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RESUMO - Objetivou-se verificar o perfil de sensibilidade dos principais patdgenos
causadores de mastite no rebanho leiteiro de Teresina, Piaui. Os testes de sensibilidade
antimicrobiana foram realizados através da difusdo em disco onde foram testados 21
antibioticos. Os géneros Staphylococcus e Streptococcus, apresentaram sensibilidade a
cefalotina, eritromicina, oxacilina, cloranfenicol, sulfazotrim, kanamicina, e resisténcia
a penicilina, lincomicina, estreptomicina e vancomicina. Entre os bacilos Gram-
negativos, observou-se sensibilidade a sulfazotrim, kanamicina, norfloxacina e
amoxiciclina e resisténcia a cefalotina, cloranfenicol, acido nalidixico, tetraciclina e
nitrofurantoina. Portanto, na regido de Teresina, ¢ fundamental o conhecimento do
perfil de sensibilidade a antibioticos dos agentes desencadeadores da mastite, visto que

existem diversas cepas resistentes.
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BACTERIAS ISOLATED FROM SUBCLINIC MASTITIS IN MILK CATTLE
FROM TERESINA DISTRICT, PIAUI

ABSTRACT — This study aimed at verifying the sensibility profile of the major mastitis

pathogens in a milk flock from Teresina, Piaui. Antimicrobial sensitivity was analyzed
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through the technique of disk diffusion along which 21 antibiotics were tested. As a
result, strains of Staphylococcus and Streptococcus presented sensitivity to cefalotin,
erythromycin, oxacillin, Chloramphenicol, sulfa and kanamycin while revealing
resistance to penicillin, lincomycin, estreptomycin and vancomycin. Among the Gram-
negative bacilli, sensitivity to sulfa, kanamycin, norfloxacin and amoxicillin was
observed as well as resistance to cefalotin, Chloramphenicol, nalidixic acid, tetracycline
and nitrofurantoin. In conclusion, regarding the choice of treatment of cattle mastitis in
Teresina area, knowledge of the sensitivity profile is of utmost importance since

resistance to antibiotic and other drugs was found throughout this study.
Key-words: mastitis, cattle, antimicrobial resistance, Piaui
INTRODUCAO

Durante as ultimas décadas, o impacto econdmico da mastite em fazendas
leiteiras tem sido o foco de varios estudos e os resultados vém sendo amplamente
divulgados como justificativas para a implantagdo de medidas de controle da mastite
bovina (Freitas et al., 2005). Entretanto, mesmo com o estudo e desenvolvimento de
diversas estratégias de controle e prevencdo, a mastite continua sendo a doenca que
mais causa prejuizos a industria processadora e ao consumidor (Andrade et al., 2000).
Estima-se um prejuizo de cerca de US$ 1,8 bilhdes/ano nos EUA, em fungdo da
ocorréncia da mastite (Galton et al., 1988; Bar et al., 2007). Ja no Brasil, é esperada, em
fun¢do da alta prevaléncia de mastite nos rebanhos, a perda de produgdo entre 12 ¢ 15%,
o que significa um total de 2,8 bilhdes de litros de leite/ano em relacdo a producdo anual
de 21 bilhdes de litros (Carvalho et al., 2004).

A presenga da mastite no rebanho leiteiro eleva o gasto com medicamentos que
sdo escolhidos, muitas vezes, de maneira aleatoria. A escolha de antibioticos adequados
e eficientes deve ser criteriosa e sempre que possivel baseada em resultados de testes de
sensibilidade (Prestes et al., 2002). O uso indiscriminado de antimicrobianos tem
favorecido a selegc@o de cepas resistentes, o que ressalta a importancia de levantamentos
periodicos quanto a resisténcia bacteriana dos agentes causadores da mastite (Barberio

et al., 2002). Como agravante, no Estado do Piaui, ndo existe registros sobre o perfil de
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sensibilidade a antimicrobianos de agentes causadores de mastite. A falta de dados
sobre o assunto dificulta os trabalhos dos clinicos sobre o melhor antimicrobiano a ser
utilizado, contribuindo com a utilizagdo abusiva destes farmacos. Ferreira et al. (2007),
em estudo sobre a prevaléncia e etiologia da mastite bovina no municipio de Teresina
(Piaui), observaram uma alta prevaléncia do género Staphylococcus como agente
causador de mastite. Este mesmo estudo ressalta que a falta de higiene basica nas
propriedades favorecia consideravelmente os indices observados.

Assim sendo, objetivou-se avaliar o perfil de sensibilidade frente a
antimicrobianos dos agentes bacterianos isolados de casos de mastite subclinica
diagnosticados nos rebanhos leiteiros no municipio de Teresina, Piaui, bem como,

contribuir na melhora das praticas terapéuticas e preventivas.
MATERIAL E METODOS

Os isolados de Staphylococcus sp, Streptococcus sp ¢ bastonetes Gram-
Negativos previamente obtidos por Ferreira et al. (2007) foram selecionados para este
trabalho, a partir das 252 (72,83%) amostras de leite positivas ao exame bacteriologico.

No estudo de Ferreira er al. (2007), foram pesquisadas oito propriedades
leiteiras, componentes do cinturdo leiteiro da regido de Teresina, PI. As propriedades
produziam leite tipo C e utilizavam ordenha manual. A escolha dos estabelecimentos foi
feita de maneira aleatdria, tendo como condi¢do unica possuir, no minimo, trinta vacas
em lactagdo. A pesquisa foi realizada no periodo de janeiro a maio de 1998, totalizando
213 vacas todas em periodo médio de lactagcdo, com predomindncia do cruzamento de
animais da raca Holandesa com racas zebuinas Gir. A amostra minima foi constituida
segundo Thrusfield (1990), para uma prevaléncia estimada de 20%, nivel de confianga
de 95% e precisdo de 5%.

Com o intuito de estudar a mastite subclinica, foram submetidos ao California
Mastitis Test (CMT) (Schalm e Noorlander, 1957) 842 quartos mamarios aparentemente
saudaveis. As amostras positivas, a partir da reacdo de uma cruz no CMT, foram
colhidas em frascos estéreis apds a lavagem do teto com solugdo de alcool iodado a 2%

e enviadas ao laboratorio. As amostras foram transportadas para o laboratorio de
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Doengas Infecciosas do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui,
em caixas isotérmicas sob refrigeracdo, onde foram incubadas a 37°C overnight.

As amostras de leite pré-incubadas foram semeadas em agar sangue a 5% ¢ em
agar eosina azul de metileno (EMB) e incubadas a 37°C por 24 a 48horas. Ao
microscopio foram observados a morfologia, a disposi¢ao das células e caracteristicas
tintoriais de acordo com Koneman et al., 2001. Foi realizada a prova da catalase para
diferenciacdo entre estafilococos e estreptococos (Schalm et al., 1971). Quanto aos
agentes Gram-negativos, a identificagdo procedeu-se pela observagado das caracteristicas
das colonias e semeadura em meio Agar Triplice Acticar-Ferro (TSI) e Lisina, para
verificar a capacidade de os isolados produzirem acido na inclinagdo, e acido e gés, no
fundo do tubo. Verificou-se, ainda, a reagdo da sacarose ¢ indol (Koneman et al.,
2001).

Ferreira et al., (2007) encontraram o gé€nero Staphylococcus sp como o mais
prevalente (74,60%). A Tabela 1 apresenta os principais patégenos encontrados como
agentes causadores de mastite bovina, no municipio de Teresina, Piaui. As
enterobactérias e os Staphylococcus sp obtidos previamente, foram submetidos a
avaliacdo quanto ao perfil de susceptibilidade a antimicrobianos utilizando a técnica de
disco difusdo segundo as recomendagdes do NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratories Standars, 2000). As cepas foram cultivadas em meio TSA durante 18 horas
em estufa bacteriologica a 37°C. Trés a cinco colonias foram suspensas em solucao
salina estéril a 0,85% até atingir uma turvagdo equivalente ao tubo 0,5 na escala de Mac
Farland (aproximadamente 10°microrganismos/mL). A suspensdo foi inoculada em
placas de dgar Muller-Hinton, com o auxilio de swab estéril, por toda a superficie do
meio, para a obtencdo de crescimento bacteriano confluente. Discos impregnados com
os antimicrobianos selecionados (marca CECON) foram depositados nas placas com o
auxilio de uma pinca estéril. Os seguintes antimicrobianos foram testados: Acido
Nalidixico 30 pg, Ampicilina 10pg, Cefalotina 30 pg, Cloranfenicol 30pg,
Estreptomicina 10pg, Gentamicina 10pg, Sulfazotrim 25 pg, Tetraciclina 30ug,
Amoxicilina 10 pg, Bacitracina 10UI, Eritromicina 15 ug, Enrofloxacina 5 pg,
Lincomicina 2 pg, Norfloxacina 10 pg, Oxacilina 1 pug, Penicilina 10UI, Vancomicina
30 ug, Kanamicina 10 pg, Rifampicina 10 pg, Carbenicilina 100 pg, Acido pipemidico
20 pg e Nitrofurantoina 300 pg. As placas foram incubadas a 37°C por 16 a 20 horas.
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Apds o periodo de incubacdo, o diametro dos halos de inibi¢do foi medido e os
resultados foram interpretados de acordo com as normas do NCCLS. Como controles
foram utilizadas cepas padrdoes de Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus
ATCC25923.

TABELA 01 — Microrganismos isolados de 252 amostras de leite positiva ao exame

bacteriologico, em rebanhos leiteiros no municipio de Teresina, PI.

AGENTES FREQUENCIA  PORCENTAGEM

Staphylococcus sp 188 74,60
Streptococcus sp 04 1,58
Bastonetes Gram-Negativos (BGN) 27 10,71
Nao Identificados 13 5,15
Associacdes

o BGN + Staphylococcus sp 18 90,00

e BGN + Streptococcus sp 01 5,00

o Staphylococcus sp + Streptococcus sp 01 5,00

FONTE: Ferreira et al., (2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de sensibilidade a antimicrobianos para os patdogenos previamente
isolados, como causadores de mastite bovina em rebanhos no municipio de Teresina,
Piaui, sdo apresentados na Tabela 2.

O género Staphylococcus sp apresentou maior sensibilidade a rifampicina e
eritromicina, sendo tais dados concordantes com analises realizadas em outras regides
do pais (Ferreiro ¢ Melo, 1981; Vargas et al.,1986). A sensibilidade do agente a

rifampicina e cefalotina pode estar relacionada com o fato de estes antimicrobianos

Revista Cientifica Eletrénica de Medicina Veterinaria é uma publicacdo semestral da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia de Garga - FAMED/FAEF e Editora FAEF, mantidas pela Associagéo .
Cultural e Educacional de Garca ACEG. Rua das Flores, 740 - Vila Labiendpolis - CEP: 17400-000 -
Garga/SP - Tel.: (0**14) 3407-8000 www.revista.inf.br - www.editorafaef.com.br - www.faef.br. .



REVISTA CIENTIFICA ELETRONICA DE MEDICINA VETERINARIA - ISSN: 1679-7353

Ano VIII - Nimero 14 - Janeiro de 2010 - Periddicos Semestral

serem pouco utilizados na medicina veterinaria. As propriedades rurais pesquisadas ndo
utilizavam estes principios ativos no tratamento da mastite. A resisténcia foi observada
para ampicilina, lincomicina e estreptomicina. Estes dados corroboram com Andrade et
al., 2000 e Tavares et al., 2000 e revelam o uso indiscriminado de antibioticos na clinica
veterinaria. A penicilina, antibidtico de elei¢do em muitos casos, mostrou-se totalmente
ineficiente para o agente. Outro fato importante refere-se a antimicrobianos de terceira
geracdo que apresentaram resultados ineficientes no tratamento da mastite. Uma das
possiveis explicagcdes para este fato ¢ a acdo dos vendedores que privilegiam a venda
direta destes medicamentos aos criadores em detrimento a outros.

Resultados semelhantes da baixa sensibilidade a penicilina e amoxicilina para o
género Staphylococcus sp foram encontrados também no Estado de Pernambuco
(Freitas et al., 2005). Outros autores revelaram que a resisténcia do Staphylococcus sp a
penicilina e amoxicilina € um problema que abrange muitas regides do pais (Andrade et
al., 2000; Costa et al., 2000; Tavares et al., 2000; Byarugaba et al., 2004). A resisténcia
a penicilina talvez possa ser explicada pelo uso indiscriminado e inadequado
(subdosagens) da penicilina na medicina veterinaria, possibilitando a selecdo de cepas
resistentes, pela eliminagdo de cepas sensiveis e, ainda, pela presenca da betalactamase
em algumas cepas do S. aureus. Esta enzima consegue romper o anel betalactamico,
uma estrutura molecular fundamental para a acdo deste antibidtico. Neste estudo, foi
obtido elevado percentual de bactérias sensiveis ao cloranfenicol. Cardoso ¢ Schwarz
(1992) verificaram em 217 amostras de Staphylococcus, isolados de casos de mastite
subclinica, baixa resisténcia ao cloranfenicol em rebanhos bovinos que faziam pouco
uso da terapéutica. Neste estudo, este antibidtico apresentou boa sensibilidade in vitro
para os espécimes testados. Entretanto, o cloranfenicol ¢ proibido para uso veterindrio
(Brasil, 2003) e, provavelmente, essa baixa resisténcia seja pela auséncia de pressdao
seletiva. De acordo com Brito er al. (2001), as principais causas de resisténcia
observadas estdo relacionadas ao uso inadequado de drogas, as subdosagens e ao tempo
de tratamento menor que o recomendado.

As estirpes de Streprococcus sp, apresentaram maior sensibilidade a cefalotina,
cloranfenicol, oxacilina, sulfazotrim, kanamicina e bacitracina, dados estes semelhantes
aos encontrados por Cunha et al., (2006) e Jousimiessomer (1996) noutras regides. Este

fato pode ocorrer devido a menor freqiiéncia deste agente na mastite em relagdo ao
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Staphylococcus sp. Varios autores concordam que existe uma significativa diferenga
ente o perfil de sensibilidade a antimicrobianos ente Staphylococcus sp e Streptococcus
sp. (Andrade et al., 1997; Oliveira et al., 2000; Freitas et al., 2005; Cunha et al., 2006).
Os bastonetes Gram-negativos apresentaram maior sensibilidade a norfloxacina,
kanamicina e amoxicilina, discordante dos resultados apresentados por Costa et al.
(1996) em outra regidao do pais. O emprego sem critérios de antimicrobianos para o
tratamento de mastite pode ter induzido ao aparecimento de cepas resistentes. Estes
resultados sdo, provavelmente, conseqiiéncias da pressdao devido ao uso intensivo de

drogas antimicrobianas.

TABELA 02 — Perfil de sensibilidade in vitro dos microorganismos isolados de
amostras de leite de vacas com mastite subclinica, frente a diferentes

antibioticos. Teresina, PI, em porcentagem.

Drogas Staphylococcus sp Streptococcus sp Bastonetes Gram-
Antimicrobianas S R I S R I S R I
Testadas

Eritromicina 71,20 28,80 0,00 | 60,00 40,00 0,00 | NT NT NT

Penicilina G 21,25 78,775 0,00 | 16,00 84,00 0,00 | 0,00 100,0 0,00

Oxacilina 67,45 32,55 0,00 | 75,00 25,00 0,00 | NT NT NT

Cefalotina 83,88 13,33 2,78 | 100,0 0,00 0,00 | 0,00 100,00 0,00
0

Cloranfenicol 43,24 25,67 31,08 |100,0 0,00 0,00 [ 0,00 100,00 0,00
0

Ampicilina 11,11 82,22 6,67 | 66,70 33,30 0,00 | NT NT NT

Lincomicina 9,41 81,76 8,82 | 0,00 50,00 50,00 | NT NT NT
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Rifampicina 82,35 8,82 882 | NT NT NT | NT NT NT
Sulfazotrim 51,67 36,67 11,67 | 100,0 0,00 0,00 |58,14 25,58 16,28
0
Kanamicina 50,00 23,40 26,60 | 66,70 33,30 0,00 | 100,0 0,00 0,00
0
Bacitracina 40,10 41,67 18,23 1 100,0 0,00 0,00 | NT NT NT
0
Estreptomicina 12,72 67,27 20,00 | 0,00 100,0 0,00 | NT NT NT
Vancomicina 34,32 41,42 24,26 | 25,00 50,00 25,00 | NT NT NT
Norfloxacin 53,65 25,56 20,79 | 0,00 50,00 50,00|71,74 13,05 15,21
Ac Nalidixico NT NT NT | NT NT NT |652 63,00 3048
Amoxicilina NT NT NT | NT NT NT |100,0 0,00 0,00
Ac. Pipemidico NT NT NT | NT NT NT |6,52 21,74 71,74
Tretraciclina NT NT NT NT NT NT | 0,00 100,00 0,00
Getamicina NT NT NT NT NT NT |21,74 45,65 32,61
Nitrofurantoina NT NT NT NT NT NT | 0,00 100,00 0,00
Carbenicilina NT NT NT NT NT NT (21,74 71,74 6,52
S - Sensivel R — Resistente ~ NT - Nao Testado I -

Intermediario

CONCLUSOES

Os resultados evidenciaram a presenca e possibilidade de veiculagdo de

patdgenos resistentes a diferentes antimicrobianos por meio do leite mastitico,

reforgando a importancia epidemiologica da mastite na produgdo e saude publica. Os
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resultados obtidos oferecem subsidios aos criadores e clinicos quanto ao perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos, contribuindo de forma efetiva para o tratamento e
controle dos principais microrganismos causadores da mastite no municipio de

Teresina, PI.
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