros do municipio de
Garanhuns, PE. Ao se utilizar a técnica de
difusdo em &gar, 79 (95%), amostras
demonstraram resisténcia a penicilina G e 73
(88%) a ampicilina. Frente as demais drogas

testadas, 100% das amostras foram sensiveis a

cefalotina, 79 (95%) a enrofloxacina, 77 (93%)
a tetraciclina, 76 (92%) a eritromicina e
clindamicina, e 65 (78%) a gentamicina. Das
amostras provenientes de animais com infeccao
intramamaria recente, 91 e 87% foram
resistentes a penicilina e ampicilina, enquanto
100 e 89% daquelas de infeccdo cronica foram

resistentes aquelas drogas, nessa ordem. Dentro

da categoria “infeccao crénica”, houve diferenca
significativa entre a eficacia de penicilina e
ampicilina (P<0,01). A resisténcia a dois
antimicrobianos simultaneamente foi a mais
frequente, cujo perfil penicilina+ampicilina
observado em 55 (66%) das amostras avaliadas.
Os resultados deste trabalho demonstraram que
a resisténcia as penicilinas é frequente em
Staphylococcus aureugsolado de casos de
mastite subclinica em rebanhos de bovinos
leiteiros do municipio de Garanhuns,
Pernambuco.

Palavras-chave mastite bovina, penicilinas,
resisténcia antimicrobiana.

SUMMARY

Eighty-three strains oStaphylococcus aureus
isolated from bovine subclinical mastitis were
studied in order to evaluate tha vitro
antimicrobial sensibility. Using agar diffusion
technique, 79 (95%) strains were resistant to
penicillin G and 73 (88%) to ampicillin—Against
for the others tested drugs 83 (100%) were
sensitive to cephalothin, 79 (95%) to
enrofloxacin, 77 (93%) to tetracycline, 76
(92%) to erythromycin and clindamycin, and 65
(78%) to gentamicin. samples From—those
animals with recent intramammary infection, 91
and 87% strains were resistant to penicillin and
ampicillin, while from chronic infection 100 and
89% were resistant to those drugs, respectively.
There was significant difference among the
effectiveness of penicillin and ampicillin
(P<0.01) for chronic infection category.
Resistance to two antibiotics simultaneously
was the most frequent with the profile
penicillin+ampicillin observed in 55 (66%) of
the studied strains. The results showed that
resistance to penicillins frequently occurs in
Staphylococcus auretsolated from subclinical
mastitis in dairy cattle herds in the municipality
of Garanhuns, PE, Brazil.

Keywords: antibiotic resistance, bovine
mastitis, penicillins.
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INTRODUCAO

Embora uma variedade de agentes
microbianos esteja envolvida com
a etiologia da mastite bovina,
Staphylococcus aureus. aureuy € 0
agente infeccioso mais prevalente de
infeccdo intramamaria (IMI) e esta
relacionado a mais de 80% dos casos
(PELLEGRINO etal., 2011). Em vacas
infectadas por essa bactéria, estima-se
que a producao de leite seja reduzida
em até 15%, enquanto um anico quarto
mamario infectado podera ter a producéo
reduzida em até 45% (BRITO & BRITO,
1998).

Estudos realizados no Brasil, indicam
que S. aureus estd amplamente
distribuido nos rebanhos leiteiros
nacionais, com frequéncias que variam
de 329 a 70,9% (LARANJA &
MACHADO, 1994; MOREIRA et al.,
1997; ANDRADE et al, 2000;
FREITAS et al., 2005; ZANETTE et al.,
2010).

A alta prevaléncia deS. aureusesta
relacionada a habilidade desse patdgeno
de invadir e se estabelecer profundamente
nos tecidos da glandula mamaria, o que
torna a mastite por esse agente um
desafio aos programas de controle e
prevencdo de IMI. Além disso, a
capacidade de desenvolver resisténcia aos
antimicrobianos também contribui para a
alta prevaléncia dessa espécie bacteriana
(BRITO & BRITO, 1998; SABOUR et
al., 2004; MORONI et al., 2006;
ZAFALON et al., 2008).

A terapia antimicrobiana é um
componente importante de programas de
controle e prevencdo das mastites e é
determinante para a eliminagcdo da doenca
em rebanho leiteiro (PELLEGRINO et
al., 2011). Com os p-lactamicos,
representa o principal grupo de drogas
utilizado para IMI, causada por Gram-
positivos, tanto durante a lactacao

do
al.,

animal
2003;

guanto a secagem
(BETANCOURT et
ZSCHOCK et al., 2011).
Resultados de trabalhos realizados no
Brasil e, particularmente, no Estado de
Pernambuco, demonstram que a eficacia
de algung’-lactamicos frente a isolados
de mastitebovina € bastante limitada
(MOREIRA et al.,, 1997; BUENO

et al.,, 2003; FREITAS et al.,, 2005;
MEDEIROS et al., 2009; FERREIRA et
al., 2010; ZANETTE et al., 2010).
Semelhante ao que ocorre com s
lactdmicos, o uso abusivo de outras
classes de drogas, seja para o controle
de mastites, seja para o de outras
doencas infecciosas, também contribui
para 0 aumento da taxa de resisténcia
antimicrobiana em diversos patdégenos
(BARKEMA et al. 2006; AMABILE-
CUEVAS, 2010).

Dessa forma, objetivou-se, neste trabalho,
determinar o perfil de sensibilidade
antimicrobianain vitro, de amostras de
Staphylococcus aureusisoladas de
mastite subclinica em rebanhos de
bovinos leiteiros do municipio de
Garanhuns, Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

As amostras deS. aureus avaliadas
neste estudo, foram isoladas de casos de
mastite subclinica de vacas pertencentes
a trés rebanhos leiteiros comerciais,
localizados em Garanhuns, municipio
pertencente a regido do Agreste
Meridional pernambucano. Os animais
foram amostrados durante os meses de
abril a agosto de 2010, a intervalos nao
superiores a 30 dias. Tanto a colheita
do leite, quanto a lactocultura, foram
realizadas de acordo com as
recomendacdes do National Mastitis
Council - NMC (2004). Amostras, cujo
cultivo primario demonstrou crescimento
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de trés ou mais tipos bacterianos, foram

consideradas contaminadas e descartadas.

Quando colbnias sugestivas 8eaureus
foram observadas, juntamente com as
contaminantes, considerou-se a amostra
positiva para esse patdgeno. Considerou-
se infeccao intramamaria recente quando
esse agente foi isolado em uma Unica
amostra de leite, ao longo do periodo
amostrado, e infec¢ao cronica quarglo
aureus foi isolado em duas ou mais
amostras consecutivas de leite ou em
duas de uma série de trés amostras
consecutivas (DOHOO et al., 2011,
PERSSON et al.,, 2011). Durante o
estudo ndo foram isolad& aureusde
casos de mastite clinica.

Para a identificacdo deS. aureus
utilizou-se a chave de identificacdo de
Staphylococci sugerida por Kloos
(1990). Todos os testes foram realizados
de acordo com Quinn et al. (1994) e
MacFaddin (2000). As amostras foram
mantidas congeladas em meio composto
de 15% de glicerol (viv), até a
realizagdo dos testes de susceptibilidade
antimicrobiana.

A sensibilidade aos antimicrobianos foi
determinada pelo método de difusdo em
placa, segundo a recomendacdo do
CLSI (ANON, 2008). Os critérios de
escolha de drogas sugeridos pelo

CLSI também foram considerados.
Dessa forma, 0s seguintes
grupos/drogas foram  selecionados:

Penicilinas naturais/Penicilina G 10
u.l,; Aminopenicilinas/Ampicilina

10mcg; Penicilinas Resistentes as
Penicilinases (PRPs)/ Oxacilina 1mcg;
Cafalosporinas/Cefalotina 30mcg,
Quinolonas/Enrofloxacina 5mcg,
Aminoglicosideos/Gentamicina 10mcg,
Tetraciclinas/Tetraciclina 30mcg,
Macrolideos/Eritromicina  15mcg e
Lincosamidas/Clindamicina 2mcg.

As drogas utilizadas representaram
grupos indicados a animais de producao
e compdem formulacbes para o

tratamento de mastites e de infeccbes
localizadas em outros sistemas. As

zonas de inibicdo do crescimento
microbiano foram interpretadas de
acordo com os limites estabelecidos
pelo CLSI (ANON, 2008). Para o

controle de qualidade dos testes e
reprodutibilidade dos resultados,
utilizou-se a cepa ATCC 25923.

Foram estabelecidas as frequéncias
absoluta e relativa para cada droga
testada. Para comparar a resposta das
amostras das categorias ‘“infeccao
recente” e “cronica” frente a cada
antimicrobiano, realizou-se a analise de
variancia nao paramétrica com oemprego
do teste de Kruskall-Wallis. Quando
ocorreram  diferencas  significativas,
realizou-se o teste LSD de Fisher a fim
de verificar a diregdo das diferengas.
Em ambos os testes, o nivel de
probabilidade foi de 1%. Para as
analises utilizou-se o softwaf®AS for
Windows  versao 9.2® (SAS
INSTITUTE, ).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil de sensibilidade das 83
amostras deS. aureusavaliadas neste
estudo é demonstrado na Tabela 1. As
taxas de resisténcia observadas para
penicilina G e ampicilina indicam que,
nos rebanhos estudadds, aureusfoi
submetido a wuma alta pressao
seletiva frente aquelas drogas. Alguns
investigadores, ao trabalharem com
amostras de Staphylococci isoladas
em rebanhos localizados em outros
municipios do Agreste pernambucano,
também observaram altas taxas de
resisténcia aquelas penicilinas. Freitas
et al. (2005), aoavaliarem amostras de
S. aureus e outros Staphylococcus
coagulase positiva, relataram 80% de
resisténcia para a penicilina G, enquanto
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Medeiros et al. (2009) relataram 72,8%
de resisténcia para a ampicilina. Os
resultados do presente estudo, juntamente
com os desses investigadores, indicam
que as taxas de resisténcia na regido
encontram-se em crescimento.

Taxas elevadas de resisténcia as
penicilinas também foram observadas
em outros estados brasileiros. Relatos
referem queStaphylococciisolados de

mastite bovina, com fendétipo de
resisténcia as  penicilinas, estéo
presentes nos rebanhos nacionais em
uma frequéncia que varia de 10 a 57%
para oxacilina, 46 a 100% para penicilina
e 789 a 100% para ampicilina
(MOREIRA et al., 1997; ANDRADE et
al., 2000; BUENO et al., 2003; CORREA
et al., 2005; FERREIRA et al., 2010;
ZANETTE et al., 2010).

Tabela 1. Perfil de sensibilidade antimicrobianaad®stras d&taphylococcus aureus
isoladas de mastite bovina, Garanhuns, PE, 2011

Perfil

Antimicrobiano Sensivel Intermediario Resistente

n % n % n %
Ampicilina 10 12 - - 73 88
Cefalotina 83 100 - - - -
Clindamicina 76 92 2 2 5 6
Enrofloxacina 79 95 4 5 - -
Eritromicina 76 92 4 5 3 4
Gentamicina 65 78 3 4 15 18
Oxacilina 82 99 1 1 - -
Penicilina 4 5 - - 79 95
Tetraciclina 77 93 1 1 5 6
Entre paises, a taxa d8. aureus drogas, inclusive sem prescricdo de

resistente as penicilinas € bastante
variavel. Na Coreia do Sul, Nam et al.
(2011) relataram taxa superior a 66% e
aumento da resisténcia naquele pais.
Reinoso et al. (2007), na Argentina, e
Sahebekhtiari et al. (2011), no Ir&,
relataram taxas superiores a 55 e de
28%, respectivamente. As diferencas
observadas entre paises podem estar
associadas as diferentes metodologias
utilizadas pelos autores, como também,
as diferentes politicas de controle de
antimicrobianos. No Brasil, por exemplo,
ndo existe controle da venda e uso de
antimicrobianos de uso veterinario, o que
permite a livre comercializacdo dessas

médico veterinario. Isso contribui,
seguramente, para 0 surgimento de
resisténcias, devido a escolha inadequada
da droga, via de administragdo, dosagem
e duracao do tratamento.

A resisténcia a drogas do grupo das
penicilinas emS. aureusisolados de
IMI é uma preocupacdo mundial. Os
motivos s&o varios, no entanto, por ora
destacam-se: 0 potencial risco da
transmissao de resisténcia para bactérias
causadoras de doencas em humanos, de
modo a restringir ou impossibilitar o seu
uso em casos graves (BETANCOURT
et al., 2003); e a baixa probabilidade de
cura microbiolégica das mastites por
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aquele agente portador de tal fendtipo
(BARKEMA et al., 2006).

A baixa probabilidade de cura das
mastites porS. aureusresistentes as
penicilinas ndo é restrita apenas a esses
e outrosp-lactamicos, mas, também, a
drogas naf-lactamicas (BARKEMA et
al., 2006). De acordo com esses autores,
essa caracteristica ocorre devido a
proximidade no genoma & aureusle
genes que codificam para mecanismos
de resisténcia e para fatores de
viruléncia, 0 que permite a coexpressao
dos mesmos e 0 escape da bactéria da
acdo de grupos de antimicrobianos
distintos. Dessa forma, para Barkema e
coautores, animais que portel.
aureus com aquele perfil, ndo devem
receber tratamento antimicrobiano.

A baixa taxa de cura de mastites,
causadas por cepas d&. aureus
resistentes as penicilinas, foi observada
tanto em esquemas de terapia
intramamaria, quanto em esquemas de
terapia combinada - intramamaria +
sisttmica (TAPONEN et al.,, 2003) -
Para esses autores, essa caracteristica
sugere uma maior viruléncia de
amostras “penicilina resistente” ou uma
baixa eficacia das drogas, devido a
fatores relacionados a farmacodinamica
e farmacocinética das mesmas na
glandula mamaria.

A via de administracdo também implica
no surgimento de resisténcia. De acordo
com Hillerton & Kliem (2002), o risco
de selecionar cepas resistentes € muito
maior, ao se utilizar a via parenteral do
gue a intramamaria, uma vez que a
quantidade da droga utilizada em
tratamentos sistémicos é muito superior
aguela usada nos tratamentos locais.
Durante a realizagcdo deste trabalho,
observou-se, nos rebanhos amostrados,
uso frequente de antimicrobianos por
via parenteral e, em alguns rebanhos,
era a preferencial para o tratamento de
mastite e de outras infeccdes.

Neste estudo, 99% dos isolados 8e
aureusforam sensiveis a oxacilina. Esse
antimicrobiano é indicado para pesquisar
a resisténcia as PRPs, inclusive a
meticilina, uma vez que apresenta maior
estabilidade nos testes de susceptibilidade
in vitro (ANON, 2004). Em amostras
isoladas, em distintas regides do estado
pernambucano, outros investigadores
relataram resisténcia aquele grupo de
penicilina, com taxas que variavam de
11,3 a 75% para a amoxicilina e 15%
para a oxacilina (FREITAS et al., 2005;
MEDEIROS et al., 2009). Os resultados
do presente trabalho sugerem que PRPs
ainda sdo uma opg¢ao para o tratamento
das mastites nos rebanhos amostrados.
O perfil de sensibilidade, sensibilidade
intermediaria e resisténcia das amostras
por categoria (infeccdo recente e
infeccdo cronica) pode ser visualizado
na Tabela 2. Em ambas as categorias,
mais de 89% das amostras foram
sensiveis a maioria das drogas
avaliadas.

Na tabela 3, estdo sistematizados o0s
resultados das analises realizadas para
cada antimicrobiano, por categoria de
infeccdo. A andlise de variancia pelo
teste de Kruskall-Wallis indicou
diferencas significativas para a resposta
das amostras dé&. aureusfrente as
diferentes drogas testadas (P<0,01). Em
ambas as categorias, as maiores taxas de
resisténcia foram observadas para a
penicilina, seguidos por ampicilina e
gentamicina, nessa ordem, e as maiores
taxas de sensibilidade para a cefalotina
e oxacilina. A comparagédo pelo teste
LSD demonstrou que, dentro da
categoria infecgao recente, penicilina e
ampicilina néo diferiram entre si
(P>0,01), enquanto que, na categoria
infeccdo crbnica, houve diferenca
significativa entre estas duas drogas,
com a maior taxa de resisténcia
apresentada frente a penicilina (P<0,01).

705



Rev. Bras. Saude Prod. Anim., Salvador, v.13, n.8,701-711 jul./set., 2012http://www.rbspa.ufba.br
ISSN 1519 9940

Tabela 2. Perfil de sensibilidade antimicrobianaSti@phylococcus aureusolado de
infec¢d@o intramamaria bovina “recente” e “crénicd@granhuns, PE, 2011

Categoria

. _ Infecgéo recente Infecg&o cronica

Antimicrobiano S * R S * R
n % n % n % N % n % n %

Ampicilina 6 13 - - 40 87 4 11 - - 33 89
Cefalotina 46 100 - - - - 37 100 - - - -
Clindamicina 42 91 1 2 3 7 34 92 3 2 5
Enrofloxacina 4 9% 2 4 - - 35 92 5 - -
Eritromicina 43 93 1 2 2 4 33 88 8 1 3
Gentamicina 3 76 3 7 8 17 30 81 - 7 19
Oxacilina 45 98 1 2 - - 37 100 - - -
Penicilina 4 9 - - 42 91 - 0 - - 37 100
Tetraciclina 42 91 1 2 3 7 35 95 - 2 5
*S= sensivel; |= intermediario; R= resistente

Tabela 3. Escores dos antimicrobianos testadosrac@thphylococcus aureusm
funcao da categoria de infec¢do, Garanhuns, 2011

Antimicrobiano Infecgao —
Recente Cronica
Ampicilina 4,04 2,7
Cefalotina 31,01 25,06
Clindamicina 28,31 23,03
Enrofloxacina 29,66 22,35
Eritromicina 28,99 23,7F
Gentamicina 23,59 20,32
Oxacilina 33,33 25,06
Penicilina 2,69 0,00
Tetraciclina 28,31 23,71

Médias seguidas da mesma letra na mesma colundjfeé®m entre si pelo teste LSD de Fisher ao nivel
de 1% de probabilidade.

Os resultados permitem sugerir que, nos rebanhasdos, os animais cronicamente
infectados sdo reservatorios & aureuspenicilinas resistente e disseminam tal
fenotipo. Por sua vez, essa disseminagcdo estdiordala a baixa taxa de cura
microbiolégica das mastites p&. aureusresistentes as penicilinas, como observado
por Taponen et al. (2003) e Barkema et al. (2006)modo a permitir que animais,
cronicamente infectados, permanecam no rebanhsserdinem cepas resistentes para
outros animais.

Na Tabela 4, demonstram-se as taxas de multigesist das amostras avaliadas. Do
total, 78 (94%) amostras foram resistentes a duavais drogas, simultaneamente. A
resisténcia a duas drogas foi a mais frequentey peirfil penicilinat+ampicilina
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(PEN+AMP), observado em 55 (66%) amostras. Pa@a&gorias infeccdo recente e

cronica, a taxa de multirresisténcia foi de 92 & 9iessa ordem.

Tabela 4. Multirresisténcia em amostrasSti@phylococcus aureusoladas de infeccao

intramamaria bovina, Garanhuns, PE, 2011

Quantidade de antimicrobiano

0* 1 2 3 4

Categoria % n % n % n % n % Total
Infecgéo recente 1 2 3 7 3270 10 22 - - 46
Infecgéo crénica - - 1 3 2876 6 16 2 5 37
Total 1 1 4 5 6072 16 19 2 2 83

*Amostra sensivel a todos os antimicrobianos testad

Taxas elevadas de multirresisténcia para
isolados deS. aureuse Staphylococcus
coagulase positiva de rebanhos da
regido do Agreste de Pernambuco
também foram relatadas por Freitas et
al. (2005) e Medeiros et al. (2009) as
guais variavam de 69 a 100% das
amostras, respectivamente. A taxa de
multirresisténcia observada neste e em
outros trabalhos € preocupante, visto que
amostras com esse perfil serdo refratarias
a maioria dos esqguemas terapéuticos
disponiveis para o tratamento das mastites
em animais de producéo.

A alta taxa de resisténcia simultanea
a penicilina e ampicilina, como
observado neste trabalho, sugere que o
mesmo mecanismo de resisténcia seja
responsavel pela inativacdo de ambas as
drogas. Além disso, se considerarmos que
S. aureus cujo fendtipo PEN+AMP
resistente responde a varios grupos de
drogasgp-lactamicas e néag-lactamicas
(BARKEMA et al., 2006), os resultados
do presente estudo sugerem que tal
fendtipo deve ser utilizado para guiar a
selecdo de esquema terapéutico mais
adequado no rebanho no qual foi
detectado.

Com relacdo as demais drogas testadas
(e como demonstrado nas Tabelas 1 e
2), 100% das amostras foram sensiveis

a cefalotina, 79 (95%) a enrofloxacina,
77 (93%) a tetraciclina, 76 (92%) a
eritromicina e clindamicina, e 65 (78%)
a gentamicina.

A taxa de sensibilidade dos isolados de
S. aureusavaliados frente a cefalotina
deve ser interpretada com cautela, visto
tratar-se de urp-lactamico. Além disso,
tal resultado ndo deve ser extrapolado
para as demais cefalosporinas por
apresentarem diferencas quanto ao
espectro e resisténcia gslactamases
(ANON, 2008). Por outro lado, a total
eficacia da cefalotinan vitro € sugestiva
da producdo de penicilinases pelos
isolados dé&. aureusavaliados.

Embora tetraciclina e enrofloxacina
sejam usadas frequentemente em
animais de producdo para o tratamento
de diversas infec¢des, os resultados do
presente trabalho indicam que essas
drogas sédo pouco utilizadas nos rebanhos
amostrados. Para a gentamicina, 0s
resultados sugerem que o uso dessa ou
de outras drogas do grupo deve ser
feito com critérios de forma a néao
favorecer o aumento da resisténcia a
essas substancias.

Os resultados observados para
eritromicina e clindamicina sugerem que
os macrolideos e lincosamidas podem
ser uma opcao terapéutica para mastite
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estafilococica nos rebanhos avaliados.
Baixas taxas de resisténcia a drogas
desses grupos foram relatadas por
Bueno et al. (2003), Medeiros et al.
(2009) e Zanette et al. (2010). Freitas et
al. (2005), ao isolarenstaphylococcus
coagulase positiva em rebanhos do
Agreste pernambucano, e Ferreira et al.
(2010), em isolados do Piaui,
relataram taxas de 56 e 81,8% para a
lincomicina, respectivamente. Uma vez
gue macrolideos e lincosamidas fazem
parte de diversas formulacdes para uso
intramamario, o conhecimento do perfil
de sensibilidade de agentes causadores
de mastite frente a essas drogas é
importante para guiar a escolha da
droga e evitar o0 surgimento de
resisténcias.

Neste trabalho, foi selecionada a técnica
da difusdo do disco, mundialmente
utilizada para avaliar susceptibilidade
antimicrobiana de isolados animais e
guiar a escolha do tratamento. Embora
de facil execucdo e baixo custo,
apresenta algumas desvantagens como,
por exemplo, a ndo deteccao de
mudancas sutis no perfil de isolados
considerados sensiveis (KALMUS et al.,
2011). Assim, as taxas de sensibilidade
in vitro podem nao refletir o real perfil
do patégeno quando em contato com
uma droga. Dessa forma, as taxas de
resisténcia observadas podem ser bem
mais elevadas do que o descrito.

Os resultados encontrados neste trabalho
demonstram queS. aureus penicilina
resistente esta presente em rebanhos
leiteiros do municipio de Garanhuns, o
que sugere uso abusivo dessas drogas e,
ao mesmo tempo, indica um risco
potencial a saude de consumidores, uma
vez que o leite e derivados podem
veicular residuos de antibidticos e/ou
cepas d&. aureusesistentes.
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