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RESUMO: Staphylococcus aureus é considerado o mais importante agente etioldgico infeccioso da
mastite bovina, havendo reducdo da producdo de leite e possibilidade de perda de funcédo dos
guartos mamarios acometidos. Efetuou-se o presente estudo visando verificar os perfis de resis-
téncia de S. aureus isolados de 66 quartos mamarios com mastite bovina frente a ampicilina (10
Mg), clindamicina (2 pug), eritromicina (15 pg), gentamicina (30 pg), oxacilina (1 pg), penicilina (10
Ul), sulfazotrim (25 ug) e tetraciclina (30 pg). As estirpes foram classificadas em grupos da se-
guinte maneira: “A”, resistentes a ampicilina e/ou a penicilina; “B”, resistentes a ampicilina e/ou
a penicilina e/ou a oxacilina; “C”, resistentes a sulfadiazina mais trimetoprim; “D”, sem resistén-
cia aos antimicrobianos testados. Dentre as 66 amostras testadas, 87,9% apresentaram resisténcia
aos beta-lactamicos e 40,9% foram resistentes a oxacilina. Dentre Staphylococcus aureus isolados
em quartos mamarios com mastite recidivante, quatro até entdo classificados como pertencentes
ao grupo “A” passaram a ser classificados dentro do grupo “B”, uma amostra que era agrupada
como “A” passou a pertencer ao grupo “D”, uma do grupo “B” passou para o grupo “A”, en-
guanto trés amostras continuaram a ser classificadas no mesmo grupo, sendo duas dentro do
grupo “A” e uma no grupo “D”. S. aureus demonstrou maior resisténcia aos antimicrobianos
beta-lactamicos, como a penicilina, ampicilina e oxacilina (77,3%, 68,2% e 40,9%, respectivamen-
te), enquanto os maiores indices de sensibilidade foram encontrados para a gentamicina, sulfa
mais trimetoprim, clindamicina e eritromicina (97,0%, 96,3%, 95,6% e 94,4% respectivamente).
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RESISTANCE PROFILES OF Staphylococcus aureus ORIGINATING IN MILK FROM COWS WITH
SUBCLINICAL MASTITIS

ABSTRACT: Staphylococus aureus is considered the most important infectious agent of bovine
mastitis. Milk production is reduced and the ill mammary quarters are the most important reservoirs
of the pathogen. The objective of this study was to verify the resistance profiles of S. aureus isolated
from 66 quarters with bovine mastitis to ampicillin (10 pg), clindamycin (2 ug ), erythromycin (15
Hg), gentamicin (30 pg), oxacillin (1 pg), penicillin (10 Ul), sulfa plus trimethoprim (25 pg) and
tetracycline (30 pg). The isolates were classified in groups: “A”, resistant to ampicillin and/or
penicillin; “B”, resistant to ampicillin and/or penicillin and/or oxacillin; “C”, resistant to sulfa
plus trimethoprim; “D”, sensitivity to all antimicrobials tested. Among 66 isolates, 87.9% showed
resistance to b-lactams and 40.9% were resistant to oxacillin. Among isolates of mammary quarters
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with new cases of mastitis, four classified in the group “A” changed to the group “B”, one classified
in the group “A” changed to the group “D”, one of the group “B” changed to the group “A”,
while three isolates continued in the same group, two in the group “A” and other in the group
“D”. The S. aureus isolates showed higher resistance to b-lactams antimicrobials, as penicillin,
ampicillin and oxacillin (77.3%, 68.2%, 40.9%, respectively), while the higher sensitivities registers
were to gentamicin, sulfa plus trimethoprim, clindamycin and erythromycin (97.0%, 96.3%, 95.6%

and 94.4%, respectively).
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INTRODUCAO

Staphylococcus aureus constitui-se no principal
agente infeccioso da mastite bovina, com grande
repercussdo econdmica. A penetracio do agente pelo
canal do teto e a sua multiplicacdo na glandula le-
vam a diminui¢do na producao de leite e, ocasio-
nalmente, perda da func¢do da glandula mamaria
(ScHALm et al., 1971).

Em alguns paises, a incidéncia de mastite por S.
aureus foi reduzida, sendo, no entanto, 0 microrga-
nismo ainda mais comumente isolado. Um
indicativo da habilidade do S. aureus de se adaptar
a novas condicdes é o aumento da ocorréncia de
casos de mastite em novilhas que sdo causados por
este microrganismo.

Por ser a mastite a enfermidade mais freqiien-
te e dispendiosa do gado leiteiro, o prejuizo dela
decorrente atinge cifras elevadas em consequiéncia
da reducédo na producao de leite e dos prejuizos na
composicao fisico-quimica que podem inutilizar o
produto para o consumo ou mesmo para o
beneficiamento. Além disso, existem os gastos com
medicamentos, com a desvalorizacdo do animal e
com a precéaria qualidade sanitaria do leite (STEHLING
et al., 1986).

O exame bacteriolégico do leite, obtido a partir
de um Unico quarto ou de amostras compostas € o
procedimento padrdo para se estabelecer se ha in-
feccdo (ELvinger e NAaTzkE, 1992). Nos casos de sur-
tos de mastite clinica em um rebanho ou em casos
isolados, especialmente em vacas de alto valor
zootécnico, o isolamento do agente etioldgico é o
método diagnostico de eleicdo. A cultura do leite
de vacas do rebanho é Gtil no monitoramento da
prevaléncia e dos agentes etioldégicos presentes
(Sears et al., 1993).

Varios testes podem ser utilizados para a identi-

ficacdo de S. aureus, diferenciando-o de outros
estafilococos. SiLva e GANDRA (2004) chamam a aten-
cdo para a andlise de resultados em conjunto para a
discriminacdo das espécies. Além disso, é necessa-
rio o conhecimento dos padrfes de resisténcia
antimicrobiana do microrganismo. Esta conduta é
fundamental para o desenvolvimento de métodos
preventivos que sejam efetivos, assim como para a
construcgdo de estratégias de tratamento quando fo-
rem necessarias (SABour et al., 2004).

Diante do exposto, objetivou-se verificar os per-
fis de resisténcia de S. aureus, isolados em quartos
mamarios de vacas com mastite, a antimicrobianos
do grupo dos beta-lactamicos, além de proceder-se
ao acompanhamento destes quartos com o intuito
de averiguar possiveis mudancas nos padrdes en-
contrados.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em uma propriedade
produtora de leite do tipo “C”, localizada na regido
de Barretos, Estado de S&o Paulo, cuja producéo de
leite era de, aproximadamente, oito litros diarios por
animal. Foram acompanhados 66 quartos mamari-
os de vacas com mastite em que houve o isolamen-
to prévio de S. aureus, durante o periodo correspon-
dente entre janeiro de 2001 e abril de 2002, com in-
tervalos de cinco meses entre as visitas a proprie-
dade.

As colheitas do leite foram realizadas utilizan-
do-se tubos de ensaio esterilizados para os quartos
mamarios que apresentavam amostras de leite
reagentes ao “California Mastitis Test” (CMT). As
amostras foram transportadas para as analises
laboratoriais apés o acondicionamento em caixas de
material isotérmico (isopor), contendo cubos de gelo.
Ao chegar ao laboratério, 10 pL de leite de cada
guarto mamario foram semeados sobre a superficie
de placas de Petri em duplicatas, contendo agar san-
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gue ovino a 5%, em aerobiose. Apés a incubacdo a
37°C durante 24 a 48 horas, as coldnias foram
investigadas quanto as caracteristicas de crescimen-
to, coloracdo, além de serem submetidas aos
esfregacos corados pelo método de Gram (HArRMON
et al., 1990).

Os microrganismos sob a forma de cocos Gram-
positivos, foram submetidos as provas da catalase
e da coagulase lenta com plasma de coelho
(Houmeerg, 1973). Submeteu-se as amostras catalase
e coagulase positivas a prova para verificacdo da
producdo de acetoina e aquelas que produziram
acetoina foram testadas quanto a utilizacdo ou nao
da maltose e trealose para a diferenciagdo entre S.
aureus e Staphylococcus schleiferi subespécie coagulans.
As amostras que mostraram-se positivas a estas pro-
vas, foram, entéo, classificadas como S. aureus (HoLt
et al., 1994).

Os microrganismos isolados foram submetidos
aos testes de sensibilidade in vitro, utilizando a téc-
nica de difusdo com discos (BAUER et al., 1966) em
placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton, em
cuja superficie fora dispostos discos impregnados
com 0s seguintes principios ativos: ampicilina (10
Kg), clindamicina (2 ug), eritromicina (15 ug),
gentamicina (30 pg), oxacilina (1 pg), penicilina (10
Ul), sulfazotrim (25 pg) e tetraciclina (30 pg). De-
corridas 24 horas de incubacdo a 35°C, procedeu-se
a afericdo dos halos de inibicdo formados em torno
dos respectivos principios ativos, segundo o
National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS, 2005).

ApoOs os testes de sensibilidade, as amostras fo-
ram agrupadas de acordo com os seus perfis de re-
sisténcia, da seguinte maneira: grupo “A”, resisten-
tes a ampicilina e/ou a penicilina; grupo “B”, resis-
tentes a ampicilina e/ou a penicilina e/ou a
oxacilina; grupo “C”, resistentes a sulfadiazina mais
trimetoprim; grupo “D”, sem resisténcia aos
antimicrobianos testados

RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerada uma doenca multifatorial de gran-
de importancia para a pecudria de leite, a mastite
acarreta sérios prejuizos econdmicos decorrentes,
dentre outros fatores, da diminuicdo da producao
lactea. Sob o ponto de vista econdmico, a mastite é
a mais importante doenca do gado leiteiro, apre-

sentando alta prevaléncia em todo o mundo. Além
da forma clinica, a enfermidade apresenta-se, tam-
bém, sob a forma subclinica, sendo esta mais preju-
dicial financeiramente com perdas econdémicas de-
vido a freqiéncia e persisténcia do processo (VIANNI
e LAzARro, 2003).

Regras praticas para a selecdo e uso de
antimicrobianos sdo preocupag¢des ha algum tem-
po, com énfase na necessidade de doses adequadas
de principios ativos e por periodos limitados, além
do monitoramento dos padrfes de sensibilidade
para que problemas de resisténcia possam ser evi-
tados (SanrForb, 1976). O uso inadequado de antibi-
oOticos para o tratamento da mastite favorece a pres-
sdo seletiva em cepas multi-resistentes (ViannI €
LAzAro, 2003).

Considera-se o teste de sensibilidade “in vitro”
um importante fator no sucesso do tratamento da
mastite. Entretanto, é comum o uso indiscriminado
de medicamentos sem a realizacdo do mesmo, su-
jeitando a glandula mamaria a tratamentos inade-
quados que podem ocasionar agravamento do pro-
cesso e desenvolvimento de resisténcia por parte dos
microrganismos (CosTa et al., 1999).

No Quadro 1 constam os padrdes de resisténcia
encontrados nos microrganismos isolados dos quar-
tos mamarios.

Quadro 1. Classificacdo de S. aureus isolados de quar-
tos mamarios com mastite bovina, de acordo
com a apresentacdo ou ndo de resisténcia aos
grupos de antimicrobianos testados

Padrdes de resisténcia no %
A (Amp! e/ou Pen?)?2 31 47,0
B (Amp e/ou Pen e/ou Oxad)a 27 40,9
C (Sut¥)? 2 3,0
D (Sem resisténcia aos principios 6 91
ativos testados)

Total 66 100,0

tAmpicilina; 2 Penicilina G; ® Oxacilina; * Sulfa + trimetoprim.
aAntimicrobianos aos quais as estirpes de S. aureus demons-
traram resisténcia.

SaBouR et al. (2004) avaliaram um total de 212 S.
aureus isolados de casos de mastite bovina, 24,5%
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dos quais foram resistentes pelo menos a um
antimicrobiano, com a resisténcia a penicilina sen-
do a mais comum. No mesmo estudo, foram encon-
tradas variacdes nos padrdes de resisténcia em di-
ferentes regides, enquanto os niveis de resisténcia
aos antimicrobianos dos microrganismos isolados
nas amostras de leite, antes e depois do tratamento,
foram similares.

De oito antimicrobianos testados no presente
estudo, 68,2% dos microrganismos apresentaram
resisténcia a mais de um principio ativo. O perfil de
resisténcia mais encontrado foi contra os
antimicrobianos beta-lactamicos (87,9% das amos-
tras).

Quadro 2. Perfis de sensibilidade de S. aureus isolados
de casos de mastite bovina frente a diferen-
tes antimicrobianos

Sensibilidade Resisténcia

Gentamicina (66)! 97,0 3,0
Sulfadiazina + 96,3 3,7
trimetoprim (54)!

Clindamicina (46)! 95,6 44
Eritromicina (65)! 94,4 4,6
Tetraciclina (65)! 89,2 10,8
Oxacilina (66)! 59,1 40,9
Ampicilina (661) 31,8 68,2
Penicilina G (66)! 22,7 77,3

*Numero de quartos mamarios estudados.

Nota-se que o principio ativo ao qual os micror-
ganismos apresentaram maior sensibilidade foi a
gentamicina (97%). Entre os principios ativos de
maior resisténcia por parte das estirpes de S. aureus,
figuraram a penicilina G, a ampicilina e a oxacilina
(77,3%, 68,2% e 40,9%, respectivamente).

A resisténcia a penicilina e a ampicilina por par-
te de estirpes de S. aureus isoladas no leite foi en-
contrada, também, por outros autores, como ARrRAU-
30 (1998) (43,8% e 44,8%, respectivamente) e BriTo et
al. (2001) (65% para ambos os principios ativos).
Porém, estes mesmos autores ndo detectaram a re-
sisténcia a oxacilina.

YosHIMURA et al. (2002) também relataram resis-
téncia a um ou mais antimicrobianos em 37,4% de

S. aureus isolados e que o0 padrdo de resisténcia a
benzilpenicilina, dihidroestreptomicina e
canamicina foi o mais freqlente. Estes mesmos au-
tores ndo encontraram resisténcia & meticilina,
lincomicina, clindamicina e florfenicol.

A selecéo de bactérias resistentes pelo uso incor-
reto de antimastiticos, além das modificagbes bio-
l6gicas introduzidas pelo proprio homem, podem
explicar as diferencas encontradas na sensibilidade
bacteriana (Lanconi et al., 1991), o que torna dificil a
comparacéo de resultados entre diferentes estudos.

Microrganismos que exibem resisténcia as peni-
cilinas resistentes a penicilinase sdo classificados
como S. aureus meticilina (oxacilina)-resistentes
(“MRSA™). Tais microrganismos sdo, também,
freqlientemente resistentes a maioria dos agentes
antimicrobianos, incluindo os aminoglicosideos,
macrolideos, cloranfenicol, tetraciclina e
fluorquinolonas (MANDELL et al., 1995).

De forma geral, quando o agente causador da
mastite é S. aureus, a resisténcia mais comum obser-
vada é a penicilina, um dos antibiéticos mais utili-
zados em vacas leiteiras. Segundo SoL et al. (2002),
guando estirpes de S. aureus sao resistentes a
meticilina, elas apresentam como caracteristica prin-
cipal a multi-resisténcia a todos os antibioticos do
grupo dos beta lactamicos, além da resisténcia a ou-
tros antimicrobianos.

Para Lee (2003), isolados “MRSA” devem ser
considerados resistentes a todas as cefalosporinas e
outros R-lactdmicos (como ampicilina, amoxicilina-
4cido clavuldnico, ticarcilina-acido clavulénico e os
carbapenos) devido aos resultados dos testes de sen-
sibilidade “in vitro” obtidos com estes agentes. Exis-
tem evidéncias clinicas de que os isolados de S.
aureus resistentes a oxacilina ndo respondem ao tra-
tamento in vivo com cefalosporinas. Desta forma,
mostram-se preocupantes os achados do presente
estudo, ja que houve razoavel quantidade de isola-
dos resistentes & oxacilina.

Vaérios trabalhos relatam a possibilidade de trans-
misséo de S. aureus entre 0 homem e os bovinos. A
infeccdo do homem pelo consumo de produtos como
o leite contaminado com linhagens “MRSA” de ori-
gem animal é aventada. Uma vez ocorrida a trans-
feréncia interespécie, estes microrganismos podem
tornar-se disseminados no meio animal.
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Nas estirpes de S. aureus isoladas do leite dos
animais estudados, 40,9% mostraram-se resistentes
a oxacilina. A propriedade foi acompanhada a in-
tervalos de cinco meses, em quatro visitas. Enquan-
to na primeira visita 21,05% dos isolados eram re-
sistentes a oxacilina, nenhum apresentou resistén-
cia cinco meses depois. Decorridos outros cinco
meses, todos eram resistentes, enquanto 66,7% dos
isolados eram resistentes na Ultima visita, ap6s mais
cinco meses. Entre nove quartos mamarios com
reinfeccBes que foram acompanhados, quatro apre-
sentaram estirpes que passaram a apresentar resis-
téncia a oxacilina, sem té-la apresentado anterior-
mente.

Segundo AmaARrAL et al. (1996), foi constatada
multipla resisténcia de estirpes de S. aureus que fo-
ram isoladas da agua utilizada no processo de ob-
tencdo do leite em dez propriedades rurais locali-
zadas na regido de Jaboticabal, Estado de S&o Pau-
lo. Os autores classificaram tais achados
preocupantes pelo papel da agua como veiculadora
de agentes infecciosos da mastite bovina, além de
todos S. aureus isolados apresentarem-se como re-
sistentes a oxacilina.

Durante o periodo de estudo néo foi relatada a
utilizacdo de beta-lactdmicos para o tratamento de
casos de mastite. Entre 0s mesmos nove quartos
mamarios que se mostraram reinfectados, demons-
trou-se que uma estirpe de S. aureus deixou de apre-
sentar resisténcia a ampicilina, dentre aquelas que
a apresentavam anteriormente. Dentre 0s quartos
gue apresentavam estirpes com resisténcia a um ou
mais beta-lactdmicos (oito quartos), sete continua-
ram a apresentar resisténcia a esta classe de
antimicrobianos.

CONCLUSOES

O isolamento de estirpes de S. aureus resistentes
a oxacilina nas amostras de leite dos animais com
mastite bovina alerta para a possivel elevacéo deste
perfil de resisténcia na area veterinaria, tornando
necessarios estudos que monitorem o perfil
epidemioldgico do microrganismo, o que traria con-
dicBes ndo s6 para o controle e prevencdo da mastite
bovina, mas também maior seguranca a saude hu-
mana.
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