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Resumo

O género Staphylococcus destaca-se como um dos agentes etiologicos mais frequentes da mastite bovina, acarretando
0s maiores prejuizos econdmicos a pecudria leiteira brasileira. O uso indiscriminado de antimicrobianos no tratamento
dos animais pode desencadear a selecdo de micro-organismos multirresistentes, além de produzir residuos no leite e
derivados, intensificando os agravos a satude publica. A formagdo de biofilmes ¢ considerada uma vantagem que alguns
Staphylococcus spp. isolados de mastite bovina possuem, facilitando a permanéncia dos mesmos no tbere. O objetivo
deste estudo foi isolar Staphylococcus a partir de amostras de leite de vacas com mastite e avaliar seu perfil de resisténcia
aos antimicrobianos e a produgdo de “slime”. O perfil de resisténcia antimicrobiana foi realizado através da técnica de
disco-difusdo e a produgdo de “slime” através do teste de aderéncia em microplacas. Das 216 amostras de leite analisadas,
foi possivel obter um total de 207 isolados de Staphylococcus spp, sendo 42 Staphylococcus coagulase-positivos e 155
Staphylococcus coagulase-negativos. O maior indice de resisténcia foi observado para penicilina (99,5%), enrofloxacina
(57%) e tetraciclina (56%). Os resultados obtidos revelaram que no teste de produgdo de “slime”, através da aderéncia
em placas, 74,4% dos isolados foram positivos. Os resultados obtidos alertam para a importancia do diagnostico precoce
das mastites, bem como do estudo do perfil de sensibilidade microbiana e detecgio da produgado de “slime”, visando éxito
no tratamento de mastites.
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Abstract

Staphylococcus genus stands out as one of the most common etiological agents of bovine mastitis, causing major
economic losses to the Brazilian dairy industry. The indiscriminate use of antimicrobials in the treatment of animals can
trigger the selection of multi-resistant microorganisms, and produce residues in the milk and derivatives, increasing the
risk to public health. Biofilm formation is considered an advantage for Staphylococcus spp. mastitis isolates, facilitating
bacterial persistence in the udder. The aim of this study was to isolate Staphylococcus from milk samples obtained from
cows with mastitis and evaluate their resistance profile to antimicrobials and the production of “slime”. The antimicrobial
resistance profile was performed by disk diffusion technique and the production of “slime” by adhesion test microplate.
Of 216 milk samples analyzed, it was possible to obtain a total of 207 isolates of Staphylococcus spp, 42 coagulase
positive Staphylococcus and 155 coagulase-negative Staphylococcus. The higher resistance index was observed for
penicillin (99.5%), enrofloxacin (57%) and tetracycline (56%). The results showed that 74.4% of isolates were positive to
the production of “slime” through the plating adherence. The results draw attention to the importance of early diagnosis
of mastitis, as well as the study of antimicrobial susceptibility profiles and detection of “slime” production, aiming at
improving the success in the treatment of mastitis.
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Introduciao endurecimento, dor e pus, além de caracteristicas no leite

como aparecimento de grumos. Na forma subclinica ndo

Na producdo ¢ industrializacdo do leite, um
dos fatores que mais reduz a qualidade e a quantidade
do produto ¢ a mastite. Esta se caracteriza como um
processo inflamatério da glandula mamaria, geralmente
de carater infeccioso, podendo ser classificada como
mastite clinica ou subclinica.!

A mastite clinica apresenta sinais evidentes de
inflamagdo como edema, aumento de temperatura,

se observam altera¢des macroscopicas de inflamagéo do
ubere e sim alteragdes na composicao do leite, tais como
aumento no numero de células somaticas e dos teores de
cloro e sodio, além da diminuic¢do nos teores de caseina,
lactose e gordura.?

Muitos micro-organismos tém sido isolados
de infecgdes intramamarias em bovinos entretanto,
os principais agentes bacterianos envolvidos sao
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estafilococos, estreptococos e coliformes. A espécie
Staphylococcus aureus € um dos patogenos de maior
importancia. Os principais reservatorios desta bactéria
sd0 0s quartos mamarios infectados, a pele do ubere
e tetos. Os Staphylococcus aureus e os estafilococos
coagulase-negativos, t€ém emergido como micro-
organismos causadores de mastite, sendo responsaveis
pela perda da qualidade do leite, o que gera prejuizos
econdmicos ao produtor ¢ a industria leiteira.*?

Este micro-organismo além de ser responsavel por
grandes prejuizos a pecudria leiteira apresenta resisténcia
a diversos antibidticos utilizados rotineiramente no
tratamento desta doenca, sendo desta forma, de grande
importancia o isolamento e identificacdo desse agente
em laboratério e a analise in vitro da sensibilidade
antimicrobiana para um melhor controle através de
terapéutica adequada.®

Os antimicrobianos sdo ferramentas centrais
nos programas de controle de mastite, portanto, o
monitoramento da resisténcia bacteriana a esses
medicamentos tem grande importdncia na pratica
veterinaria. A terapia prescrita nos casos de mastites
bovina é, de modo geral, ineficiente devido a grande
disseminagdo de antibidticos nas ragdes, elevando o
perfil de resisténcia aos antimicrobianos das bactérias
envolvidas nos processos infecciosos do ubere,
comprometendo, de modo significativo, a satde do
animal e sua produtividade.’

Estudos que abordam a suscetibilidade de
patogenos da mastite bovina aos antimicrobianos no
Brasil apontam um aumento crescente no padrao de
resisténcia.?® A resisténcia multipla a antimicrobianos
constitui-se em grande agravante na teraplutica de
infecgoes, fazendo da mastite causada por patdgenos,
uma enfermidade de dificil tratamento e controle,
culminando em grandes gastos econdmicos.'’

Os Staphylococcus spp. podem produzir uma
série de fatores de viruléncia que contribuem para que
a bactéria invada as defesas fagociticas do hospedeiro,
facilite a sua aderéncia as células epiteliais e a
colonizagdo no tecido, favorecendo a sua persisténcia
extracelular e garantindo assim €xito em sua instalagao
e manutengdo nos tecidos do hospedeiro.!'? A produgéo
de “slime” (polissacarideo extracelular) ¢ um importante
fator de viruléncia dos estafilococos coagulase
negativos, permitindo-lhes aderir sobre as superficies
lisas de biomateriais, podendo formar biofilmes. O
“slime” pode reduzir também a resposta imune dos
fagocitos, interferindo com os mecanismos de defesa do
hospedeiro!? e parece ajudar na aderéncia e colonizagio
do microrganismo ao epitélio e a materiais diversos,
como por exemplo, as teteiras da ordenhadeira mecanica.
Os estafilococos sdo disseminados principalmente pelas
maos dos ordenadores ou equipamentos de ordenha,
geralmente contaminados a partir do leite de animais
contaminados.'*

O presente trabalho foi delineado para investigar
os Staphylococcus spp. isolados a partir de amostras
de leite de vacas com mastite, bem como seu perfil de
resisténcia antimicrobiana e produ¢ao de “slime”.

Material e Métodos

Coleta de Amostras

As coletas de leite foram obtidas durante visitas
periddicas (fevereiro a dezembro de 2014 - fevereiro a
junho de 2015) realizadas em fazendas da regido Sul-
Fluminense. Em cada propriedade, foram realizados
testes para identificagdo de mastite clinica (exame fisico
da glandula mamaria e caneca telada) e subclinica (CMT
— Califérnia Mastitis Test) em todos os quartos mamarios
de todas as vacas suspeitas. As amostras foram obtidas
imediatamente antes da ordenha, apos antissepsia das
tetas com alcool a 70%. Os jatos de leite foram colhidos
diretamente em frascos estéreis, colocados em caixas
isotérmicas com gelo e encaminhadas imediatamente
ao Laboratorio de Microbiologia da Universidade
Severino Sombra, Vassouras, RJ para a realizagdo dos
testes de identificacdo bacteriana, detecg¢do dos fatores
de viruléncia e perfil de suscetibilidade antimicrobiana.

Identificacao Primaria das Amostras

As amostras foram inoculadas em meios
enriquecidos, seletivos e diferenciais. No isolamento
primario foi utilizado agar sangue de carneiro 5%
(Difco). As coldnias isoladas foram submetidas ao
método de Gram, teste da catalase e hidroxido de potassio
a 3%. De acordo com as caracteristicas morfotintoriais
e de crescimento, os isolados foram inoculados em
agar Manitol Vermelho de Fenol (Difco) para melhor
identificacdo."

Identificacdo das espécies de Staphylococcus
spp

As colonias isoladas foram semeadas em
agar Manitol Vermelho de Fenol, meio seletivo para
Staphylococcus spp, para observacao dos aspectos
fenotipicoscaracteristicosdogénero,comoafermentagao
ou ndo do manitol. Apos a realizacdo da prova da
coagulase, os estafilococos coagulase-positivos foram
identificados através das provas de redugdo de nitratos,
Voges-Proskauer, produgdo de urease e fermentacao
da maltose. Para o grupo coagulase-negativo, a
identificacdo foi realizada através das provas de urease,
fermentacdo de carboidratos (frutose, manose, maltose,
trealose, xilose, lactose e sacarose), suscetibilidade a
bacitracina, novobiocina e polimixina.'
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Testes de Suscetibilidade a

Antimicrobianos

Preparo do indculo

Os  Staphylococcus  spp. isolados foram
submetidos aos testes de suscetibilidade segundo os
padroes do Clinical Laboratory Standart Institute.'®

Os isolados foram suspensos em caldo Tripticase
de soja (TSA-Merk), incubados durante 24 horas a uma
temperatura de 37°C e diluidos na concentrag@o do tubo
0,5 da escala de McFarland, equivalente a 1,5 x 10°
células/mL.

Para comparacédo e controle dos testes avaliados
foram utilizadas as cepas padrdo ATCC de S. aureus
25923 e ATCC de S. aureus 29213 obtidas junto ao
Instituto Nacional de Controle de Qualidade/INCQS/
FIOCRUZ.

Difusdo em disco simples

Uma suspensao bacteriana (0,1 mL) foi distribuida
por toda a superficie das placas contendo dgar Miieller
Hinton (Merck) com o auxilio da al¢a de Drigalski. Os
discos foram depositados sobre a superficie do meio de
cultura, ja contendo o indculo. Apos incubagao por 24
horas a 37°C, os didmetros formados na zona de inibi¢do
ao redor do depdsito dos farmacos, foram observados e
medidos, em milimetros, conforme a literatura.'”

Discos de antimicrobianos

A eficacia comparativa da penicilina (10UI),
oxacilina(1ug),cefoxitina (30ug), ampicilina-sulbactam
(10/10pg), ceftriaxona (30ug), cefalotina (30pg),
imipenem (10pg), vancomicina (30pg), gentamicina
(10pg), azitromicina (15pg), eritromicina (15ug),
tetraciclina (30pg), ciprofloxacina (5ug), enrofloxacina
(10pg) (SENSIFAR-CEFAR®) foram analisadas para
todos os isolados.

Deteccio Fenotipica da Producéo de “slime” em
microplaca

Os isolados foram semeados em agar sangue
por 24h a 37°C e as colonias foram inoculadas em
microplacas de 96 pogos contendo caldo tripticase soja
(Merck) a 0,24% de glicose, e novamente incubadas
por 24h. Apods crescimento bacteriano o caldo foi
descartado vertendo-se a microplaca. Os pogos foram
lavados com agua destilada e corados com fucsina por
30 minutos em temperatura ambiente. A producdo de
“slime” foi observada como uma pelicula aderida a ao

fundo da placa.'® Os resultados foram avaliados através
de leitura visual segundo a escala: ausente (-), fraco (+),
moderado (++) e forte (+++). Para controle positivo
do teste foi utilizada a cepa padrao de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923).

Resultados

Das 216 amostras de leite mastistico avaliado, foi
possivel obterumtotal de 207 isolados de Staphylococcus
spp., sendo 42 Staphylococcus coagulase-positivos
(ECP) e 155 Staphylococcus coagulase-negativos
(ECN). A Tabela 1 relata o padrao de distribuigdo das
espécies de Staphylococcus isoladas.

Tabela 1. Distribuicdo das espécies de Staphylococcus.

Espécie isolada Numero de isolados

Staphylococcus xylosus 100
Staphylococcus haemolyticus 38
Staphylococcus aureus 23
Staphylococcus intermedius 19
Staphylococcus simulans 17

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos
de eleicdo foi avaliado através da medigdo do tamanho,
em milimetros, da area de inibi¢ao dos antibidticos. Foi
detectada resisténcia a praticamente todos os antibioticos
testados, com exce¢do da vancomicina e imipenem.
A Tabela 2 demonstra o percentual de resisténcia
antimicrobiana dos isolados de Staphylococcus spp.
avaliados.

Tabela 2. Percentual de resisténcia antimicrobiana frente aos isola-
dos testados.

Percentual de
Resisténcia
Antimicrobiana (n=207)

Antibiotico Testado

Penicilina 99,5%
Enrofloxacina 57%
Tetraciclina 56%
Ciprofloxacina 43%
Cefoxitina 37,7%
Oxaciclina 26,1%
Ceftriaxona 21,7%
Ampicilina+Sulbactam 13,5%
Azitromicina 17,9%
Eritromicina 17,9%
Gentamicina 14,9%
Cefalotina 14,9%
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Os maiores indices de resisténcia foram
observados para penicilina (99,5%), enrofloxacina
(57%) e tetraciclina (56%). Verificou-se indices de
resisténciainferiores a 20% para cefalotina, gentamicina,
azitromicia, eritromicina ¢ ampicilina+sulbactam.

A produgdo de “slime” na técnica da microplaca,
foi detectada em 74,4% dos isolados, sendo 65%
classificado como forte produtor ¢ 35% como fraco
produtor. Foi possivel observar que diferentes espécies
de Staphylococcus produziram “slime” (Tabela 3).

Tabela 3. Numero de isolados de Staphylococcus spp produtores
de “slime”.

Numero de “slime”

Espécie isolada positivo (n=154)

Staphylococcus xylosus 90
Staphylococcus haemolyticus 27
Staphylococcus simulans 16
Staphylococcus aureus 11
Staphylococcus intermedius 10
Discussio

A frequéncia de 74,9% (155/207) de ECN nos
rebanhos estudados no presente trabalho fornece aporte
aos resultados encontrados recentemente na literatura,
onde ECN tem sido identificado como causadores de
mastite bovina subclinica em alguns paises.'*?*?' Além
disso, a alta frequéncia de Staphylococcus nos casos de
mastite pode ser explicada pelo fato de que a pele do
ubere e a dos tetos sdo os principais sitios de localizagao
desses agentes, o que acaba facilitando as infecgdes por
esse microrganismo.?!

Os maiores indices de resisténcia foram
observados para penicilina, enrofloxacina e tetraciclina.
De acordo com dados da literatura, o indice elevado
de resisténcia a penicilina e tetraciclina pode estar
relacionado ao uso intensivo de preparagdes contendo
esses principios ativos na rotina veterinaria para o
tratamento de infec¢Oes intramamarias em vacas secas
ou lactantes, ou mesmo de outras patologias de causas
infecciosas em rebanhos brasileiros.® Martins?? relata
que o crescente nimero de cepas resistentes a penicilina
ja € esperado, devido ao fato desse antibidtico ser
amplamente difundido no tratamento de infeccdes.
Resultados semelhantes foram demonstrados por
Fontana® que verificou a resisténcia a ampicilina de
88,2% dos Staphylococcus spp.

O baixo percentual de resisténcia detectado frente
a cefalotina, gentamicina, azitromicina, eritromicina
e ampicilinatsulbactam indica possibilidade de
tratamento das infec¢Oes intramamarias.

A resisténcia detectada nos isolados de
Staphylococcus a diferentes grupos de antibidticos

usados no combate da mastite bovina, muitas vezes
estdo relacionadas a ma utilizagdo de determinado
produto, como, por exemplo, aplicagdo em subdosagens
ou periodo insuficiente de tratamento dos animais.’
Desta forma, os indices de resisténcia oscilam quando
se avalia este perfil em diferentes regioes.

Um estudo realizado em rebanhos leiteiros do
municipio de Garanhuns/PE (2010), para determinar
o perfil de sensibilidade antimicrobiana in vitro de §3
amostras de S. aureus isoladas de mastite subclinica
bovina, foi encontrado sensibilidade de 100% a
cefalotina, 79 (95%) a enrofloxacina, 77 (93%) a
tetraciclina, 76 (92%) a eritromicina e clindamicina, e
65 (78%) a gentamicina.”

No entanto, sabe-se que o elevado custo dos
exames laboratoriais tem inibido a realizacdo do
isolamento, identificagdo e dos testes de sensibilidade 1n
vitro dos agentes etiologicos da mastite bovina. Desse
modo, na maioria das vezes, a escolha do medicamento
anti-mastitico tem se baseado apenas no quadro clinico
da enfermidade. Diante destes fatos, prejuizos ainda
maiores tém sido experimentados pelos produtores rurais
em decorréncia dos insucessos obtidos no tratamento da
mastite bovina.?*

Os estafilococos possuem a capacidade de
produzir um grande numero de fatores de viruléncia
e acredita-se que estas caracteristicas possam ser
responsaveis pela capacidade de adaptacdo da bactéria
aos diferentes nichos do organismo.” Melo* ao avaliar
a producdo de biofilmes pela aderéncia em placas
demonstrou que 98,9% das estirpes se aderiram a placa e
foram consideradas produtoras de biofilmes. De acordo
com dados da literatura, as infec¢des mamarias que estao
associadas com a formacdo de biofilmes sdo também
realgadaspelafalhanasensibilidade aos antimicrobianos.
Em uma célula primaria epitelial mamaria os testes para
sensibilidade a neomicina, neomicina com penicilina,
neomicina com tetraciclina, neomicina com bacitracina,
e tetraciclina com bacitracina foram mais sensiveis para
células nao aderentes de S. aureus que para células
aderentes.?”” Bactérias produtoras de biofilmes no epitélio
mamario diminuem a efetividade dos antimicrobianos,
por isso a deteccao de S. aureus produtores de biofilmes
tém importancia no entendimento da patogenia desse
agente, além de permitir uma melhor adocao de medidas
de prevengdo e controle.?

Conclusoes

O alto percentual de resisténcia detectado frente
a penicilina, enrofloxacina e tetraciclina e os baixos
indices de resisténcia frente a cefalotina, gentamicina,
azitromicina, eritromicina e ampicilinat+sulbactam
ressaltam a importdncia da investigacdo do perfil
de sensibilidade antimicrobiana nos isolados
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Staphylococcus spp provenientes de leites mastiticos
antes da indicacdo do tratamento a fim de reduzir
perdas na producdo leiteira. Desta forma, sugere-se o
uso especifico e consciente de antimicrobianos visando
a redugdo da aquisi¢ao da resisténcia bacteriana.
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