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RESUMO

SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS POR CEPAS DE
STAPHYLOCOCCUS COAGULASE-NEGATIVA ISOLADAS DE LEITE
MASTITICO BOVINO PROVENIENTE DE PROPRIEDADES LEITEIRAS DE 9
ESTADOS BRASILEIROS

Um total de 109 cepas de Staphylococcus coagulase-negativa foi isolado de
mastite bovina clinica e subclinica em 35 fazendas de leite situadas em 9 estados
brasileiros no periodo de fevereiro a maio de 2005, elas foram investigadas em
relacdo a sua susceptibilidade in vitro a diversos agentes antimicrobianos. Entre as
cepas obtidas, a resisténcia a penicilina foi a mais frequente (93,5%), seguida pela
resisténcia a sulfonamida (88,9%), novobiocina (88,6%) e ampicilina (85,3%). Todas
as cepas examinadas mostraram resisténcia a pelo menos 1 das drogas
antimicrobianas testadas. Cepas apresentando resisténcia multipla foram
extremamente comuns, com 10,0% dos isolados apresentando resisténcia a todas
as drogas antimicrobianas. Os resultados obtidos indicaram que as cepas de
Staphylococcus coagulase-negativas isoladas no Brasil apresentaram um alto grau
de resisténcia a antimicrobianos. Estes resultados sdo provavelmente uma
consequéncia da pressao devido ao uso intensivo de drogas antimicrobianas e eles

sao um motivo de preocupagao em relagao a saude publica.

Palavras chave: Staphylococcus coagulase-negativa, resisténcia

antimicrobiana, mastite bovina.



1.

INTRODUCAO

Mastite € uma reagdo inflamatéria da glandula mamaria, normalmente
causada por uma infeccdo bacteriana e é, economicamente, a mais importante
doenca em propriedades produtoras de leite do Brasil e do mundo. E uma doencga
multifatorial, sendo portanto de dificil controle.

Esta enfermidade apresenta outras nomenclaturas, como infeccdo da
glandula mamaria ou mamite. A mastite de origem infecciosa ocorre em cerca de 90
a 95% dos casos, podendo ser causada por um ou mais microrganismos, ja a de
origem traumatica ocorre em cerca de 5 a 10% dos casos.

A mastite infecciosa inicia-se a partir da invasédo do agente infeccioso pelo
canal do teto, podendo tomar todo o ubere, e em casos mais graves pode levar a
uma infecgdo sistémica, causando septicemia. Além das bactérias, que sdo os
principais microrganimos responsaveis pela mastite, fungos e algas, também, podem
estar envolvidos simultaneamente ou n&o nesta enfermidade.

A mastite pode ser classificada como mastite clinica (severa) ou subclinica
(moderada). Mastite Clinica apresenta alteracbes, dos uberes e do leite, visiveis a
olho nu. E caracterizada por sinais no Ubere como dor, edema, palpitacdo, aumento
de temperatura, enquanto, no leite podem ocorrer mudangas como a presenca de
grumos e dependendo do grau da infecgdo pode levar a uma secregao aquosa.
Mastite Subclinica € a mais comum em propriedades leiteiras e de maior
preocupacgao, pois, pode acometer grande parte do rebanho sem que seja
percebida, porque ndo apresenta sinais sistémicos aparentes, como a mastite
clinica, mas podem ocorrer alteragdes fisicas, quimicas e microbioldgicas no leite,
que sao detectadas por testes especificos, a nivel de campo o teste da caneca
telada com fundo preto e o CMT (California Mastitis Test); em laboratérios: CCS
(Contagem de Células Somaticas), White Side Test e exame microbiologico. Esta
forma de mastite € a maior responsavel por grandes perdas na producgao leiteira e na
qualidade do leite.

Os Staphylococcus spp, sao as bactérias encontradas com maior frequéncia
em mastites bovinas e sao responsaveis por inumeros tipos de doengas nos seres
humanos e em outros animais, portanto, o estudo dessa espécie bacteriana é de

grande importancia para os 6rgaos responsaveis pela saude humana e animal. A
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mastite causada por Staphylococcus é de dificil controle em uma propriedade, pois é
considerada contagiosa, de natureza crbnica e a infeccdo intramamaria causada é
normalmente subclinica.

O Staphylococcus coagulase-negativa, pode ser encontrado em diferentes
locais, como nos alimentos, pele e mucosas de varias espécies animais, geralmente
€ de grande importancia, pois estas bactérias apresentam facilidade para transportar
plasmideos de resisténcia.

A antibidticoterapia é a primeira opcao de tratamento utilizada para combater
0s casos de mastite, o seu sucesso vai depender da capacidade do medicamento de
atingir todos os locais da infecgdo e manter uma concentragdo minima por um
periodo suficiente para eliminar os microrganismos. O antibidtico pode ser
administrado via sistémica ou intramamaria. Ha outras opc¢des de tratamentos que
véem sendo utilizadas, como uso de uma vacina especifica (curativa) e homeopatia.
Em alguns casos graves de mastite crbnica e reincidéncia da doencga, pode ser
necessario o descarte do animal.

Os casos de mastites sdo usualmente tratados sem a prévia identificacado
laboratorial dos agentes patogénicos e testes de sensibilidade antimicrobiana. No
Brasil, existem diversos tipos de drogas que sao utilizadas pelos produtores, sem um
maior controle por parte do Ministério da Agricultura, e isto proporciona uma selegao

de cepas de microrganismos altamente resistentes a estes antimicrobianos.



2.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Mastites

A mastite € um processo inflamatério da glandula mamaria de evolugao agudo
ou cronico, apresenta-se sob a forma clinica ou subclinica na dependéncia dos
sinais de inflamagao; acomete mais frequentemente os ruminantes, sendo causada
predominantemente por agentes bacterianos (BLOOD & RADOSTITS, 1991).

Esta é a principal doenga do gado leiteiro em todo mundo devido aos
prejuizos econdmicos que acarreta ao produtor e a perda na qualidade do leite
(CIFRIAN et. al., 1996).

A mastite pode ser classificada como clinica e subclinica.

A mastite clinica é caracterizada por sinais sistémicos, tais como: anorexia,
depressao, toxemia, febre e sinais locais como dureza (endurecimento) do ubere
com palpitacdo, edema, aumento na temperatura, hiperemia e dor. Alteragdes na
secregao mamaria podem também ser observadas; normalmente o leite pode ter
coagulos e pus e com o progresso da infecgdo pode conduzir a uma secregao
aquosa (SARAN, 1986). Estes sintomas podem ser visiveis a olho nu.

Os sintomas observados nos casos de mastite clinica, ndo sdo observados na
mastite subclinica, mas alteragdes no ubere podem ser detectadas no campo por
testes qualitativos (SCHALM & NOORLANDER, 1957).

A mastite subclinica ndo apresenta sintomas aparentes, entretanto,
ocasiona alteragdes no leite, tais como, aumento da contagem de células somaticas
(CCS); aumento nos teores de ions cloro, sédio e proteina sérica; diminuigdo nos
teores de caseina, lactose e gordura do leite, o que limita a exploragdo econémica
da racga leiteira (BRAMLEY et. al., 1996).

A forma subclinica apresenta uma maior importancia epidemioldgica, pois
pode propagar silenciosamente pelo rebanho sem que sejam percebidas alteragdes
macroscopicas a inspec¢ao do ubere ou da sua secre¢cdo (BLOOD & RADOSTITS,

1991). E a mais importante devido a maior prevaléncia nos rebanhos, ocorrendo de



15 a 40 vezes mais que a forma clinica. A mastite € de dificil deteccdo e longa
duracao (PHILPOT & NICKERSON, 1991).

A mastite reflete negativamente na produgédo leiteira, e KIRK et. al., (1994)
ponderam que as mastites subclinicas sao responsaveis por 10% a 11% de perda
na capacidade produtiva/vaca/ano.

A mastite de origem infecciosa € a mais frequente, e entre os agentes mais
importantes estdo as bactérias. Porém, os fungos e algas também estdo envolvidos
em sua génese (LANGONI et. al., 1998). WATTS (1988) relatou a participagao de
137 espécies de microrganismos, o que reforca a complexidade etiolégica desta
afeccéo, dificultando em algumas situagdes o seu tratamento e controle.

A mastite ndo tratada € uma das causas de perdas continuas na economia da
industria leiteira. (FOX et. al., 1991; SORDILLO et. al., 1997).

Avancgos tecnologicos atuais caminham para meétodos rapidos e sensiveis
para diagnosticar e diferenciar micrébios resultando em um aumento no numero de
testes bioquimicos e enzimaticos, a maioria dos quais sao baseados em analises
genotipicas. Estes testes podem ser usados para discriminar diferengas entre
bactérias indistinguiveis, comumente encontradas em leite contaminado e seus
derivados (JAYARAO et. al., 1996).

Mastite em vacas e outros ruminantes domeésticos leiteiros representa um
prejuizo econdmico no mundo inteiro (BLOOD & RADOSTITS, 1989). Os maiores
custos estido associados com reducdo na producado de leite, descarte do leite,
substituicdo precoce do animal, redugcdo no valor de venda do animal, drogas e
servigo de veterinarios.

Até 1945, em grande parte dos paises, o Streptococcus agalactiae era o
patdgeno isolado com maior freqliéncia nos casos de mastite. Com a implantagao
dos programas de controle visando a erradicacdo da mastite causada por este
organismo, ocorreu um decréscimo das infecgbes causadas por este agente,
entretanto, isto foi seguido por um relativo aumento na importancia das infec¢des

causadas pelo género Staphylococcus (AARESTRUP et. al., 1997).



Os modernos sistemas de manejo de ordenha das vacas leiteiras, quando
nao adequadamente mantidos, tem favorecido a disseminacdo de Staphylococcus
que sédo considerados um patdégeno flexivel, e o aumento de sua resisténcia a
antibiéticoterapia uma vez estabelecido no ubere, constitui-se uma vantagem a mais
para estes microrganismos (ANDERSON, 1976).

EBERHART et. al. (1990), constataram que nos casos de infecgbes
intramamarias causadas por Staphylococcus, ocorre uma transferéncia dessas
bactérias de uma glandula infectada para uma glandula ndo infectada, durante o
processo de ordenha, pelas méaos do retireiro ou através de toalhas utilizadas para
limpeza do ubere. Sendo assim, as infec¢gdes podem ser controladas, ou pelo menos
diminuidas por medidas simples como anti-sepsia dos tetos, imediatamente apos a
ordenha, pela nao reutilizacdo de toalhas, ou uso de toalhas descartaveis e pela
higiene das maos do retireiro.

Segundo SEARS et. al. (1993), os principais microrganismos causadores da
mastite bovina podem ser divididos em cinco grupos: cocos Gram-positivos,
bactérias Gram-negativas, corinebactérias e Actinomyces, Mycoplasma e outros
como Nocardia ssp, Prototheca e leveduras; entretanto os cocos Gram-positivos
constituem o principal grupo, responsavel por mais de 90% das ocorréncias (BIER,
1990; SILVA, 1993), sendo os S. aureus e os S. agalactiae as espécies mais
frequentes (LANGENEGGER et. al., 1986; RIEDNER et. al., 1987; CARTER, 1988;
SISCHO et. al., 1993) in BARBALHO & MOTTA, 2001. Segundo FERREIRO et. al.,
(1981) e RIEDNER et. al., (1987), o S. aureus ocupa o primeiro lugar na frequéncia
de isolamento, ficando o Streptococcus sp em posicdo secundaria, certamente
devido a suscetibilidade que apresenta aos antimicrobianos.

BALDASSI et. al. (1991); COSTA et. al. (1995) e LANGONI et. al. (1998),
também consideram os Staphylococcus spp, Streptococcus spp e Corynebacterium
Spp 0s microrganismos mais frequentes na mastite, sendo estes considerados como
contagiosos. Relevantes ainda sdo aqueles de origem ambiental como E. coli,
Klebisiella pneumoniae e Enterobacter aerogenes, entre outros (SMITH et. al.,
1985).



Segundo ROITMAM et. al. (1988), a presenca, no alimento de
microrganismos diferentes daqueles contidos na microbiota natural pode aumentar a
perecibilidade do produto e os riscos deste para a saude publica devido a
contaminagao por agentes potencialmente patogénicos, enfatizando também que a
manipulacdo, o contato com superficies e equipamentos, o transporte e o
armazenamento inadequados contribuem para elevar os niveis de contaminacdo do

alimento.

2.2. Imunidade da Glandula Maméaria

A glandula mamaria é protegida por uma variedade de mecanismos de
defesa, os quais podem ser separados em duas categorias distintas: imunidade
inata e imunidade especifica. A imunidade inata, também conhecida como
capacidade de resposta ndo-especifica, € a defesa predominante durante o estagio
inicial da infeccdo. As respostas nao-especificas estdo presentes ou sao ativadas
rapidamente no local da infeccdo por numerosos estimulos, mas elas ndo sao
ampliadas pela exposicdo repetida pelo mesmo agente. Essas respostas sao
mediadas por barreiras fisicas como a porg¢ao final do teto, células de defesa como
macréfagos, neutrofilos, natural-killer (NK) células like e certamente por fatores
soluveis. O reconhecimento dos fatores patogénicos € mediado por moléculas de
anticorpos, macrofagos e varias populagdes de linféides. Devido as células de
“memoaria” como os linfécitos, a imunidade especifica, ou resposta imune especifica,
pode ser ampliada por exposi¢ao repetida ao patégeno (SORDILLO et. al., 1997).

A prevencdo e o tratamento da mastite sdo as principais preocupacdes da
industria leiteira. Praticas comuns de controle da mastite sdo baseadas em
parametros de higiene na ordenha, reduzida exposi¢cao de vacas secas a patdégenos
ambientais e antibioticoterapia, em conjunto estas praticas tém reduzido a ocorréncia
da doenca.

Um meio de diminuir o impacto da mastite sobre a industria leiteira é
aumentar a capacidade natural da vaca a resisténcia infecciosa. A defesa da

glandula mamaria contra mastite causada por patdogenos € mediada por varios



fatores de protecdo solGvel, anatémico e celular. E no periodo de lactacdo quando
as defesas da glandula mamaria deixam de operar corretamente que as vacas ficam
mais susceptiveis a mastite. (SORDILLO et. al., 1997).

O tratamento da mastite € uma das medidas preconizadas para o seu
controle, além de prevenir a morte de animais especialmente nos casos agudos,
septicemia e toxemia. Visa ainda o retorno, a composicdo e producdo normal do
leite, além de eliminar fontes de infec¢des para as demais vacas sadias (CULLOR,
1993).

2.3 Género Staphylococcus

Os estafilicocos sao células esféricas, com 0,5-1,5 ym de didmetro, ocorrem
sozinhas, em pares e tétrades e caracteristicamente dividindo em mais que um plano
para formar clusters irregulares (cacho de uva). Gram-positivos, nao-moéveis,
anaerdbios facultativos, usualmente catalase-positiva. Inicialmente, fermentagcao
anaerobica da glicose e sensibilidade a lisostafin foram usados para diferenciar o
género Staphylococcus do Micrococcus (BAIRD-PARKER, 1965). O género
Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae, sdo 0s microrganismos mais
frequentemente isolados de glandulas mamarias bovina (DEVRIESE, 1979; WATTS,
1988).

Com o envolvimento do Staphylococcus coagulase-negativa em doencgas
tornou-se mais importante, tentar compreender ndo somente os dois géneros, mas
também nomear espécies para o género Staphylococcus usando oxidase, lisostafin
e teste de lisozima, junto com sensibilidade a novobiocina, furazolidona e bacitracina
e varios outros testes bioquimicos, os quais tornaram-se um aspecto importante para
a classificagdo (KLOOS & SCHLEIFER 1975; DEVRIESE et. al.,, 1985; BAKER
1986). O tipo de alimento nutricional é variavel, muitas espécies identificadas,
requerem uma fonte organica de nitrogénio, como certos aminoacidos, e vitaminas
do grupo B. Algumas outras, podem crescer com (NH4)2S0O4 como uma fonte Unica
de nitrogénio. Uracil e/ou fonte de carbono fermentada, pode ser requerida por
certas espécies em crescimento anaerébio (WILLIAMS & WILKINS, 1994).



Alguns desses organismos podem ser isolados de uma variedade de produtos
animais (carne, leite, queijo) e fontes ambientais (solo, areia, ar ou agua). Algumas
espécies sdo patdégenos oportunistas de humanos e/ou animais (KLOOS &
SCHLEIFER, 1975).

Atualmente o género Staphylococcus € composto por 28 espécies, das quais
25 sao coagulase-negativa, e s&do reconhecidas pelo International Journal of
Systematic Bacteriology (FRENEY et. al., 1988; IGIMI et. al., 1989).

Os estafilococos coagulase-positiva incluem S. aureus , S. intermedius e S.
hyicus (WATTS & YANCEY, 1988, in WILLIAMS & WILKINS, 1994).

2.4 Staphylococcus Coagulase-positiva

S. aureus € um patdégeno de muitos animais, € € o maior causador de
intoxicagdo alimentar em seres humanos (NEAVE, 1975; VALLE et. al., 1990).
Mastite causada por S. aureus tem prevaléncia no mundo todo (ESA-MATTI &
PENSONEN, 1990). Tem sido estimado que 19,0 a 40,7% das vacas sé&o infectadas
com S. aureus; vacas infectadas com mastite podem produzir 773 Kg a menos de
leite por lactagcdo do que vacas nao infectadas (NICKERSON, 1993). Esta
enfermidade € particularmente dificil de ser controlada em rebanho, porque, o S.
aureus € um microrganismo contagioso e a infeccdo é normalmente subclinica, e
frequentemente resistente ao tratamento antimicrobiano durante a lactacdo, o que
resulta em um animal portador crénico da doenca.

A média de insucessos nas terapias varia de 3 a 92% durante a lactagao
(OWENS et. al., 1997). Embora a medida de controle da mastite geralmente n&o
resulta na erradicacao do S. aureus de uma fazenda, sanidade do teto e tratamento
antimicrobiano das vacas secas (nao-lactantes), junto a identificagao e separagao ou
segregacao dos transmissores, podem marcadamente reduzir esta prevaléncia.

O S. aureus é considerado o patdogeno mais frequentemente associado com
mastite bovina e caprina (SMITH & ROGUINSKY, 1977; WATTS, 1988) e pode

causar infecgcao piogénica em aves domésticas (HARRY, 1967). O microrganismo



pode também ser isolado de doencgas de animais domésticos € macacos (KLOOS &
SCHLEIFER, 1981).

A presengca de S. aureus nos alimentos, em geral, é indicativa de
contaminacgao a partir da pele, da boca e das fossas nasais dos manipuladores de
alimentos, além de limpeza e sanidade inadequadas dos utensilios e equipamentos
(SNYDER, 1992).

Um pré-requisito para melhorar o controle da mastite por S. aureus € a sua
rapida descoberta e um teste de diagndstico facil, sensivel e especifico. O aumento
da contagem de célula somatica no leite é freqientemente associada com mastite de
S. aureus, mas nao € especifico para este agente. Cultura bacteriana é o teste
padrao para o diagnostico da mastite, mas é limitado por uma liberagéo intermitente
do organismo e uso profilatico de antimicrobianos que pode inibir o crescimento da
bactéria in vitro. A identificagdo bioquimica padrao para culturas de S. aureus pode

necessitar mais que 24 horas para se completar (WILSON et. al., 1991).

2.5 Staphylococcus Coagulase-negativa

Os Staphylococcus coagulase-negativa (SCN) estdo amplamente
disseminados no ambiente, sendo o homem e o0s animais seus principais
reservatorios, nos quais colonizam pele e mucosas. Este microrganismo causa uma
série de infecgcdes que variam desde lesdes purulentas e localizadas na pele até
infeccbes generalizadas (ROITMAM et. al., 1988). Os SCN fazem parte da
microbiota da pele de animais (DEVRIESE & KEYSER, 1980; DEVRIESE et. al.,
1985; WOODWARD et. al., 1987 in WILLIAMS & WILKINS 1994), por mais que a
composi¢cao qualitativa e quantitativa da microbiota da pele varie conforme as
diferentes condigcdes ambientais (RENDOS et. al., 1975; MANSEL et. al., 1977).

Desde 1975, alguns autores tém organizado sistematicamente SCN dentro de
espécies separadas por caracteristicas fenotipicas definidas (KLOOS &
SCHLEIFER, 1975; SCHLEIFER & KLOOS, 1975). DEVRIESE et. al., 1978 e HAJEK
(1976), definiram novas espécies de SCP e SCN que sado muito freqiientemente

associadas a infeccdo animal. Todas as espécies nomeadas sao totalmente distintas
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no estudo do DNA homadlogo realizado sob condi¢gao de reassociagao restritiva; a
significancia clinica das espécies separadas, porém, ainda esta sendo definida.

Ha varios anos tem ocorrido um aumento no numero de relatos da incidéncia
de SCN em infecgdes clinicas, seu papel patogénico agora esta bem estabelecido
(ALDRIDGE, 1982; DOERN, 1984). SCN estdo frequentemente envolvidos em
infeccbes do trato urinario, valvulas do coragado, ferimentos de olhos e ouvidos,
desvios do fluido cerebroespinhal e vascular, juntas que contém proteses; eles estéo
também envolvidos nas causas de infeccdo bacteriana subcutanea, endocardites,
peritonites em pacientes com continuas dialises peritoniais e bacteremia em
pacientes que recebem terapias imunossupressoras. (ALDRIDGE, 1982; DOERN,
1984; KLOOS, 1982).

Na medicina veterinaria, SCN tem sido extensivamente estudado em relacéo
a mastite bovina (HOLMBERG, 1973). SCN sao considerados como patdégenos
primarios do ubere, mas tem também sido demonstrado um papel protetor contra
infeccbes por outros patdégenos do ubere (POUTREL & LERONDELLE, 1980;
LINDE, 1982). WOODWARD (1987) in WILLIAMS & WILKINS (1994), demonstrou
que varias bactérias isoladas da microbiota dos tetos de bovinos podem inibir o
crescimento de patdégenos do ubere, in vitro.

O SCN tem sido considerado um patdogeno menos agressivo da mastite
bovina; apesar do fato que, muitos estudos recentes tém mostrado sua importancia
na infecgdo da glandula mamaria bovina. Varios estudos indicam que SCN é mais
freqientemente isolado de amostras de leite com mastite, especialmente na primeira
lactagdo (JARP, 1991; HAMMON & LANGLOIS, 1995; MYLLIS 1995; OLIVER &
JAYARO, 1995).

A mastite causada por SCN normalmente ndo é severa (HONKANEM-
BUZALSHI, 1991), e sua viruléncia é geralmente considerada menos agressiva que
a promovida pelos principais patégenos (BIRGERSSON et. al., 1992).

Os SCN também causam problemas de mastite em outras espécies, como em
cabras leiteiras (DEINHOFER, 1985), também nesta espécie as infecgdes por SCN,

normalmente, sdo menos agressivas do que as causadas por S. aureus, que € 0
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maior € mais contagioso patdégeno da mastite bovina (JARP, 1991; OLIVER &
JAYARO, 1995).

As mastites por Staphylococcus coagulase-negativa s&o causadas
principalmente por S. epidermidis, S. chromogenes e S. simulans encontrados com
alta freqiéncia em amostras de leite. A prevaléncia de S. epidermidis é de 11,3 a
23,19% (NADER FILHO et. al., 1985; LANGONI et. al., 1991).

A contagem de células somaticas da vaca infectada por SCN é do dobro ou o
triplo do que a de uma vaca nao infectada (JARP, 1991; OLIVER & JAYARO, 1995).
Tecido mamario infectado por SCN exibe uma maior infiltracdo de leucdcitos
(TRINIDAD et. al., 1990). Um estudo mostrou que infeccdo causada por SCN
diminuiu em 8,7% o rendimento da produgdo de leite em 305 dias (TIMMS &
SCHULTZ, 1987).

Alguns estudos (NICKERSON et. al., 1995; TRINDAD et. al., 1990) mostram
um aumento na propor¢ao de SCN em amostras de quartos de novilhas com mastite
clinica. Outros relatam que SCN é normalmente a espécie de bactéria que mais
prevalece na secrecao mamaria em fazendas de vacas lactantes (HARMON et. al.,
1986; HOGAN et. al., 1987).

Quarenta espécies do género Staphylococcus foram identificadas ainda de
forma inicial (TRULZSCH et. al., 2002; BANNERMAN, 2003; KWOK & CHOW, 2003;
SPERGSER et. al., 2003). S. aureus, uma espécie coagulase-positiva produz uma
série de outras enzimas e toxinas, € o mais conhecido e tem sido frequentemente
implicado na etiologia de uma série de intoxicagcbes em animais e humanos,
enquanto SCN, representando a maioria das espécies tem sido considerado
saprofitico ou raramente patogénico (KLOOS & SCHLEIFER, 1975).

O principal patégeno isolado de mastite em novilhas tem sido em muitos
estudos os SCN, estes estdo presentes na microbiota da pele e sdo abundantes em
ambiente animal (WHITE et. al., 1989). Consequentemente, o controle da mastite

pela reducdo a exposi¢cao das novilhas a SCN é impraticavel.
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2.6 Staphylococcus e a mastite

O controle da mastite nos rebanhos leiteiros constitui um importante passo
para elaboracdo de produtos de boa qualidade e diminuicido dos riscos a populagao
(BARBALHO & MOTTA, 2001).

Através do estudo etiologico da mastite clinica em bovinos, COSTA et. al.,
(1995), examinaram 3574 vacas em diferentes estagios de lactagéo, e verificaram
que do total de amostras analisadas, 22,23% foram negativas no exame
microbiolégico, e nas amostras positivas (77,77%) observaram que os principais
agentes isolados foram Staphylococcus sp (34,09%).

A mastite em novilhas, ndo foi encarada como sendo mais significante até os
resultados publicados por MUCH-PETERSEN (1970), em estudo realizado na
Australia, onde menos de 22% dos quartos dos uberes de novilhas produziam
bactérias durante o primeiro dia de lactacdo. Na década de 80, a mastite em
novilhas primiparas tornou-se um sério problema nos EUA. Apds o parto, quase 30%
de todas as novilhas pode ter infeccdo intramamaria devido a SCN e
aproximadamente 20% uma infeccdo causada por mais patégenos (FOX &
ROBERSON, 1993). Na Europa a situagéo varia entre os paises, resultados de um
estudo francés indicam que 4,5% das novilhas tinham mastite clinica apds o parto e
SCN foi o grupo mais prevalente de patdgenos (LERONDELLE, 1985). Um estudo
na Alemanha (SORBIRAJ et. al., 1988), demonstrou que 35% das novilhas e 13,5%
dos quartos apresentaram alteragbes clinicas. Além disso, 24% de novilhas
aparentemente saudaveis e 20,5% de quartos foram infectados com bactérias
correspondentes as espécies conhecidas capazes de causar mastite bovina.

CHAFFER (1998) examinou 15 vacas primiparas em Israel e encontrou 25
quartos infectados por Staphylococcus sp, sendo que em 20% deles foram
idendificados como Staphylococcus coagulase-positiva e 80% Staphylococcus

coagulase-negativa.
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2.7 Staphylococcus e o homem

Historicamente, Staphylococcus coagulase-positiva, S. aureus, tem sido
considerado como um patdégeno oportunista, enquanto Staphylococcus coagulase-
negativa tem sido geralmente considerado como nao-patogénico. Esta distingdo tem
sido muito util para diagnostico em clinicas laboratoriais, mas o acumulo das
evidéncias, indica que SCN pode causar uma variedade de infecgdes piogénicas
(BRANDT & SWAHN, 1960; PULVERER & PILLICH, 1971), infecgbes do trato
urinario (MORTENSEN, 1969; PEREIRA, 1962; PULVERER & PILLICH, 1971) e
pode colonizar préteses artificiais internas em associagdo com uma bacteremia
(HOLT, 1971).

Devido o crescimento da importancia médica dos SCN, numerosos estudos
foram iniciados numa tentativa de classificar estes organismos (BAIRD-PARKER,
1965; MORTENSEN, 1969).

KLOOS & SCHLEIFER (1975) e SCHLEIFER & KLOOS (1975)
caracterizaram nove diferentes espécies de Staphylococcus, que foram isoladas de
pele humana. Nestes estudos, espécies foram diferenciadas por um conjunto de
caracteristicas morfoldgicas, fisioldégicas, bioquimicas, além de susceptibilidade a
antimicrobianos e composi¢cao da parede celular.

Cerca da metade das espécies de SCN colonizam naturalmente os humanos,
e eles sdao considerados essencialmente agentes etiolégicos oportunistas, que
prevalecem em numerosas situagdes organicas para produzir infecgoes severas
(BANNERMAN, 2003).

Em toda década passada, os SCN ficaram conhecido como agente etioldgico
de uma série de processos infecciosos representando os microrganismos mais
comumente isolados de culturas sanguineas (HUEBNER & GOLDMANN, 1999).

O aparecimento do SCN como patogeno responsavel por diferentes infecgbes
pode ser resultado do aumento no uso de procedimentos invasivos, tais como,
catéter e proteses em pacientes passando por tratamento intensivo, pacientes
imunossuprimidos, criangas prematuras, pacientes com neoplasia e pacientes
transplantados (KLOOS & BANNERMAN, 1994).
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S. epidermidis €& reconhecido como agente etiolégico da bacteremia,
endocardite valvular natural, osteomielite, infecgcdo do tatro urinario, peritonite
causada por dialises ambulatoriais, com uma freqlente associacado a colonizagao de
catéteres intravascular e dispositivos ortopédicos (BRUMFITT & HAMILTON-
MILLER, 1989; SHEAGREN, 1984).

S. saprophyticus é o segundo organismo mais frequentemente encontrado
depois do bacilo coliforme, E. coli, em infec¢gdo aguda do trato urinario (BERGERON
et. al.,, 2000; McTAGGART et. al., 1990). S. saprophyticus também ¢é isolado de
fémeas jovens sexualmente ativa, que apresentam sintomas de infeccdo do trato
urinario (SVANBORG & GODALY, 1997).

Os estafilococos também podem causar intoxicagao através do consumo de
alimentos contaminados por este agente. A intoxicagao alimentar provocada por
Staphylococcus € devido a ingestao de enterotoxinas produzidas e liberadas pela
bactéria durante sua multiplicagdo no alimento, representando um risco para saude
publica. A enterotoxina estafilococica é termoestavel e esta presente no alimento
mesmo apos o cozimento, possibilitando desta forma, a instalacdo de um quadro de
intoxicagdo de origem alimentar. Sendo o agente responsavel por,
aproximadamente, 45% das toxinfecgdes no mundo, varios trabalhos referem os
manipuladores de alimentos como os maiores responsaveis pela sua transmissao
(ALCARAZ et. al., 1997; MIMS et. al., 1995; MIN. AGRICULTURA 1992; PASSOS &
KUAYE, 1996a).

A intoxicagédo alimentar estafilocdcica é caracterizada por nauseas, vomito,
dores abdominais e diarréia, e por um curto periodo de incubacao, de 1 a 6 horas
apos a ingestao do alimento responsavel (MEEHAN et. al., 1992; PASSOS &
KUAYE, 1996b). O periodo de incubagdo e a severidade dos sintomas, dependem
da quantidade de enterotoxina ingerida e da susceptibilidade do individuo. Niveis
dessas toxinas variando de 0,01 a 0,4ug por grama do alimento sao suficientes, para

provocar a intoxicagao, afetando individuos mais sensiveis (ORDEN, et. al., 1992).
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2.8 Prevencéo e tratamentos disponiveis para controle da mastite

A prevencdo e o tratamento da mastite sdo as principais preocupacdes da
industria leiteira. Praticas comuns de controle da mastite sdo baseadas em
parametros de higiene na ordenha, reduzida exposi¢ao de vacas secas a patdogenos
ambientais e antibidticoterapia, estas praticas tem reduzido a ocorréncia da doenca.

Meios imediatos para diminuir o impacto da mastite nas industrias leiteira é
aumentar a habilidade natural de resisténcia infecciosa das vacas. A defesa da
glandula mamaria contra mastite causada por patdogenos é mediada por varios
fatores de protegéo soluvel, anatémico e celular. (SORDILLO, et. al., 1997).

Nos EUA a mastite em fazendas leiteiras custa $181/vaca/ano (EBERHART,
1987). Enquanto, o custo da prevencdo da mastite tem sido estimado em $
37,91/vaca/ano (MILLER, et. al., 1993).

O éxito no tratamento das mastites clinicas esta diretamente relacionado ao
seu periodo de evolugdo, sendo necessario o diagnostico precoce, o que é possivel
com a realizagao do exame da caneca de fundo preto previamente a cada ordenha.
Fator ainda importante € a sensibilidade do microrganismo envolvido frente ao
principio medicamentoso utilizado (LANGONI et. al., 1999).

O tratamento da mastite € uma das medidas preconizadas para o seu
controle, além de prevenir a morte de animais, especialmente nos casos agudos,
septicemicos e toxémicos. Visa ainda, o retorno da composi¢cao e produgao normal
do leite além de eliminar fontes de infecgdes para as demais vacas sadias
(CULLOR, 1993).

O tratamento adequado das mastites € uma das formas mais praticas e
eficientes de controle por eliminar um elo importante da cadeia epidemiolégica desta
enfermidade. Embora haja preocupagcdo com o custo/beneficio, sabe-se que os
custos com tratamento sempre redundam em lucros por aumentar a produgao
leiteira (BLOWEY, 1986). Neste sentido DOMINGUES (1993) demonstrou que o
diagndstico precoce e o tratamento adequado da mastite bovina subclinica podem
estabelecer a produgao de leite do quarto mamario na mesma lactagédo, com um

aumento significativo da produgéo dos uberes tratados. Ele obteve 15,18%, 20,71%,
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20,23% e 21,40% de aumento na producéao leiteira apds o término do tratamento,
quando tratava-se de S. aureus, S. epidermidis, S. agalactiae e Corynebacterium
bovis, respectivamente.

A antibiodticoterapia é o tratamento mais amplamente utilizado em novilhas
com mastite. Infusdes intramamarias de antibidticos tem reduzido o numero de
quartos infectados no parto em novilhas (OLIVER et. al.,, 1992). O tratamento da
mastite com antimicrobianos durante a lactacdao € mais eficaz em vacas na sua
primeira lactacdo do que em vacas mais velhas (PYORALA & PYORALA, 1994). A
rotina de utilizagdo de antimicrobianos pode causar problemas de residuos e
promove o desenvolvimento de linhagens resistentes. Para estabelecer mais
estratégias de controle eficientes para a mastite em novilhas, mais informacdes

sobre a espécie bacteriana envolvida no processo infeccioso sdo fundamentais.

2.9 Resisténcia antimicrobiana em Staphylococcus coagulase-negativa

A partir de 1950, quando os antimicrobianos passaram a ser amplamente
utilizados, iniciou-se o fendbmeno da resisténcia bacteriana. Desde entdo, o problema
da resisténcia antimicrobiana passou a representar importancia consideravel em
saude publica (NAWAZ, 2002 in RAPINI et. al., 2004).

A evolugéo e disseminagdo de microrganismos resistentes a antimicrobianos
€ o resultado da pressao selecionadora imposta pelo homem, seja pela prescricao
desnecessaria dessas drogas ou pelo uso incorreto em tratamentos sem diagnostico
estabelecido, auto-medicag¢do, desperdicio de restos de antimicrobianos no meio
ambiente e emprego desses farmacos como fatores de crescimento em produgéo
animal (TAVARES, 2000). De acordo com SMITH (1974), é possivel que os residuos
de antimicrobianos possam ser veiculados a pessoas que os consumam, produzindo
efeitos de toxicidade ou reagdes alérgicas em individuos previamente sensibilizados,
além de favorecer o crescimento de bactérias resistentes.

Segundo dados da Food and Drug Association — 2002 (RAPINI et. al., 2004),
aproximadamente 70% das bactérias que causam infeccdo hospitalar sao

resistentes a pelo menos uma das drogas comumente utilizadas para o tratamento
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das infecgdes. Muitas opg¢des de drogas utilizadas para o tratamento de infecgdes
comuns estdo se tornando limitadas, caras e, na maioria dos casos, inexistentes,
sendo necessario, nesses casos, 0 uso de drogas potencialmente téxicas ao homem
gue, na maioria das vezes, se encontram em fase experimental (National Center of
Disease Control and Prevention, 2002 in RAPINI et. al., 2004).

A resisténcia antimicrobiana pode ser carreada pelo cromossomo bacteriano
ou pelo cromossomo extra bacteriano, denominado plasmideo (RAPINI et. al., 2004).
Bactérias resistentes a antimicrobianos preocupam, uma vez que podem ser
transmitidas ao homem pela ingestdo de alimentos contaminados. No trato
gastrointestinal elas podem transferir genes que conferem a resisténcia
antimicrobiana a outras bactérias (WITTE, 2000) da prépria espécie ou de espécies

nao relacionadas (RAPINI et. al., 2004) patogénicas ou ndo.

2.10 Métodos de analise para classificacdo de Staphylococcus

coagulase-negativa

Anos atras, a taxonomia do género Staphylococcus foi extensivamente
submetida a alteragcdes e 26 espécies de Staphylococcus foram delineadas pela
hibridacdo DNA-DNA (KLOOS & SCHLEIFER, 1986; FRENEY et. al.,, 1988).
Embora, varios esquemas (KLOOS & SCHLEIFER, 1986; DEVRIESE et. al., 1985;
FRENEY et. al., 1988) tem sido recomendados para identificagdo de espécies de
estafilococos, muitas linhagens nado puderam ser identificadas por métodos
convencionais. Melhores métodos sao necessarios para identificar espécies,
subespécies, e bidtipos do género Staphylococcus .

Desde 1986, padrbes de restricdo de fragmentos hibridizando com RNAr
marcado de E. coli, tem sido usado para analise de linhagens bacterianas
(GRIMONT & GRIMONT, 1986; IRINO et. al., 1988). Sondas podem ser usadas para
visualizar padrées de restricdo do gene RNAr que sdo genes RNAr clonados
(YOGEV et. al., 1988), porcao final -5 RNAr marcado (GRIMONT & GRIMONT,
1986) ou cDNA (PITCHER et. al., 1987). A sequéncia RNAr tem sido notavelmente

conservada durante a evolugdo, uma simples sonda pode ser usada para visualizar
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padrées em bactérias taxonomicamente distantes. Este padrao de gene de restricao
RNAr pode ser de espécie, subespécie ou tipo especifico dependendo do grau de
heterogenecidade genémica intra-espécie. (GRIMONT & GRIMONT, 1986; IRINO et.
al., 1988).

Varios autores, utilizaram os seguintes testes para identificacdo de espécies
de Staphylococcus (KLOOS & SCHLEIFER, 1986; DEVRIESE et. al., 1985;
FRENEY et. al.,, 1988): didmetro e pigmentagdo da coldnia, sensibilidade a
novobiocina (5ug por disco), nitrato reducdo, atividade proteolitica da caseina,
producao de uréase, hemolisinas, DNAse, DNAse estavel ao calor, fator clumping,
coagulase (plasma de coelho), fosfatase alcalina, acetoina, diidrolase arginina,
descarboxilase ornitina, producdo de acidos sob condicbes aerdbias de maltose,
sucrose, D-trealose, D-manitol, D-celobiose, lactose, D-frutose, D-melezitose, D-
xilose, D-arabinose, D-rafinose, D-melibiose, D-manose, D-turanose, D-ribose;
producao de acido de D-manitol em condicoes anaerobias.

O Staph-Zym (Neo-Sensitabs de Rosco), consiste em um método de 10 teste
(De PAULIS et. al., 2003).

O API Staph System (Bio Merieux), € um método de identificacdo para
Staphylococcus rapido, simples e confiavel (CUNHA et. al., 2004). Ele consiste de
uma fita contendo um substrato desidratado em microtubos individuais, totalizando
19 testes. (DE PAULIS et. al., 2003).
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OBJETIVO

Os objetivos deste trabalho foram:

» avaliar a frequéncia de SCN (Staphylococcus coagulase-negativa) em 35
propriedades leiteiras;

» identificar as diferentes espécies de SCN, através da fermentagao de

carboidratos;

» determinar o nivel de resisténcia a 18 antimicrobianos das amostras de
SCN isolados;

» verificar presencga de resisténcia multipla as drogas antimicrobianas.



4.

20

MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

As amostras de leite foram fornecidas pelo Laboratério VITAFORT Industria e
Comércio de Produtos Veterinarios sediado na cidade de Ribeirdo Preto - SP, as
mesmas foram coletadas por técnicos do mesmo laboratério, apos ser efetuado o
teste de CMT nos animais caracterizando mastite clinica ou subclinica.

Um total de 752 amostras de leite foram coletadas de vacas de diversas
racas, em diferentes estagios de lactagdo, com mastite clinica ou subclinica, das
quais, 109 amostras foram identificadas como Staphylococcus coagulase-negativa.
Os animais eram criados em propriedades que utilizavam diferentes tipos de manejo,
a higienizacdo e o controle sanitario eram realizados conforme orientacbes do
meédico veterinario de cada propriedade. As amostras foram coletadas em 35
propriedades leiteiras, distribuidas em 9 estados do Brasil: Sao Paulo, Minas Gerais,
Espirito Santo, Goias, Bahia, Para, Rio Grande do Sul, Parana e Santa Catarina,

durante os meses de fevereiro a maio do ano de 2005.

4.2 Colheita do Material

4.2.1 Colheita do leite através de testes utilizados no campo

Inicialmente foram identificados os animais portadores de mastite utilizando
testes como CMT e teste da caneca de fundo preto.

Nos casos de Mastite Clinica deu-se a confirmacdo mediante a observagao
da presenca de sinais locais como edema, endurecimento, palpitacdo e aumento de
temperatura do ubere; além da presenca de grumos no leite submetido ao teste da

caneca de fundo preto.
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Os demais animais foram submetidos ao teste de CMT (Califérnia Mastite
Teste), para detecgdo da Mastite Subclinica, conforme descrito em SCHALM et. al.,
1971.

A deteccdo e o controle das mastites subclinicas tem sido o principal desafio
para aqueles que trabalham com esta forma da doenca. A identificacdo dos casos
de mastite subclinica e realizada principalmente através de dois procedimentos
(CORREA, 2003):

v Detecgdo quantitativa da hiperleucose no leite (através da

Contagem de Células Somaticas — CCS) ou qualitativamente (através do teste

de CMT, ou WMT — White Mastitis Test).

v Teste microbiolégico, para identificar o (s) patégeno (s) causador

(es) da mastite. Este teste exige analises em laboratério, podendo ser

efetuado individualmente para cada animal ou no tanque de leite.

4211 Teste CMT — Califérnia Mastite Teste

O teste de CMT (SCHALM et. al., 1971) foi utilizado para confirmagao
de casos de mastite subclinica. O kit para o teste CMT (FATEC S/A) é
composto por uma bandeja padrdo, com quatro cavidades, e um frasco de
500 mL de reagente, o qual consiste em um detergente aniénico associado
ao corante Azul de Bromotimol.

Antes de iniciar o teste CMT, era feita uma anti-sepsia do ubere,
descartava-se os dois ou trés primeiros jatos de leite (teste da caneca de
fundo preto) e em seguida, eram ordenhados aproximadamente 2 mL de cada
quarto na cavidade da bandeja. Delicadamente, inclinava-se a bandeja,
retirando o excesso de leite, em seguida adicionava-se 2 mL do reagente em
cada cavidade e agitava-se vagarosamente em movimentos circulares
durante aproximadamente 2 minutos. Logo apds observar o grau de
coagulacgao era realizada a comparagao com o padrao para o diagnostico.

Varios niveis de mastite foram observados com o teste de CMT nos

rebanhos analisados, e a interpretacdo do mesmo segue descrita abaixo:
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Interpretacdo do CMT:

v Quando ocorreu a formagao de pequenos coagulos (grumos) ou
aumento na viscosidade, considerava-se uma mastite subclinica de baixo
grau (+), ou seja, presumindo-se que havia entre 400.000 a 800.000
celulas/mL de leite.

v Quando ocorreu a formagdo de grumos mais consistentes,
considerava-se uma mastite subclinica de médio grau (++), ou seja,
presumindo-se que havia entre 800.000 a 5000.000 celulas/mL de leite.

v Quando ocorreu a formagdo de um gel, considerava-se uma
mastite subclinica de alto grau (+++), ou seja, presumindo-se que havia mais
de 5000.000 celulas/mL de leite (MILLER & KEARNS, 1967).

4.2.2 Colheita das amostras de leite

Inicialmente foi efetuada a higienizagdo das méaos do retireiro e dos tetos das
vacas, com uma solucao de agua e sabao, em seguida os tetos foram secados com
papel toalha descartavel.

Apo6s a higiene do local foi feita uma anti-sepsia com uma solugéo de alcool
70%, em seguida, descartou-se os trés primeiros jatos de leite, e as amostras eram
coletadas diretamente em uma seringa descartavel. Um volume de 0,5 mL deste
leite, foi transferido para um frasco (10 mL) devidamente lacrado e identificado,
contendo 5 mL de meio de cultura para transporte estéril (Stuart), o qual era
acondicionado em caixas isotérmicas e encaminhadas ao laboratério, para

processamento.

4.2.3 Recepc¢édo das amostras e caracterizacado das cepas

No laboratério as amostras de leite mastitico foram submetidas aos seguintes

procedimentos:
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a. Semeou-se 0,1 mL de cada amostra em placas contendo agar
sangue (agar-agar acrescido de 5% de sangue de carneiro), e foram
incubadas a 37 C por 24 a 48 horas; apdés este periodo observou-se o
crescimento das colbnias caracteristicas de cor branca ou amarelas, e o
aparecimento ou nao de halo de hemdlise;

b. Cinco ou seis colonias foram coletadas e suspensas em tubos
de ensaio contendo 3 mL de salina fisioldgica;

C. Semeou-se por esgotamento o material suspenso em salina em
placas contendo agar sal de manitol e foram incubadas a 37 C por 24 a 48
horas;

d. Observando-se o crescimento em Manitol, colénias de cor
amarelo-dourada, foi confeccionado o esfregago em laminas e posteriormente
a coloracao de Gram;

e. O resultado foi considerado positivo quando o exame
microscopico revelou a presenga de cocos Gram-positivo agrupados com
formato de cachos de uva (Staphylococcus sp);

f. Apos a confirmacao das caracteristicas especificas as amostras
de Staphylococcus sp foram submetidas aos seguintes testes: catalase e
coagulase permitindo a diferenciagdo de cepas em Staphylococcus
coagulase-positva ou Staphylococcus coagulase-negativa;

g. Os proximos testes descritos foram utilizados para verificar a

patogenicidade dos SCN e identificagao de suas espécies.

4.2.4 Provas de Viruléncia

Alguns autores relacionam testes bioquimicos como produgao de coagulase,
termonuclease, hemdlise e fermentagdo de manitol com a capacidade das cepas de
Staphylococcus spp e S. aureus em produzirem enterotoxinas. Estes séo testes
indiretos, uteis para deteccao de cepas potencialmente enterotoxigénicas, embora
autores tenham verificado que caracteristicas fisiolégicas podem ou nao diferenciar

cepas enterotoxigénicas das nao enterotoxigénicas (GILMOUR & HARVEY, 1990;
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WILSON et. al., 1991). Neste estudo foram utilizados os teste de producdo de

coagulase, hemolise, DNAse e Lecitinase, conforme descritos nos proximos itens.

4.2.4.1 Producao de Hemolise

O teste de hemolise permite verificar a atividade hemolitica das
especies.

A produgdao de hemdlise foi determinada em placas contendo agar
sangue (agar bacterioldgico acrescido de 5% de sangue de carneiro); as
zonas claramente visiveis, apos incubacdo a 37°C por 24 a 48 horas em
condicdes aerobicas, foram classificadas como hemolise positiva (DEVRIESE
& SCHLEIFER, 1985).

4.2.4.2 Plasma Coagulase

A capacidade dos Staphylococcus de produzirem uma substancia que
coagula o plasma sanguineo foi primeiramente observada por LOEB (1903-4)
in ANDERSON (1976). MUCH (1908) in ANDERSON (1976), notou esta
caracteristica somente em linhagens patogénicas, capacidade esta de
coagular plasma de coelho e humano sendo considerado o melhor e unico
indicador de patogenicidade.

Ha dois pontos importantes com relagdo ao mecanismo de viruléncia
dos estafilococos em gado:

a) as vacas sao relativamente deficientes de CRF (reagente ao
fator coagulase), quando comparadas ao coelho, quando o CRF nao e
ausente (DUTHIE & LORENZ, 1952; ORTH et. al., 1971 in ANDERSON,
1976);

b) algumas linhagens de estafilococos apresentam uma reagao de
coagulase positiva quando plasma de coelho é usado, entretanto, podem nao
apresentar reagao positiva quando plasma de bovino € usado (BLOBEL &
BERMAN, 1961).
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A atividade da enzima coagulase foi testada utilizando o plama de
coelho liofilizado da (Laborclin). As cepas de Staphylococcus sp previamente
identificadas foram incubadas em 3 mL de caldo BHI (Biobras), por 6 a 8
horas a 37°C. Apds a obtencdo do inoculo, com uma pipeta acrescentou-se
de 2 a 3 gotas do inoculo a um novo tubo de ensaio estéril, contendo 0,5 mL
de plasma de coelho recém hidratado, conforme orientagées do fabricante.
Depois os tubos de ensaio foram suavemente girados, e incubados a 37°C em
banho-maria. Nas primeiras 4 horas os tubos foram suavemente inclinados
para os lados, a cada 30 minutos, possibilitando verificar a formacao de
coagulos ou uma simples rede de fibrina, que caracteriza a positividade da
prova (SPERBER & TATINI, 1975).

A hidratagdo do plasma de coelho liofilizado (Laborclin), foi realizada

adicionando-se 3 mL de solugéo fisiolégica (NaCl 0,85%) esterelizada.

4.2.4.3 DNAse (desoxirribonuclease)

Inicialmente as amostras de SCN foram incubadas em caldo BHI
(Biobras) a 37°C por 24 horas. Apos este periodo estas foram repicadas em
placas contendo o meio agar DNAse (Biobras) acrescido de 0,8 mL de
solugéo de cloreto de calcio 10% (p/v) para estimular a produgcédo da enzima
DNAse (DiSALVO, 1958), e incubadas a 37°C por 24 a 48 horas. Apds o
periodo de incubacao, as placas foram inundadas com solugdo de acido
cloridrico 1N possibilitando a preciptagdo do DNA integro e a leitura foi
realizada apds 10 minutos verificando a formagéao de um halo claro (hidrélise
do DNA pela acédo enzimatica da DNAse) ao redor do local da semeadura,

resultado este caracterizado positivo.

4244 Lecitinase

As amostras de SCN foram incubadas em caldo BHI (Biobras) a 37°C

por 24 horas. ApOs este periodo, as amostras foram semeadas por
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esgotamento em trés dire¢cdes da placa contendo o meio agar NI (Biobras), e
incubadas por 24 a 48 horas. A formagao de um halo opalescente ao redor da

colbnia, caracteriza a amostra lecitinase positiva (SILVA et. al., 2001).

4.2.5 Susceptibilidade antimicrobiana “in vitro” — Antibiograma

As culturas identificadas como SCN foram repicadas em caldo BHI (infusdo
cérebro e coragao) e incubadas a 37°C por 6 horas. Apods a incubagado as amostras
passaram por padronizagao da diluicdo, através da escala de MacFarland, a turbidez
de 0,5 (BIER, 1990). Apos a padronizag&o, as amostras foram semeadas em placas
de Petri contendo agar Muller Hinton (Biobras) com o auxilio de um swab estéril, e
empregou-se o método de difusao de antibiéticos em discos segundo BAUER et. al.,
(1966). Os discos de antimicrobianos utilizados foram: amoxicilina+acido clavulanico;
ampicilina; bacitracina; canamicina; cefalexina; eritromicina; estreptomicina;
gentamicina; lincomicina; neomicina; nitrofurantoina; novobiocina; oxacilina,
penicilina; sulfonamidas; sulfametoxazol+trimetoprim; tetraciclina; cefotaxima. Apds
24 horas de incubacgao a 37°C verificou-se a formagao de zonas de inibicao, e estas
foram medidas em milimetros, com paquimetro e, o bidtipo foi classificado como
sensivel, intermediario (sensibilidade parcial) ou resistente ao antimicrobiano
testado, conforme tabela disponibilizada pelo laboratério fabricante (Sensibiodisc —
CECON) dos discos, baseado nas recomendagdées do NCCLS (National Commitee
for Clinical Laboratory Standards, 1999).

4.2.6 Série Bioquimica

O método proposto por KLOOS & SCHLEIFER (1975) e BANNERMAN
(2003), consiste em um conjunto de testes bioquimicos que determina a utilizagdo de
acucares xylose, arabinose, sucrose, trealose, maltose, manitol, lactose, xylitol,
ribose, frutose e manose, producdo de hemolisina, nitrato redugao, presenca de

urease e ornitina descarboxilase e resisténcia a novobiocina caracterizada por um
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halo de inibicdo acima de 16 mm. O resultado destes testes foram obtidos apés 24,
48 e 72 horas de incubagao a 37°C em condicbes aerdbicas.

No presente estudo foi utilizado um método simplificado para identificacdo das
cepas de SCN proposto por CUNHA et. al., 2004. Apods a identificagao das cepas de
SCN, foram utilizados os seguintes teste bioquimicos: fermentagdo de 5 agucares
(xilose, sucrose, maltose, manose e trealose), produgao de hemdlise e resisténcia a
novobiocina 5ug/mL através do método de discos para antibiograma.

Para o teste de fermentagcdo de carboidratos, foram suspensas 5 ou 6
colénias de SCN em tubos de ensaio contendo 4mL de meio Base Hiss acrescido
com vermelho de metila e de 1% do carboidrato a ser testado.

O resultado foi observado apds incubacao a 37°C em condi¢des aerdbicas por
um periodo maximo de 72 horas, a leitura efetuava-se a cada 24 horas. Sendo
caracterizado o crescimento positivo das amostras, observou a mudanca na
coloracdo do meio de cultura, de vermelho/alaranjado para amarelo/esbranquigado,

caracterizava-se a reagao positiva, ou seja, ocorreu a fermentagédo do carboidrato.
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RESULTADOS

No presente estudo, foram realizadas assepticamente 752 coletas de leite, em
vacas acometidas de mastite clinica ou subclinica, as amostras foram obtidas de 35
propriedades de nove estados brasileiros, durante os meses de fevereiro a maio de
2005, para a realizagdo do exame microbiologico. As amostras foram obtidas
segundo o protocolo estabelecido no item 4 (material e métodos).

ApOs a realizagdo do exame microbiolégico 50 amostras ndo apresentaram o
crescimento esperado para os meios selecionados durante o periodo de incubacao,
correspondendo a 6,6% das amostras analisadas.

E importante destacar, que em uma amostra de leite positiva ao exame
microbiolégico chegamos a isolar um ou mais agentes microbianos. Das amostras
analisadas e positivas ao exame microbioldgico, encontramos 997 agentes
microbianos entre bactérias e fungos de diferentes géneros e espécies.

Do total de agentes microbianos isolados (997), verificou-se a presenga de
355 cepas de bactérias pertencentes ao género Staphylococcus sp, 405 cepas de
bacilos Gram-negativo (bgn), conhecidos como bactérias ambientais, 21 cepas de
Streptococcus sp e 216 cepas de fungos e leveduras, conforme descrito na tabela

abaixo.

Tabela 1. Distribuicdo dos 997 patdgenos isolados das amostras de leite mastitico

analisadas.

Agentes Numero de cepas isoladas, ( %)

Staphylococcus sp 355 (35,61)

Streptococcus sp 21 (2,11)

Bgn 405 (40,62)
(

Fungos/leveduras 216 (21,66)




29

Das 355 cepas de Staphylococcus sp isoladas, 246 (69,3%) foram
classificados  Staphylococcus coagulase-positiva e 109 (30,7%) como

Staphylococcus coagulase-negativa.

Na Tabela 2, podemos observar a distribuicdo por estado de todos os
patdgenos isolados das amostras de leite mastitico, destacando a grande

participacdo do género Staphylococcus sp e dos bgn (Bacilo Gram-negativo).

Tabela 2. Distribuigdo por estado de todos os patdégenos isolados das amostras de

leite mastitico.

* Estados Totalde Staphylococcus sp Streptococcus bgn Fungos/ Amostras
amostras sp Leveduras Negativas
coletadas

SP 17 2 0 9 1 6
MG 118 88 2 68 43 7
ES 286 130 14 91 94 21
GO 22 13 0 12 4 0
BA 22 13 0 18 1 0
PA 4 2 0 1 0 2
PR 222 78 2 179 52 8
SC 34 15 3 13 15 1
RS 27 14 0 14 6 5
Total 752 355 21 405 216 50

* Referem-se aos 9 estados brasileiros, onde foram coletadas as amostras: SP — Sao Paulo; MG —
Minas Gerais; ES — Espirito Santo; GO — Goias; BA — Bahia; PA — Para; PR — Parana; SC — Santa
Catarina; RS — Rio Grande do Sul.

Na Tabela 3, apresentamos a distribuicdo por estado das 355 cepas de
Staphylococcus sp isoladas das 752 culturas de leite mastitico e seus respectivos

percentuais .
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Tabela 3. Distribuigcao por estado das 355 cepas de Staphylococcus sp.

* Estados  Staph. coag. (-), (%)** Staph. coag. (+), (%)***

SP 1(0,28) 1(0,28)
MG 19 (5,33) 69 (19,44)
ES 37 (10,42) 93 (26,20)
GO 4 (1,13) 9 (2,54)
BA 9 (2,54) 4(1,13)
PA 1(0,28) 1(0,28)
PR 24 (6,76) 54 (15,21)
SC 7 (1,97) 8 (2,25)
RS 7 (1,97) 7 (1,97)
Total 109 (30,7) 246 (69,30)

* Refere-se aos 9 estados brasileiros, onde foram coletadas as amostras: SP — S&o Paulo; MG —
Minas Gerais; ES — Espirito Santo; GO — Goias; BA — Bahia; PA — Para, PR — Parana; SC — Santa
Catarina; RS — Rio Grande do Sul; ** Referem-se a percentagem das amostras de **Staphylococcus
coagulase-negativa e ***Staphylococcus coagulase-positiva com relagdo ao total de amostras de

Staphylococcus sp (355).

O antibiograma foi realizado em 109 amostras caracterizadas como
Staphylococcus coagulase-negativa, utilizando-se 18 diferentes principios ativos,
conforme descrito na secao 4.2.5.

Todos os SCN isolados e testados foram resistentes a pelo menos um dos 18
antimicrobianos testados. Podemos destacar que houve altos indices de resisténcia
a alguns antimicrobianos que serdo discutidos no proximo item. Dentre os
antimicrobianos com elevado indice de resisténcia estao penicilina (93,6%), seguida
pela resisténcia a sulfonamidas (89%), novobiocina (88%) e ampicilina (85,3). Os
demais resultados obtidos no antibiograma podem ser apreciados na Tabela 4, que
exibe os indices de sensibilidade e resisténcia aos antimicrobianos, e suas

respectivas percentagens.
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Tabela 4. Susceptibilidade a 18 antimicrobianos, apresentada pelas 109 cepas de

Staphylococcus coagulase-negativa provenientes de 752 amostras de leite bovino

de 9 estados do Brasil.

*Principio ativo Sensibilidade, (%) Intermediario, (%) Resistente, (%)

AMO
AMP
BAC
CAN
CEF
CLO
ERI
EST
GEN
LIN
NEO
NIT
NOV
OXA
PEN
SUL
SUT
TET
CTX

58 (53,2
16 (14,7
20 (18,3
14 (12,8
25 (23)
49 (44,9)
30 (27,5)
24 (22)
43 (39,5)
23 (21,1)
22 (20,2)
36 (33)
12 (11)
18 (16,5)
7 (6,4)
8(7,3)
45 (41,3)
24 (22)
24 (22)

)
)
)
)

0
0
5 (22,9)
9(8,2)
0
15 (13,8)
12 (11)
16 (14,7)
18 (16,5)
3(2,7)
23 (21,1)
23 (21,1)
1(1)
3(2,8)
0
4(3,7)
7 (6,4)
10 (9,2)
30 (27,5)

51 (46,8
93 (85,3
64 (58,7
86 (78,9
84 (77)
45 (41,3)
67 (61,5)
69 (63,3)
48 (44)
83 (76,2)
64 (58,7)
50 (45,9)
96 (88)
88 (80,7)
102 (93,6)
97 (89)
57 (52,2)
75 (68,9)
55 (50,4)

)
)
)
)

AMO: amoxicilina+acido clavulanico 30ug; AMP: ampicilina 10ug; BAC: bacitracina 10Ul; CAN:

canamicina; CEF: cefalexina 30ug; CLO: cloranfenicol 30ug; ERI:
estreptomicina 10ug; GEN: gentamicina 10ug; LIN:

eritromicina 15ug; EST:

lincomicina; NEO: neomicina 30ug; NIT:

nitrofurantoina 300ug; NOV: novobiocina 5ug; OXA: oxacilina, PEN: penicilina 10Ul; SUL:

sulfonamidas 300ug; SUT: sulfametoxazol+trimetoprim; TET: tetraciclina 30ug; CTX: cefotaxima

30pg.
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A resisténcia a multiplas drogas, observada neste estudo, se mostrou um
evento comum e quase todas as cepas isoladas mostraram-se resistentes a duas ou
mais drogas (Figura 1). Um nivel alarmante de resisténcia a multiplas drogas foi
encontrado, das 109 cepas de SCN, 14% (15) das amostras analisadas, foram
resistentes a todos os antimicrobianos testados (18), outro dado relevante, também
descrito nesta figura, € a quantidade de amostras resistentes (76) a mais de 10

diferentes drogas testadas, correspondendo a 70% do total das amostras

analisadas.
Multipla resisténcia a antimicrobianos
35
30 -
8 25 -
S 20 -
©
2 15 -
o
210 -
5 -
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1a3 4a6 7a9 10a12 13a15 16a18
Qtde de drogas testadas

Figura 1. Distribuicdo de multi-resisténcia a 18 antimicrobianos em 109 cepas de
Staphylococci coagulase-negativa isolados de amostras de leite obtidas de vacas

com mastite no Brasil (2005).
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Nas provas de viruléncia, verificamos que a enzima DNAse esteve ativa em
40,4% (44) das cepas de SCN analisadas, enquanto, a Lecitinase encontrou-se ativa
em apenas 3,7% (4) das amostras. Entre as 109 cepas de SCN analisadas, duas
(1,8%) apresentaram as duas enzimas de viruléncia ativas simultaneamente
(DNAse+Lecitinase), e 57,8% (63) dessas amostras foram negativas as duas provas

de viruléncia. Conforme descrito na tabela 5.

Tabela 5. Resultados apresentados pelas 109 amostras de SCN submetidas as

provas de viruléncia

Provas de Viruléncia Numero de cepas, ( %)
DNAse 355 (35,61)
Lecitinase 21 (2,11)
DNAse + Lecitinase 405 (40,62)
Amostras negativas p/ as 2 provas 216 (21,66)

Para a caracterizacdo das espécies de SCN foram utilizados testes
bioquimicos como fermentagao de carboidratos, producdo de hemolise e resisténcia
a novobiocina 5ug/mL, conforme descrito no item 4.2.4.1. Na Tabela 6, verificamos
os resultados desses testes utilizados para caracterizacdo das 109 cepas de
Staphylococcus coagulase-negativa como: S. simulans, S. haemolyticus, S. warneri
e S. cohnii.
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Tabela 6. Caracterizagcao das 109 cepas de SNC, provenientes de 752 amostras de
leite bovino de 9 estados do Brasil, através de testes bioquimicos propostos por
CUNHA, et. al., 2004.

Produgéao de acido em aerobiose

[} o ©
Q © ] o £
2 2 2 8 2 2 2G4
© o) o [ e} o @ .Q L&
IS < 3 o = c QD
@ : = = < 3 2 Q2
Espécies T 0 »n A &J §
S. simulans +,- - + d -wW d \Y
S.haemolyticus + - + + + - +
S. warneri +,- - + + + - -
S. cohnni - - - + + + - +

Os sinais utilizados na tabela referem-se: +: reagao positiva; -: reagdo negativa; d: de 11 a 89% das

linhagens foram positivas; -w: algumas reag¢des fracamente negativas (2 amostras); V: variavel
Na Tabela 7 podemos observar o numero e o percentual de cada espécie de
SCN identificadas a partir das 109 cepas previamente isoladas de leite mastitico de

752 amostras provenientes de 9 estados do Brasil, destacando que o SCN

encontrado com maior frequiéncia foi o S. simulans (94,5).

Tabela 7. Distribuicdo por espécie das 109 cepas de SCN isoladas de amostras de

leite mastitico bovino no Brasil em 2005.

Espécies N. de amostras, (%)
S. simulans 103 (94,5)

S. haemolyticus 2(1,8)

S. warneri 2(1,8)

S. cohnni 2(1,8)

Total 109 (100)
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DISCUSSAO

O exame microbiolégico de amostras de leite coletadas assepticamente é
considerado o método padrdo para determinacdo da saude do ubere e para o
diagnostico da mastite bovina (RADOSTITS et. al., 1994). Os resultados obtidos séo
fundamentais para a compreensdo dos problemas especificos dos rebanhos, para
orientar medidas racionais de controle da mastite e sugerir alteragdes a respeito do
manejo adotado (RADOSTITS et. al., 1994; BRAMLEY et. al., 1999).

Os resultados dos exames microbioloégicos realizados nas 752 amostras de
leite, provenientes de nove estados brasileiros, sdo apresentados na tabela 1.
Considerando o total de agentes isolados (997), a porcentagem encontrada para
Staphylococcus sp (35,61%) estd de acordo com alguns relatos brasileiros como,
BARBALHO & MOTA (2001), que ap6s analisarem 104 quartos mamarios no estado
de Pernambuco, demonstraram que as bactérias do género Staphylococcus sp
foram isoladas de 50 amostras, correspondendo a 38,76% do total dos agentes
isolados. COSTA et. al. (1995), observaram que um isolamento de 34,09% de cepas
Staphylococcus sp sendo neste caso os agentes etioldégicos mais frequentemente

isolados.

Em relacdo a distribuicdo das 997 cepas, obtidas a partir das 752 amostras de
leite, por estados brasileiros (Tabela 2) nenhuma conclusdo definitiva pode se
apresentada, pois os estados que apresentaram um maior numero de espécies
isoladas, foi também o estado que forneceu um maior numero de amostras para
analise. Como é o caso dos seguintes estados, Espirito Santo, forneceu 286, das
quais 130 cepas pertenciam ao género Staphylococcus sp, Minas Gerais das 118
amostras fornecidas, 88 formam positivas para o género de interesse e Parana, de
222, 78 foram classificadas como Staphylococcus sp. Alguns estados como Para e
Sao Paulo, apresentaram um baixo niumero de amostras de Staphylococcus sp, pois
foram os estados que forneceram o menor numero de amostras para analise, 4

(sendo 2 Staphylococcus sp) e 17 (2), respectivamente.
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A mastite € a principal causa para o uso de antimicrobianos em fazendas
leiteiras e, portanto a resisténcia antimicrobiana dos patdégenos causadores da
mastite tem despertado grande interesse com o passar dos ultimos anos. As
atividades in vitro de cada agente antimicrobiano testado contra as cepas SCN estéo
resumidas na Tabela 4. As 109 cepas de SCN isoladas e testadas foram resistentes
a pelo menos um antimicrobiano. A maior resisténcia foi observada contra penicilina
93.5% (102), seguida pela resisténcia a sulfonamida 88.9% (97), novobiocina 88.6%
(96) e ampicilina 85.3% (93). Foi observada também uma importante resisténcia
contra oxacilina 80.7% (88) e lincomicina 76.1% (83).

A sensibilidade de cepas SCN isoladas a partir IMI bovina em relacdo aos
agentes antimicrobianos ja foi relatada por varios autores (McDONALD &
ANDERSON, 1981; AARESTRUP et. al.,1995; MYLLYS et. al., 1998; SALMON et.
al., 1998; GENTILINI et. al., 2002; AMARAL et. al., 2003; RAJALA-SCHULTZ et. al.,
2004; CORREA et. al., 2005). Cepas que apresentam sensibilidade a penicilina
geralmente apresentam sensibilidade a outros antibidticos beta-lactamase sensivel,
como por exemplo, a ampicilina.

A resisténcia a penicilina encontrada neste estudo é mais alta do que relatado
em outros estudos conduzidos na Argentina (21.1% - GENTILINI et. al., 2002),
Finlandia (37.2% - MYLLYS et. al., 1998), Dinamarca (36.1% - AARESTRUP et.
al.,1995), Estados Unidos (42.7% - McDONALD & ANDERSON, 1981), mas de
acordo com os resultados relatados no Brasil (80.4% - PEREIRA & SIQUEIRA, 1995;
77.8% - CORREA et. al., 2005). O aumento no numero de estafilococos isolados
mostrando resisténcia a penicilina, ampicilina e lincomicina, esta de acordo com
outros estudos brasileiros (NADER FILHO et. al.,, 1985; AMARAL et. al.,, 2003;
CORREA et. al., 2005) e também a resisténcia a sulfonamida (CORREA et. al.,
2005), o aumento no numero de isolados mostrando resisténcia a meticilina
(oxacilina) 88 (80,7%) € preocupante.

A baixa resposta a antibiéticoterapia no tratamento das mastites causadas por
Staphylococcus tem sido amplamente estudada em um esfor¢o com o propdésito de
determinar os fatores responsaveis pela falha na terapia (WILSON et. al., 1999).

Uma série de interagdes entre os patdégenos e o hospedeiro tem sido apontada
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como fatores que influenciam negativamente no sucesso da terapia, tais como, a
baixa penetragdo da droga no tecido infectado, a localizagao intracelular da bactéria,
inclusive em leucdcitos, inatividade metabdlica da bactéria, atividades reduzida do
antimicrobiano no leite e a propria resisténcia bacteriana frente aos antimicrobianos
(CARDOSO et.al.,, 2000), isto levou os pesquisadores a desenvolverem vacinas

contra S. aureus na tentativa de imunizagao.

A resisténcia a multiplas drogas se mostrou um evento comum e quase todas
as cepas isoladas mostraram resisténcia a 2 ou mais drogas (Figura 1). A ocorréncia
de linhagens multi-resistentes pode ser uma resposta a pressédo seletiva causada
pelo uso abusivo de antimicrobianos na pratica animal (FRANKLIN, 1999). No
presente estudo, um nivel alarmante de resisténcia a multidrogas foi detectado
quando comparado com resultados de outros autores. TOLLERSRUD et. al. (2000),
através de 86 isolados de S. aureus encontraram somente 2 cepas resistentes a 3
antimicrobianos. OLIVEIRA et. al. (2002) e CARDOSO et. al. (2000) nao relataram
qualquer cepa com resisténcia @ multidrogas, enquanto que, CORREA et. al. (2005)
relataram um alto nivel de multi-resisténcia para S. aureus isolados de leite bovino
mastitico.

O aparecimento e disseminacado da resisténcia antimicrobiana é o resultado
de numerosas interagbes complexas entre antimicrobianos, microrganismos e o
meio ambiente (McDERMOTT et. al., 2002). A resisténcia a antimicrobianos pode
ser adquirida espontaneamente por mutagdes génicas, e passada verticalmente por
selecdo as células filhas. A resisténcia pode ser adquirida pela transferéncia
horizontal de elementos méveis de DNA de uma célula doadora para outra espécie
bacteriana (SEFTON, 2002). Existem evidéncias crescentes que genes de
resisténcia podem ser espalhados e trocados entre diferentes populacdes
bacterianas (McDERMOTT et. al. 2002; O'BRIEN, 2002), assim as cepas SCN
podem se comportar como um possivel reservatdrio de genes de resisténcia entre
estafilococos (ARCHER & CLIMO, 1994).

O método de disco de difusao para a determinagao da sensibilidade a

drogas antimicrobianas, embora amplamente utilizado e economicamente atrativo,
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apresenta algumas limitagdes. O critério interpretativo utilizado para classificar as
cepas como sensivel ou resistente sdo baseados em resultados obtidos para cepas
bacterianas provenientes de humanos (WATTS & YANCEY, 1994). Assim, as
diretrizes do NCCLS podem ndo ser apropriadas para determinar a sensibilidade
antimicrobiana dos patdégenos de mastite bovina e certamente elas ndo podem ser
utilizados para prever a eficacia clinica da droga no tratamento da mastite bovina
(RAJALA-SCHULTZ et. al., 2004).

Os SCN sao frequentemente considerados como pouco patogénicos para
mastite e alguns pesquisadores tem relatado que eles podem proteger o ubere de
infeccbes causadas pelos agentes mais patogénicos (SCHUKKEN et. al., 1989),
enquanto, outros autores ndo tém observado qualquer prote¢cdo (HOGAN et. al.,
1988). A identificagdo das cepas CNS é importante, pois permite uma idéia da
patogenicidade e da sensibilidade antimicrobiana de cada cepa, de acordo com a
espécie a que ela pertence. Quatro espécies de SCN foram identificadas entre as
109 cepas testadas (Tabela 7). Entre elas S. simulans foi a espécie mais
frequentemente isolada (94.5%), o que estd de acordo com os resultados descritos
por BIGERSSON et. al. (1992) e JARP (1991). Outros autores também relataram
que S. simulans € a espécie mais frequentemente isolada entre os SCN em quartos
infectados subclinicamente em vacas e leite bovino (WATTS et. al., 1988; RATHER
et. al., 1986; JARP, 1991) e em casos de mastites clinicas e subclinicas,
HOLMBERG (1985) na Suécia e GENTILINI (2) na Argentina.

Outros trabalhos (BES et. al., 2000; BARBALHO & MOTTA, 2001) indicaram
S. chromogenes, S. epidermidis, S. hyicus e S. simulans como as espécies de SCN
mais comumente encontradas na mastite. No Japdo, BABA et. al. (1980)
encontraram o S. epidermidis como a espécie de SCN mais frequentemente isolada
em quartos com mastite clinica bovina. Na Nova Zelandia, HODGES, et. al. (1984)
isolaram S. chromogenes de mastite subclinica em vacas, enquanto WATTS &
OWENS (1989) encontraram uma elevada prevaléncia de S. hyicus em infecgbes
subclinicas em vacas leiteiras nos EUA.

De acordo com HOLMBERG (1973), a mastite clinica bovina pode ser

induzida experimentalmente pela inoculagdo do S. epidermidis dentro do teto.
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Entretanto, um grande numero de células de S. epidermidis foi necessario para a
indugdo de uma mastite severa, e a mesma foi de curta duragdo. PYORALA &
SYVAJARVI (1987), relataram que a reacdo inflamatdria nos tetos afetados quando
os SCN foram as espécies isoladas foi mais branda do que quando outros
patdogenos da mastite estavam presentes.

Os estudos envolvendo a predominancia de uma determinada espécie
causando mastite em um determinado rebanho, ainda ndo sdo conclusivos e
necessitam ser aprofundados analisando inclusive o histérico de antibidticoterapia a

que aquele rebanho foi anteriormente submetido.
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CONCLUSAO

» A frequéncia de cepas de SCN encontrada foi de 30,7% nos rebanhos
analisados;

» S. simulans se mostrou a espécie predominante nestes rebanhos;

» Foi encontrado um elevado grau de resisténcia para todas as 18 drogas
antimicrobianas testadas;

» A resisténcia a multipla drogas se mostrou elevada, com 70,0% das cepas
analisadas, apresentando resisténcia a 10 ou mais drogas;

» Nao foi possivel estabelecer uma relagéo direta entre os niveis de viruléncia e

os niveis de resisténcia aos antimicrobianos utilizados nas cepas analisadas.
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SUMMARY

ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF COAGULASE-NEGATIVE STAPHYLOCOCCI
ISOLATED FROM BOVINE MASTITIC CATTLE PROCEEDING FROM MILK OF NINE
BRAZILIANS STATES

A total of 109 strains of coagulase-negative Staphylococci were isolated from bovine
clinical and subclinical mastitic cattle in 35 dairy farms, in 9 states of Brazil from february
to may 2005, and investigated for in vitro susceptibility to several antimicrobial agents.
Among the isolates, resistance to penicillin was most frequent (93.5%), followed by
resistance to sulphonamide (88.9%), novobiocin (88.6%) and ampicillin (85.3%). All
isolates exhibited resistance to at least 1 of the antimicrobial drugs tested. Multidrug
resistant isolates were quite common, 10.0% of the isolates showing resistance to all
antimicrobial drugs tested. This indicates that coagulase-negative Staphylococci in
Brazil exhibit a high degree of antimicrobial agents’ resistance, probably as a
consequence of the pressure of the intensive use of antimicrobial drugs, a practice that

constitute a public health concern.
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