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Resumo

O leite € um alimento de alto valor nutritivo e sua producéo esta presente no mundo todo, gracas
ao retorno rapido que ele possibilita ao produtor. Para que o leite e seus derivados ndo percam
a qualidade, sdo necessarios cuidados durante todo o processo. Salienta-se que 0 uso de
antibidticos é comum nas propriedades para tratar a principal doenga que acomete os bovinos
leiteiros: a mastite. Com isso, 0 objetivo deste estudo foi testar a suscetibilidade de bactérias
isoladas em casos de mastite subclinica frente a trés antibioticos de uso na medicina veterinaria.
As bactérias foram isoladas de amostras de leite colhidas em diferentes propriedades rurais do
municipio de Pelotas — RS e estocadas em laboratdrio. O antibiograma foi realizado com trés
antibidticos: Amoxicilina + &cido Clavulanico, Gentamicina e Tetraciclina. As bactérias
estudadas foram Staphylococcus spp. (coagulase negativa), Staphylococcus spp. (coagulase
positiva), Corynebacterium spp. e Streptococcus spp. A maior resisténcia foi observada a
Gentamicina (37,1%), seguido pela tetraciclina (22,2%) e amoxicilina + &cido clavulanico
(18,5%). Esses resultados salientam para a identificacdo do agente causador de mastite e
avaliacdo da eficacia dos antibidticos em cada propriedade, pois 0 uso indiscriminado de
antibidticos vem aumentando a resisténcia dos microrganismos.
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Abstract

Milk is a high nutritional value food and has a worldwide production thanks to the rapid return
it provides to producers. In order to milk and its derivatives not lose quality, some procedures
are necessary, ranging from production to storage. It should be noted that the use of antibiotics
IS common in properties to treat the main disease that affects dairy cattle: mastitis. The aim of
this study was to test the susceptibility of bacteria isolated in cases of subclinical mastitis
against three antibiotics used in veterinary medicine. The bacteria were isolated from milk
samples collected in different rural properties in the municipality of Pelotas - RS and stored in
the laboratory. The antibiogram was performed with three antibiotics: Amoxicillin + Clavulanic
acid, Gentamicin and Tetracycline. The bacteria studied were Staphylococcus spp. (coagulase
negative), Staphylococcus spp. (positive coagulase), Corynebacterium spp. and Streptococcus
spp. The highest resistance was observed to Gentamicin (37.1%), followed by tetracycline
(22.2%) and amoxicillin + clavulanic acid (18.5%). The results emphasize for the identification
of the causative agent of mastitis and evaluation of the efficacy of antibiotics in each property,
because the indiscriminate use of antibiotics has been increasing the resistance of
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Introducéo

Cerca de 150 milhdes de lares em todo mundo estdo envolvidos na producéo leiteira,
impulsionados principalmente pelo retorno rapido que a atividade traz ao produtor (FAO,
2016). O leite é considerado um dos mais nobres alimentos devido a sua composigao; rico em
proteina, gordura, carboidratos, sais minerais e vitaminas, além de fornecer elementos
anticarcinogénicos presente na gordura, como o acido linoléico conjugado, esfingomielina,
acido butirico, beta-caroteno e vitaminas A e D (BITENCOURT et al., 2000; BRITO; BRITO,
2004). No Brasil, a producdo leiteira esta entre as atividades mais importantes dentro do setor
agropecuario, responsavel por grande relevancia social e econémica (LUCCA & AREND,
2020). Entretanto, o leite tem apresentado alguns problemas na sua qualidade, como a alta
contagem de microrganismos encontrados no mesmo (NOEL et al., 2016; CARVALHO et al.,
2018; TAPONEN et al., 2019).

Devido a seu alto teor nutritivo, qualquer descuido durante o processo de ordenha pode
acarretar na presenca de bactérias e consequentemente queda na qualidade do leite e de seus
derivados (CERVA, 2013). Sabe-se que a carga microbiana inicial influencia na qualidade do
leite, e quanto maior o nimero de contaminantes e a temperatura de estocagem, menor seré o
tempo de conservacdo do produto (SILVEIRA et al., 1998). A regularizacdo das condicdes
sanitarias para a industrializacdo do leite e seus derivados e os padrbes fisico-quimicos e
microbioldgicos para que estes produtos possam ser liberados para o comércio varejista sao
estabelecidos pelas Instrugdes Normativas 76 e 77 (BRASIL, 2018a; BRASIL 2018b).

Do ponto de vista sanitario e comercial, a bovinocultura leiteira encontra sérios entraves
principalmente pela alta prevaléncia de mastite, doenca que prevalece dentro dos rebanhos
bovinos destinados a producao leiteira, impactando negativamente na economia (LANGONI et
al., 2011; ACOSTA et al., 2016). Os principais agentes relacionados a mastite séo as bactérias
gram-positivas, incluindo Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, e Mycoplasma
bovis (SHAHEEN; TANTARY; NABI 2016), e seu aparecimento estd relacionado,
principalmente ao manejo inadequado de ordenha, ja que os microrganismos relacionados as
inflamac6es séo geralmente originados da cama, fezes, urina, equipamento de ordenha e agua
(CUNHA et al.,2016).

A mastite subclinica possui incidéncia muito maior em um rebanho leiteiro comparada
a mastite clinica, podendo apresentar prevaléncia de 20% em rebanhos de alta produgéo a 50%
em rebanhos de baixa produgdo (SHAHEEN et al., 2016; HOSSAIN et al., 2017). Neste caso



ndo ha sinais visiveis na forma subclinica, esta pode passar despercebida em muitos casos e 0
método mais utilizado para sua deteccdo € a Contagem de Células Somaticas (CCS) pelo
California Mastits Test (CMT), por se tratar de um teste de baixo custo e facil aplicacdo em
rebanhos leiteiros (ROSSI et al., 2018).

O uso de antibioticos ainda é o procedimento mais utilizado dentro das salas de ordenha
para o tratamento da mastite bovina, com o intuito de aumentar a producéo e reduzir as fontes
de infeccdo (SHAHEEN et al., 2016). Entretanto, a utilizacdo indevida e indiscriminada destes
farmacos sem avaliar sua eficacia pode contribuir para 0 aumento na resisténcia antimicrobiana
dentro dos sistemas de producdo (WHO, 2015). Além disso, eventualmente, residuos de
antimicrobianos utilizados na terapia da doenca podem ser encontrados no leite (CADES et al.,
2017). O antibiograma é um teste que oferece como resultado padrdes de resisténcia ou
sensibilidade de uma bactéria especifica a varios antimicrobianos e a realizacdo do
antibiograma sempre indica os melhores antibioticos para o controle de determinada
doenca/infeccdo, visto que existem antibidticos especificos para o controle das diferentes
bactérias (KONEMAN et al., 2012)

Neste contexto, considerando a importancia da mastite para a qualidade do leite e
consequente producdo leiteira em nosso pais e no mundo, o objetivo deste estudo foi testar a
suscetibilidade de bactérias isoladas em casos de mastite subclinica frente a trés antibioticos

comumente utilizados para o tratamento de mastite bovina na medicina veterinaria.

Material e Métodos

Foram selecionadas bactérias isoladas de amostras de leite colhidas em diferentes
propriedades rurais do municipio de Pelotas - RS, a partir de tetos de animais que apresentaram
mastite subclinica com resultados positivos (++ e +++) no teste de CMT (California Mastitis
Test) (SCHALM, 1957). A coleta do leite com mastite foi realizada obtendo uma amostra de
leite, cerca de 10mL em tubos estéreis de teste individuais, sendo previamente realizada a
identificacdo dos tubos e a desinfec¢do do orificio do teto com algoddo embebido em alcool
70°GL e retirado os primeiros jatos. Os tubos foram acondicionados em caixas isotérmicas com
gelo e remetidas sob refrigeracdo. As amostras de leite foram semeadas em Agar Sangue,
incubadas por 24 horas a temperatura de 36°C e identificadas no Laboratério Regional de
Diagnostico da Faculdade de Medicina Veterinaria- UFPel e estocadas no Laboratorio de
Inspecao de Produtos de Origem Animal (LIPOA) da mesma Universidade. A metodologia
utilizada seguindo o0 manual de identificagdo bacteriana de Cowan e Steel (STEEL et al. 1993).

Apos a realizacdo da técnica de coloracao de Gram, todas as amostras foram submetidas

ao teste de Catalase para diferenciar Staphylococcus spp. (catalase positiva) de Streptococcus



spp. (catalase negativa). As amostras positivas para catalase foram submetidas a MR-VP
(vermelho de metila, VVoges-Proskauer), teste de coagulase e analises bioquimicas utilizando
ribose, nitrato, galactose, maltose, manitol e Trealose, além de resisténcia a polimixina. CAMP
foi realizado para amostras negativas de catalase e testes de esculina, inulina, manitol, salicina,
sorbitol e trealose. Apds a realizacao dos testes, as amostras foram colocadas na estufa a 37°C
e apos 24 horas a leitura foi realizada.

Foram selecionados os microrganismos de maior frequéncia em mastite: nove
Staphylococcus spp. coagulase negativa, seis Staphylococcus spp. coagulase positiva, sete
Corynebacterium spp., quatro Streptococcus spp. ndo-hemolitico e um Streptococcus beta-
hemolitico.

O antibiograma foi realizado pelo método de difusdo em &gar Muller-Hillton, através da
disposicdo de discos comerciais impregnados com os antibioticos: Amoxicilina + &cido
Clavulanico, Gentamicina e Tetraciclina, em placas com o meio de cultivo, onde previamente
foi semeado o agente bacteriano a ser testado (KIRBY & BAUER, 1956).

Apos a realizagdo do procedimento as placas foram incubadas a 36°C por 24 horas. A
leitura do antibiograma foi realizada através da medida dos halos formados ao redor dos discos
com antibiéticos (TRABULSI & ALTERTHUM, 2004). O resultado foi expresso como:
resistente (R), intermediario (1) ou sensivel (S) aos antibidticos, interpretados de acordo com o
CLSI (2012).

Resultados e Discusséo

Foram selecionados Staphylococcus spp. coagulase negativa, Staphylococcus spp.
coagulase positiva, Corynebacterium spp. e Streptococcus spp. e sua escolha foi baseada na
frequéncia em que eles sdo descritos como principais agentes causadores de mastite subclinica
(RIBEIRO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011; KREWER et al., 2013; ACOSTA et al., 2016;
SHAHEEN; TANTARY; NABI 2016; ZIMERMANN et al., 2017).

Quando se fala de mastite, S. aureus é o principal agente etiol6gico, sendo isolado em
diferentes paises no mundo, incluindo o Brasil (FREITAS et al., 2018; HOQUE et al., 2018;
GEMECHU; YUNUS; SOMA & BEYENE, 2019; MESQUITA et al., 2020). Este
microrganismo se adapta facilmente a condi¢Oes hostis, o que facilita sua colonizacdo,
dispersdo e causar doencas. Além disso, apresentam diversos fatores de viruléncia, como
proteina A, enzima e toxinas que contribuem para o estabelecimento da infeccdo (CEPEDA et
al., 2005). No rebanho leiteiro, sua infeccdo caracteriza-se geralmente na forma subclinica,
resultando em vacas contaminadas, aumento de células somaticas e dificil erradicagdo (BRITO
& BRITO, 1998).



Ainda que existam algumas caracteristicas de viruléncia que contribuem para a
persisténcia do S. aureus no tecido mamario, o uso inadequado de antibidticos propicia o
aparecimento de cepas multirresistentes, comprometendo a eficiéncia do tratamento da mastite
bovina causada por estes e outros microrganismos (CUNHA et al., 2006). No nosso estudo, ndo
foi observada a presenca de cepas multirresistentes.

Corynebacterium spp. esta entre os principais agentes de mastite e embora possa ser
encontrado em mastite clinica, normalmente estd relacionado a infeccGes subclinicas
(BRADLEY; GREEN, 2005; OLIVEIRA et al., 2011). S&o considerados patogenos
contagiosos, responsaveis por elevar a contagem de células somaticas (NATIONAL
MASTITIS COUNCIL, 2004).

Streptococcus uberis e S. dysgalactiae estdo entre as principais espécies dentro do
género Streptococcus, relacionadas a mastite subclinica (Bl et al., 2016; WALD et al., 2020).
S. uberis € um patdgeno importante na industria de laticinios (DIESER et al., 2017), visto que
€ um microrganismo comensal e assintomatico, isolado de diversas partes do corpo de bovinos,
como pele, intestino, amigdalas e trato genital (WARD et al.,, 2009). Streptococcus
dysgalactiae também estd entre 0s mais comuns microrganismos relacionados a mastites
ambientais e embora sejam isolados a partir de tonsilas, boca e vagina de vacas, podem persistir
nas glandulas mamarias e ser transmitidos de uma vaca para outra (QUINN et al., 2005).

A descricdo da sensibilidade, resisténcia ou sensibilidade intermediaria dos isolados
frente a amoxicilina com &cido clavulanico 10mcg (A), a gentamicina 10mcg (B) e a tetraciclina

30mcg (C) estdo descritos na tabela 1.



Tabela 1. Descricdo da suscetibilidade dos isolados bacterianos obtidos de mastite bovina

frente a trés antibioticos: amoxicilina + acido clavulanico 10mcg (A), gentamicina 10mcg (B)

e tetraciclina 30mcg (C)
Isolados bacterianos

>

C

Staphylococcus spp. (coagulase negativa) (2) S
Staphylococcus spp. (coagulase positiva) (2), S
Corynebacterium sp. (2) S
Staphylococcus sp. (coagulase positiva) (1)

Staphylococcus spp. (coagulase negativa) (2)

w 0O nu unu unu un w

Streptococcus sp. (ndo hemolitico) (1)

Staphylococcus sp. (coagulase negativa) (1)
Corynebacterium sp. (1)

Staphylococcus spp. (coagulase positiva) (2)
Streptococcus sp. (ndo hemolitico) (1)
Staphylococcus sp. (coagulase negativa) (1)
Streptococcus beta-hemolitico (1)
Streptococcus sp. (ndo hemolitico) (1)
Staphylococcus sp. (coagulase negativa) (1)
Staphylococcus sp. (coagulase positiva) (1)
Staphylococcus sp. (coagulase negativa) (1)
Staphylococcus sp. (coagulase negativa) (1)
Corynebacterium sp. (4)
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Streptococcus sp. (ndo hemolitico) (1)

*S —sensivel; | - sensibilidade intermediaria; R - resistente.
Fonte: Prépria (2020)

Apds avaliar a suscetibilidade das 27 bactérias frente aos trés antibioticos, observou-se
que a gentamicina (B) foi o antibiético ao qual o maior nimero de isolados apresentaram
resisténcia (37,1%), resultado oposto ao observado por diversos trabalhos (CUNHA et al.,
2006; DA SILVA et al., 2019; KUROSAWA et al., 2020). Cunha et al. (2006) avaliaram 0s
perfis de sensibilidade, in vitro, de Staphylococcus sp., Corynebacterium sp., Streptococcus sp.,
E. coli, Bacillus sp., Micrococcus sp., Enterococcus sp. e Klebsiella sp. isoladas de mastite
bubalina, e observaram que a gentamicina foi o antibiotico que demonstrou o maior percentual
de eficacia com 97,98% de inibi¢do das amostras estudadas. Kurosawa et al. (2020) também
obtiveram resultados que diferiram do nosso estudo apds testarem a suscetibilidade de 29

amostras de Staphylococcus spp. oriundos de leite e observarem que apenas uma amostra se



mostrou resistente (3,24%) a gentamicina. No trabalho realizado por Da Silva et al. (2019) foi
observada 100% de eficacia da gentamicina frente aos isolados de leite cru.

A resisténcia a tetraciclina (C) foi observada em 22,2% das bactérias testadas no nosso
estudo. KUROSAWA et al. (2020) obtiveram resultados melhores do que o0 nosso, onde das 29
amostras de Staphylococcus spp. testadas, 24 foram sensiveis (82,76%), um intermediario
(3,45%) e quatro resistentes (13,90%). Da Silva et al. (2019) observaram 100% de eficacia
quando testaram a tetraciclina. Diferentemente, em estudo realizado por Cunha et al. (2006), a
tetraciclina foi a droga que apresentou a menor eficacia in vitro, com 41,42% dos
microrganismos resistentes a este farmaco. De acordo com Zimermann & Araujo (2017), alguns
microrganismos apresentam uma proteina (Tet) que lhes confere resisténcia a tetraciclina
através do transporte do antibidtico para fora da célula bacteriana.

No nosso estudo, o antibidtico que apresentou maior eficacia foi a amoxicilina + acido
clavulanico (A), com 81,5% das amostras apresentando sensibilidade e 18,5% das amostras
apresentando resisténcia. Estes resultados concordaram com Trinidad et al. (1990) que
estudando a susceptibilidade antimicrobiana de Staphylococcus aureus (n=48), Staphylococcus
chromogenes (n=167), Staphylococcus hyicus (n=71) e outros Staphylococcus sp. (n=17)
isolados de mastite em novilhas e primiparas, testando a amoxicilina + acido clavulanico
obtiveram sensibilidade em 90,5%, 100%, 100% e 100% das amostras, respectivamente.
Resultado diferente foi encontrado por Da Silva et al. (2019), quando 33,33% das bactérias
patogénicas isoladas de leite apresentaram resisténcia

As espécies resistentes a amoxicilina + acido clavulanico foram dois Staphylococcus
spp. coagulase negativa e trés Corynebacterium spp. Frente a gentamicina, a resisténcia foi
observada em dois Staphylococcus spp. coagulase negativa, trés Staphylococcus spp. coagulase
positiva, um Corynebacterium sp., trés Streptococcus spp. ndo hemoliticos e um Streptococcus
sp. beta hemolitico. Amoxicilina + &cido clavulanico foi o antibiético ao qual a maior
variabilidade de géneros das bactérias identificadas neste estudo apresentou resisténcia. As
espécies resistentes a tetraciclina foram trés Staphylococcus spp. coagulase negativa, quatro
Corynebacterium spp. e um Streptococcus sp. ndo hemolitico. Vale salientar que nenhum dos
antibidticos testados apresentou 100% de eficacia.

Dentre as sete amostras de Corynebacterium spp. do nosso estudo, trés (42,85%)
apresentaram resisténcia a amoxacilina + acido clavulanico, uma (14,28%) a gentamicina e trés
(42,85%) a tetraciclina. Entre os cinco Streptococcus spp. (incluindo um hemolitico) houve
resisténcia de quatro amostras (80%) apenas frente a gentamicina. Dentro dos Staphylococcus
spp. apenas trés (20%) apresentaram resisténcia somente a gentamicina. Os outros, quando

apresentaram resisténcia, esta estava presente a mais de um antibiético. Varios autores



concordam que existe uma significativa diferenca entre o perfil de sensibilidade a
antimicrobianos entre Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. (ANDRADE et al., 2000;
CUNHA et al., 2006; POUTREL et al., 2018).

De modo geral, a resisténcia antimicrobiana esta entre as dez principais ameacas a satde
global (OMS, 2019) e atualmente grande importancia tem sido dada a multirresisténcia
antibidtica das bactérias, por sua correlacdo com a presenca de microrganismos virulentos,
como os S. aureus meticilina-resistentes (MRSA) (BULLE, et al., 2016; SISTI, 2017; SILVA
et al., 2018). S. aureusé a espécie mais frequentemente associada a casos e surtos de
intoxicacdo alimentar, visto que algumas cepas sdo capazes de produzir varias enterotoxinas
(EE) (OMOE et al., 2005).

O estabelecimento de alternativas para tratamento de mastites de origem infecciosa em
vacas leiteiras € de grande importancia e testes de suscetibilidade antimicrobiana como o
realizado nesse trabalho auxiliam nisso (LANGONI et al., 2006). VVarios métodos de tipagem
bacteriana sdo utilizados para comparar cepas e identificar mecanismos de transmisséo e fontes
de contaminacdo, e dentro desses métodos o antibiograma tem sido usado por ser de fécil
execucao, acessivel, permitir controle de qualidade rigoroso e de baixo custo, além de permitir
0 conhecimento acerca da resisténcia microbiana das bactérias testadas (RIBEIRO et al., 2008).

Uma alternativa para minimizar os riscos de contaminacdo por estes microrganismos
dentro da bovinocultura leiteira é a aplicacdo de Boas Praticas de Producéao (BPP) nas diferentes
etapas do processo (VALLIN et al., 2009). Paschoal (2014) salienta que 0s equipamentos que
auxiliam na ordenha podem contribuir com cerca de 10% da carga microbiana do leite em
condicdes experimentais, podendo este valor aumentar caso a estrutura ou a limpeza dos
equipamentos ndo estejam satisfatdrias. Com relacdo aos equipamentos dentro da sala de
ordenha, Gleeson et al. (2009) destacam as teteiras da ordenhadeira mecanica como a maior
causa de contaminacao entre as vacas, entretanto, o adequado manejo pré-ordenha pode reduzir
a contaminacdo dos tetos ndo s6 por bactérias ambientais como também por bactérias
provenientes de outros animais.

Além disso, as técnicas de pré e pos-dipping auxiliam na forma de preparar o teto para
a ordenha. O pré-dipping significa a imersdo dos tetos das vacas em uma solucdo desinfetante
momentos antes da ordenha, responsavel por queda de até 50% na taxa de novas infec¢des da
glandula mamaria e consequentemente, diminuicdo do nimero de bactérias que entram em
contato com o leite e passam pelas tubulagcbes (FONSECA & SANTOS, 2001; BLOWEY;
EDMONDSON, 2010). Entretanto, a desinfeccdo ao final da ordenha (pos-dipping) é

considerada a pratica isolada mais importante de controle de novas infecgdes intramamarias,



onde os melhores resultados estéo relacionados ao uso de iodo, 0,7% a 1,0%; clorexidina, 0,5%
a1,0% e cloro, 0,3% a 0,5% (FONSECA & SANTOS, 2001).

Embora o controle de mastite tenha como principal fundamento a realizag&o de medidas
higiénico sanitarias, o uso de antibioticos tem um papel importante no combate de patdgenos,
principalmente os relacionados a mastite contagiosa, possibilitando a eliminacdo das infecgdes
intramamarias e reduzindo as fontes de infeccdo (ERSKINE et al., 1993). Entretanto, seu uso
deve ser com cautela, pois quando de forma descontrolada, o uso de antibi6ticos em animais
para alimentacdo seleciona bactérias resistentes que podem chegar até os seres humanos pelo
contato com 0s animais, contato direto e indireto com residuos e/ou consumo de alimentos
(GRACE, 2015; O’NEILL, 2015). Bactérias resistentes a agentes antimicrobianos, mesmo que
ndo patogénicas, podem interferir de forma negativa para as futuras opgdes de tratamento
(OVERDEVEST et al., 2011).

As drogas aqui testadas ja foram amplamente empregadas no passado e 0 uso incorreto
associado a selecdo natural dos microrganismos provavelmente resultou no fenémeno de
resisténcia. Embora a resisténcia a antimicrobianos possa ocorrer naturalmente por meio de
mutacOes espontaneas, 0 uso intensivo de antimicrobianos em humanos e animais acaba
acelerando o processo (WHO, 2015). Entre os mecanismos de resisténcia estdo a producao de
enzimas que destroem ou inativam as drogas, reducdo da permeabilidade celular, criacdo de
rotas secundarias alternativas que substituem as inibidas pela droga, eliminacgéo do antibiético
ou alteracdo do sitio-alvo da droga (QUINN et al., 2005).

Deve-se salientar que a escolha aleatoria de medicamentos para tratamento de mastite
nas propriedades leiteiras, ndo implicard obrigatoriamente no sucesso do tratamento,
especialmente naquelas propriedades onde seu uso é frequente e inadequado (NADER et al.,
2007). Além do mais, testes como o realizado nesse estudo auxiliam na preservacdo das bases
antimicrobianas para que futuramente possam ser utilizadas com eficacia no controle de
doencas/infeccdes, evitando a formacdo de resisténcia pelas bactérias e também promove um
registro histérico de quais bactérias sdo resistentes em uma determinada propriedade aos
variados antibioticos disponiveis, possibilitando assim, melhores medidas de controle.

Conclus6es

Em decorréncia da diversidade de agentes etiologicos envolvidos em mastites, a
utilizacdo de exames microbiologicos e posteriormente testes de sensibilidade antimicrobiana
in vitro sdo medidas indicadas antes da eleicdo do tratamento, pois esta diversidade
microbioldgica pode ter diferentes respostas frente ao medicamento a ser utilizado, como vem

se observando no decorrer dos anos. Além disso, o uso indiscriminado dos produtos para essa



enfermidade vem aumentando a resisténcia desses agentes patdgenos frente aos antibioticos de

uso rotineiro.
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