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Resumo

A mastite bovina é uma inflamacao da glandula mamaria e sua disseminacdo depende
da interacdo entre 0 homem, animal, ambientes e agentes patogénicos que desencadeiam
0 processo inflamatdrio. A doenca causa grandes perdas econdmicas nos setores da
industria de laticinios. Um dos microrganismos mais encontrados em leite contaminado
€ 0 S.aureus, patdgeno produtor de varias toxinas e estaveis ao calor. O tratamento para
as infecgdes intra mamaria é atraves da utilizacdo de antibioticos, porém, na maioria das
vezes é utilizado de forma errénea e abusiva o que contribui para aumento da resisténcia
dos patdgenos e cria dificuldades para o tratamento das infeccBes. O objetivo deste
estudo foi avaliar a multiresisténcia de cepas de S.aureus presente em leite contaminado
com mastite subclinica frente aos antimicrobianos. Foram avaliadas dez propriedades
localizadas nas regides do Norte de Minas Gerais, totalizando quinhentos tetos
coletados, analisados e identificados quanto ao tipo de bactéria presente. Realizou-se 0
antibiograma através da tecnica de difusdo em disco. Dos quinhentos tetos analisados
cento 33,4% apresentaram isolados Staphylococcus.sp. Na propriedade dez foi
apresentou 43,75% de isolados Staphylococcus.sp. Das 167 amostras analisadas 92
totalizou ser SCN e 75 SCP. Houve diferenca estatistica (p<0,05) entre os isolados de
SCN e SCP, no qual as propriedades 6 e 9 apresentaram 100% das amostras coletadas
foram SCP. O antibiograma observou-se que as bases amoxicilina, penicilina e
ampilicina obtiveram maior resisténcia antimicrobiana, sendo as fazendas 8 e 10 com
maior resisténcia a esses antibioticos. Na analise de correlagcdo de Pearson r (p<0,05)
foram observados maior e significativa de MAR para as propriedades 1 e 3,1e 10,2e 6
e 3 e 10. Conclui-se que o numero de S.aureus foi significativo e apresentou maior
resisténcia aos antibidticos convencionais a base de amoxicilina, penicilina e ampilicina.

Palavras-chave: doenca infecciosa; mastite; resisténcia antimicrobiana; Staphylococcus
sp
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Introducgéo

A mastite subclinica é um dos principais fatores prejudiciais na saude dos

bovinos leiteiros, 0 que acarreta em grandes perdas econémicas nas industrias de
lacticinios em todo o mundo (GANDA et al, 2016).
A doenca é manifestada de duas maneiras; mastite clinica e subclinica. A primeira
possui caracteristica evidente da sua manifestacdo, mas a segunda é necessarios exames
complementares para a detec¢do. A mastite também € subdividida e acordo com o
patégeno encontrado, sdo classificados como mastite contagiosa e mastite ambiental
(SILVA et al, 2010).

A infeccdo da glandula maméria é provocada por varios agentes patogénicos
(VAZQUEZ et al, 2013).

Os patdgenos com maior incidéncia de mastite clinica estdo incluidos o0s grupos,
Staphylococcus aureus, Strepetococus uberis, Streptococus dygalactiae, coliforms como
Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter spp, Citrobacter spp e Pseudomonas spp.
Esses agentes bacterianos causam maior impacto na salde dos bovinos leiteiros, na
qualidade e produtividade do leite (ZADOKS, FITZPATRICK, 2009).

Sendo um dos principais 0 agente patogénico, Staphylococcus aureus sdo
causadores da mastite clinica e subclinica em vacas leiteiras. O contagio é feito através
de animal para animal no momento da ordenha, pelo ambiente e outros fomites
(JAMALI et al, 2014).

A alta prevaléncia de Staphylococcus sp no rebanho leiteiro € um desafio para a
criacdo de programas de controle. Além disso, esse género bacteriano possui a
capacidade de desenvolver resisténcia aos antibioticos o que acarreta em um alta
disseminacdo infecciosa na glandula maméaria (SILVA et al, 2012).

O uso indiscriminado de antibioticos, seja para controle de mastite ou para
outras doencas infecciosas, contribuiu para o aumento da taxa de resisténcia
antimicrobiana em diversos tipos de bactérias (AMABILE- CUEVAS, 2010).

O objetivo deste estudo foi avaliar a frequéncia e a multiresisténcia de cepas de
Staphylococcus sp presente em leite contaminado com mastite subclinica frente a
antimicrobianos em propriedades localizadas no Norte de Minas Gerais.
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Metodologia
Coleta das amostras de leite e informagcdes sobre o rebanho

O trabalho foi conduzido em dez propriedades no Norte de Minas Gerais, com

rebanhos leiteiros de racas mesticas em diferentes periodos de lactacdo e manejo
nutricional atendidas pelo Programa de Apoio a Agricultores Familiares (PROAF).
A pesquisa foi realizada através de visitas técnicas situados nas cidades em Mathias
Cardoso (01), Sdo Jodo da Lagoa (01), Janauba (03), Icarai (03), Francisco Sa (01) e
Porteirinha (01). Cada uma das propriedades em estudo e coletaram-se dados obtendo-
se 0 manejo de ordenha, tratamento e controle de casos de mastite e auxilio e
capacitacao dos produtores para o controle de mastite subclinica.

Em cada animal, antes da ordenha, realizou-se caneca telada (Tamis Test) para
diagnostico de mastite clinica e California Mastitis Test (CMT) para diagnostico da
mastite subclinica. Para o teste de caneca telada, os resultados foram classificados
apenas em negativo (-) ou positivo (+) (FONSECA; SANTOS, 2001). O teste de
CMT foi realizado em todas as matrizes em lactacdo, a partir do 15° dia pos-parto
utilizou-se um produto comercial, especifico para o teste e os tetos foram classificados
em: negativo (-), reacdo leve (+), moderada (++) e intensa (+++), de acordo com a
intensidade do gel (SCHALM; NOORLANDER, 1957). Foram analisados quinhentos
tetos.

Coletaram-se amostras de leite de todos os tetos positivos ao teste de caneca
telada ou ao CMT, totalizando cento e sessenta e sete amostras coletadas. Para a coleta
do leite, os tetos eram previamente limpos com algoddo embebidos em alcool na
concentracdo de 70% e os primeiros jatos Os tetos mais distantes do ordenhador eram
primeiramente higienizados evitando a recontaminagdo. Os frascos com as amostras
foram acondicionados em caixas térmicas com gelo e temperatura de aproximadamente
4 a 5°C (Simdes et al. 2013) sendo mantidas até a entrega ao laboratério de Sanidade
Animal do Instituto de Ciéncias Agrérias da UFMG.
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Isolamento e Identificacdo de Staphylococcus sp

As analises microbiologicas foram conduzidas conforme recomendagdes de
Quinn et al. (2005) e KONEMAN et al., (2001) As amostras de leite foram inoculadas
em meio Agar sangue ovino a 5,00% (v/v), com incubacgdo na estufa entre 35 e 37 °C,
por 24 a 48 horas, em aerobiose As col6nias que cresceram foram observadas quanto a
morfologia, tamanho, pigmentacédo e presenca de hemolise.

Para a avaliacdo das caracteristicas microscopicas das col6nias, procederam se a
anélise de coloracdo de Gram. Os isolados que apresentaram morfologia microscopica
tipica (cocos Gram-positivos, agrupados em cachos). Foram realizadas provas
bioguimicas para identificacdo de Staphylococcus sp, as amostras pesquisadas quanto a
producdo de catalase. Através de uma alcada da colonia em lamina de vidro foram
adicionados 0,2 ml de perdxido de hidrogénio a 3,00%(v/v). Foi classificada como
género Staphylococccus sp, quando ocorreu a producdo de bolhas de oxigénio a partir
da enzima catalase. Por meio do teste da coagulase lenta em tubos, diferenciaram-se
Staphylococcus coagulase positiva ou negativa. Em tubos de 10 x 100 mm esterilizados
adicionados 0,2 ml da cultura teste e 0,5 ml de plasma de coelho liofilizado; ap6s
homogeneizacdo, as amostras foram incubadas em estufa, sob temperatura de 35 a 37
°C. A leitura foi realizada as 24 horas, para verificar a formacéo de codgulos. Apds esse
periodo, avaliou se macroscopicamente a reacdo, pela intensidade da formacéo de malha
de fibrina, em: uma cruz, coagulos pequenos e desorganizados; duas cruzes, coagulos
pequenos e organizados; trés cruzes, coagulacdo grande e organizada, e quatro cruzes,
coagulagdo completa. A caracterizacdo da espécie S.aureus realizou se através de
provas bioquimicas com teste da desoxiribonuclease (DNAse) e crescimento em Agar
sal manitol (Prodimol®) conforme Simdes et al., (2013).
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Antibiograma

As cepas de Staphylococcus sp encontradas nas amostras de leite foram
submetidas ao método sensibilidade in vitro a antimicrobianos utilizando a técnica de
disco difusédo (NCCLS, 2003). Utilizou se os principais antimicrobianos indicados para
a terapia intramamaria e/ou parenteral contra mastite bovina e recomendada para testes
de sensibilidade para Staphylococcus sp (CLSI 2105), As bases utilizadas foram
gentamicina, ampicilina, amoxicilina, ciprofloxacin, cefalotina, penicilina, cefoxitina,
oxacilina, nitrofurantoina e amicacina.

Com o auxilio de swab estéril, uma suspensdo da cultura, padronizada em 0,5
pela escala de Mac Farland foi semeada em placas de Agar Muller-Hinton® (MH) por
toda a superficie do meio.

Com pinga estéril, discos impregnados com os antimicrobianos foram
depositados e levemente pressionados sobre o meio na placa de Petri, mantendo-se entre
eles a distancia de aproximadamente trés centimetros. Apo6s a incubagdo em estufa, a
temperatura de 35 a 37 °C, por 18 a 24 horas, o diametro dos halos de inibicdo foram
medidos com régua milimetrada e os resultados médios foram interpretados de acordo
com CLSI (2015).

Analise Estatistica

Os resultados foram interpretados através da analise descritiva e comparacédo de
médias de resultados obtidos entre as propriedades, bem como avaliagdo da associacao
de resultados microbiolégicos com as praticas de manejo adotadas. Os indices de
resisténcia para cada antimicrobiano e o indice de maultipla resisténcia aos
antimicrobianos (MAR) foram obtidos para todos os isolados de acordo com
Krumperman (1983).
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Resultados e Discussao

A freqiiéncia de Staphylococcus sp isolados do leite de vacas leiteiras das dez
propriedades em estudo, foi de 33,4% (n=167/500) (FIGURA 1).

Figura 1: Frequéncia de isolados de Staphylococcus sp em tetos bovinos de
propriedades do Norte de Minas Gerias
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Ao avaliar a frequéncia de Staphylococcus sp (FIGURA 2) entre as propriedades
ndo houve diferenca estatistica (p> 0,05), indicando que a frequéncia é alta em todas as
propriedades estudadas.

Figuara 2: Distribuicdo de frequiéncia de Staphylococcus sp em propriedades rurais nas
regides do Norte de Minas Gerais , no periodo de janeiro a abril
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Relatos de isolamentos de Staphylococcus sp na literatura sdo resultados
variados, no entanto menores que os aqui obtidos. Das duzentas e trinta e cinco
amostras analisadas por Metz et al, (2010), 29,36% (n=69/235) apresentaram isolados
de Staphylococcus sp.

A frequéncia de identificacdo de Staphylococus coagulase positiva foi de
4491% (n=75/167) entre os Staphylococcus sp e o0s demais foram agrupadas
Staphylococcus sp coagulase negativa, que correspondeu a 55,09% (92/167)
(FIGURAS3).

Figura 3: Frequéncia de isolamento de Staphylococcus sp em tetos bovinos de
propriedades no Norte de Minas Gerais
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Observou-se (FIGURA 4) que entre isolados, a freqtiéncia de cepas identificadas
como Staphylococcus sp coagulase positiva e de agrupamentos Staphylococcus sp
coagulase negativa foi diferente (p<0,05) entre as propriedades analisadas. As fazendas
seis e nove apresentaram 100% de isolados de Staphylococcus sp coagulase positiva.

Figura 4: Frequéncia pelo Teste Qui- quadrado de Staphylococus sp coagulase positiva
e Staphylococus sp coagulase negativa em rebanhos leiteiros no Norte de Minas Gerais
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Os dados aqui obtidos sdo preocupantes, visto que Staphylococus sp é um
agente de alta patogenicidade para a glandula mamaria e traz prejuizos consideraveis
para a cadeia leiteira e deve-se considerar ainda que a frequéncia aqui relatada refere-se
a tetos com mastite subclinica.

Identificacdo de Staphylococus sp estdo presentes na literatura e sdo condizentes
com a frequéncia aqui obtida.

Entre 191 vacas com mastite clinica 27% (n=51/191) apresentaram isolados de
Staphylococus sp o que correspondeu a 11% de tetos (n=82/757) em que foi identificado
S. aureus (Capurro et al, 2010).

Na regido do Estado de Sdo Paulo, em 245 amostras analisadas, foram
identificados 18 isolados como Staphylococus sp o que representa 7,3% (n=18/245) e
apresentou 22,2% (n=4/245) eram produtoras de toxinas (Fagundes et al, 2009).

Guimarées et al, (2013) observaram frequéncia de 51% de isolados agrupados
como Staphylococus coagulase positiva 49% agrupados em Staphylococuscoagulase
negativa. Dos isolados identificados 68% (n=90) foram Staphylococus aureus, 15%
(n=21) para S.intermedius, 13% (n=19) S. hyicus e 4% (n=21) foram S. chleiferi,
indicando também alta frequéncia de Staphylococus aureus, bem como de outros
Staphylococus sp tanto coagulase negativa quanto positiva.

Quanto ao perfil fenotipico de sensibilidade de Staphylococus sp, observou-se
que as bases antimicrobianas amoxicilina (65,59%), penicilina (76,34%) e ampicilina
(74,19%) apresentaram maior resisténcia antimicrobiana (FIGURA 5), indicando alta
resisténcia a antimicrobianos do grupo de B-etalactamicos.

Figura 5: Sensibilidade a antimicrobianos observada em Staphylococus sp em rebanhos

leiteiros do Norte de Minas Gerais.
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Nota: Gentamicina (GEN); nitrofurantoina (NIT); amicacina (AMI); amoxicilina (AMO);
penicilina (PEN); cefoxitina (CFO); oxacilina (OXA); ciprofloxacin (CIP); ampicilina (AMP); e
cefaloxitina (CFL).

(%)

Porcentagem

277



[I CONGRESSO INTERDISCIPLINAR DE
PESQUISA, INICIAGAO CIENTIFICA E EXTENSAQ
CENTRO UNIVERSITARIO METODISTA IZABELA HENDRIX

De 24/04 a 28/04 de 2017
Belo Horizonte - Campus Praga da Liberdade

Na Tabela 1, foram apresentados dados de perfil fenotipico observado em cada
propriedade. As propriedades oito e dez apresentaram maior resisténcia aos antibioticos
amoxicilina, penicilina e ampicilina. Essa avaliagdo foi semelhante com que outros
autores relataram, pois, também apresentaram resisténcia aos antibioticos testados.

Tabela 1- Perfil de sensibilidade antimicrobianos por propriedades no Norte de Minas Gerais

Distribuicéo de frequéncia

Antibidtico Perfil Pl P2 P3 P4 PS5 P6 P7 P8 P9 P10
Sensivel 100 100 100 100 85,71 83,33 100 100 100 100

Resistente - - - - 14,29 16,67 - - - -

GEN Intermediério - - - - - - - - - -
Sensivel 100 100 100 100 85,71 100 100 87,5 100 100

Resistente - - - - - - - - - -

NIT Intermedidrio - - - 14,29 - - 12,5 - -
Sensivel 100 100 100 100 42,86 100 100 100 66,67 50

Resistente - - - - 28,57 - - - - -
AMI Intermedidrio - - - - 28,57 - - - 33,33 50
Sensivel 87,5 - 10 10,53 42,86 66,67 100 50 33,33 50
Resistente 12,5 100 90 89,47 57,14 33,33 - 50 66,67 50

AMO Intermediério - - - - - - - - - -

Sensivel 93,75 - 5 5,26 - 33,33 - 375 - -
Resistente 6,25 100 95 94,74 100 66,67 100 62,5 100 100

PEN Intermediério - - - - - - - - - -

Sensivel 100 100 100 100 100 66,67 - 50 100 -
Resistente - - - - - 33,33 100 50 - 100

CFO Intermediério - - - - - - - - - -
Sensivel 100 100 100 100 100 100 100 50 66,67 100

Resistente - - - - - - - 50 33,33 -

OXA Intermediério - - - - - - - - - -
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Distribuicao de frequéncia

Antibidtico  Perfil Pl P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10
Sensivel 93,75 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Resistente 6,25 - - - - -
CIP Intermediério - - - - - -
Sensivel 87,5 - 5 5,26 14,29 50 - 37,5 33,33
Resistente 12,5 100 95 94,74 85,71 50 100 62,5 66,67 100
AMP Intermediario - - - - - -
Sensivel 100 100 100 100 100 100 100 75 100 100
Resistente - - - - - - - 25
CFL Intermediario -

Nota: Gentamicina (GEN); nitrofurantoina (NIT); amicacina (AMI); amoxicilina (AMO); penicilina (PEN);
cefoxitina (CFO); oxacilina (OXA); ciprofloxacin (CIP); ampicilina (AMP); e cefaloxitina (CFL).

Dos 93 isolados de Staphylococus sp a partir de leite de tanque de 42
propriedades em Minnesota, USA, 29% foram resistentes a oxacilina, 17% a ampicilina,
16% penicilina e tetraciclina, 7% eritromicina, 5% a pirlimicina, 4% a novobiocina, 3%
de estreptomicina e 1% ao ceftiofur, cefalotina indicando alta resisténcia e Haran et al,
(2011), classificam os isolados com MRSA- Staphylococus sp meticilina resistente.

Ao estudarem 13 rebanhos em Wisconsin, USA, Oliveira et al, (2012) obtiveram
isolados de Staphylococus sp (n=116), sendo 58 de tetos com mastite clinica e 58 com
mastite subclinica e observaram que 75% (n=87) ndo apresentaram resisténcia a
nenhuma base antimicrobiana estudada, 24,1% (n=8) apresentaram resisténcia a pelo
menos uma base (n=2) ou 2 bases (n=7) classes de antimicrobianos, e 0,9% (n=1) foram
multiresistentes.

O indice de multipla resisténcia aos antimicrobianos (MAR) esta apresentado na
Tabela 2. O MAR variou de 0 a 0,6 com média de 0,23 para as propriedades analisadas.
Em 100% das propriedades observaram-se cepas MAR. Menor média foi observada na
fazenda seis, porém 100% das cepas foi MAR e maior média foi observada na fazenda
quatro com 18, 75% das cepas MAR.
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Tabela 2. indices de mdltipla resisténcia a antimicrobianos (MAR) observados em
Staphylococcus sp. isolados de leite de tetos com mastite subclinica no Norte de Minas
Gerais

Frequéncia MAR* MAR
%

Fazenda maximo Minimo Média
1 100 (2/2) 0,4 0,3 0,35
2 85,71 (6/7) 0,4 0,1 0,271
3 100 (1/1) 0,3 0,3 0,3
4 18,75 (3/16) 0,3 0 0,375
5 100 (11/11) 0,3 0,3 0,3
6 100 (6/6) 0,4 0 0,2
7 62,5 (5/8) 0,6 0 0,3
8 95 (19/20) 0,3 0,1 0,28
9 94,73 (18/19) 0,3 0 0,27
10 66,66 (2/3) 0,3 0,1 0,266

*Indices de maltipla resisténcia a antimicrobianos

Na andlise de correlagdo de Pearson r (p<0,05) foi observado conforme a Tabela
3, correlacdo positiva de MAR para as propriedades um e trés, um e dez, dois e seis e
trés e dez.

Quanto ao indice de resisténcia antibiética multipla os dados obtidos neste
estudo foram semelhantes dos autores Costa et al, (2013). Eles relataram que foram
observadas varia¢Ges de 0 a 0,26 com a média de 0,13, das 65 amostras testadas o que
correspondeu a 18,15% dos Staphylococcus sp testados.
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y

Tabela 3. Correlacéo de Pearson (p<0,05) — relacdo entre as propriedades MAR

P1

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

P10

P1
0,373504
0,052386
0,788602

<0,0001
-0,12661
0,297396
0,29815
0,100838
0,306073
0,094688
0,33321
0,075555
-0,2401
0,153947
-0,64964
0,000967
0,915326
<0,0001

P2

0,3286738
0,07854911
-0,0760575
0,374977
0,6005326
0,00255654
0,8910421
<0,0001
0,6213353
0,001726861
-0,4934054
0,01352621
-0,1670949
0,240676
0,364229
0,0571918

P3 P4 PS5 P6 p7 P8 P9
-0,08812 -
0,355902
0,207514  0,090077 -
0,190002 0,352838
0,458832 -0,03201 0,452267 -
0,020931 0,446715 0,022635
0,499512 -0,20908 0,492366 0,616153 -
0,012466 0,188165 0,013713 0,001909
-0,35994 0,150661 -0,15768 -0,70275 -0,58714 -
0,059519 0,263032 0,253362 0,000275 0,003247
-0,66832 0,147788 -0,01657 -0,21986 -0,23935 0,495858 -
0,000639 0,267036 0,472357 0,175823 0,154727 0,013092
0,969458 -0,10821 0,254824 0,422577 0,460044 -0,3315 -0,69681
<0,0001 0,324874 0,139126 0,031713 0,020627 0,076677 0,00032

P10
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Concluséao

A freqiiéncia de identificacdo de Staphylococus sp foi elevada nas propriedades
e houve uma correlagédo positiva com multiresisténcia a antibioticos convencionais aos
B-lactamicos, o que evidenciou alta resisténcia bacteriana nos rebanhos leiteiros
avaliados.

Os resultados provaram que é necessario um acompanhamento mais rigoroso
nos rebanhos leiteiros e programas de conscientizacao dos produtores para evitar 0 uso
indiscriminado de antibidticos.
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