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A mastite bovina é a enfermidade infecto-contagiosa de maior importancia na
exploracdo leiteira devido a sua alta ocorréncia e as perdas econémicas, aléem do potencial
risco a saude publica. A mesma caracteriza-se por um processo inflamatério da glandula
mamaria cuja apresentacdo pode variar conforme a etiologia € o grau de severidade da
doenca, sendo a forma subclinica, de maior ocorréncia em rebanhos. Infec¢bes intramamarias
de origem bacteriana representam a principal causa da doenca, sendo que bactérias do género
Staphylococcus respondem pela maioria dos casos subclinicos. O tratamento da enfermidade é
predominantemente baseado na utilizacdo de antimicrobianos; no entanto, a resisténcia destes
patdgenos aos farmacos comumente utilizados na rotina clinica tem sido um grande entrave
no sucesso das terapias empregadas. Este trabalho objetivou analisar o perfil de resisténcia
antimicrobiana de 2.430 isolados de Staphylococcus spp. oriundos de amostras de leite de
vacas com mastite durante o periodo de 1992 a 2011, além de verificar possiveis tendéncias
ou mudancas no comportamento destes patdgenos frente aos principais antimicrobianos
utilizados no tratamento da enfermidade ao longo do tempo. Do total, 729 isolados (30%)
mostraram-se sensiveis a todos 0s antimicrobianos testados. De maneira geral, ocorreu uma
reducdo do percentual de resisténcia da primeira década do periodo estudado (29,2%) em
relacdo a segunda (17,1%) (P<0,0004). As maiores taxas de resisténcia (P<0,0001) foram
observadas para a classe dos betalactamicos (34,3%), com excecdo da cefalexina (6,9%), e
das tetraciclinas (28%). Frente aos demais farmacos (norfloxacina, sulfazotrim, gentamicina e
neomicina) os isolados apresentaram médias de resisténcia entre 7,6% e 15,7%. A partir da
andlise de regressdo da resisténcia dos isolados frente aos antimicrobianos, em fungédo dos 20
anos, observou-se reducdo da resisténcia para penicilina e ampicilina ao longo do periodo.
Todavia para a oxacilina e a neomicina houve um decréscimo da resisténcia dos micro-
organismos testados durante a primeira década, entretanto ocorreu um aumento no segundo
periodo. Em relagdo ao sulfazotrim, foi verificada uma tendéncia & diminuicdo da resisténcia
dos isolados ao passo que, para os demais antimicrobianos, nenhum comportamento foi
destacado. Os resultados nédo indicaram tendéncia de aumento da resisténcia dos isolados de
Staphylococcus spp. oriundos de casos de mastite bovina para a maioria dos antimicrobianos
testados, reforcando a importancia do monitoramento dos padrOes de resisténcia destes
patdgenos, a fim de que estes farmacos sejam preservados garantindo uma reserva terapéutica.

Palavras-chave: mastite, bovinos, suscetibilidade in vitro, tratamento intramamario, sanidade
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The bovine mastitis is an infectious disease of major importance in the dairy farm due
to its high occurrence and the economic losses, in addition to the potential risk to public
health. Mastitis is characterized by an inflammatory process of the mammary gland and the
clinical presentation may vary according to the etiology and severity of the disease, besides
the subclinical form shows great occurrence in herds. Intramammary bacterial infections are
the major cause of the mastitis, and bacteria belonging to the genus Staphylococcus are
involved as main causative agent of subclinical mastitis. Treatment of the disease is
predominantly based on the use of antimicrobials; however, the resistance of these pathogens
to the drugs commonly used in clinical practice has been a major obstacle to the success of the
therapy. This study aimed to analyze the profile of antimicrobial resistance of 2,430
Staphylococcus spp. isolates from milk samples of cows with mastitis during the period 1992-
2011. Additionally, it was also observed possible tendency or changes in the behavior of these
pathogens against the major drugs used in the treatment of the disease in these two decades.
Of the total, 729 Staphylococcus spp. isolates (30%) were susceptible to all antimicrobials
tested. In general, there was a reduction in the percentage of resistance during the first decade
analyzed (29.2%) compared to the second period (17.1%) (P<0.0004). The highest rates of
resistance (P<0.0001) were observed for the class of betalactamics (34.3%), except for
cephalexin (6.9%), and tetracyclines (28%). In regarding to the other drugs (norfloxacin,
sulfazotrim, gentamicin and neomycin) Staphylococcus spp. isolates showed on average of
resistance between 7.6% and 15.7%. In the regression analysis of isolates against
antimicrobials during 20 years, it was possible to verify a reduction of resistance to penicillin
and ampicillin. However, the micro-organisms tested demonstrated a decrease in the
resistance against oxacillin and neomycin during the first decade, followed by an increase in
the second period. Regarding to sulfazotrim, there was a tendency to decrease the resistance
while to the other antimicrobials, no tendency was highlighted. The results indicated no
tendency of increasing resistance of Staphylococcus spp. isolates from bovine mastitis for the
most antimicrobial tested, reinforcing the importance of monitoring the resistance patterns of
these pathogens, in order to preserve these drugs as a therapeutic reserve.

Key words: mastitis, bovine, in vitro susceptibility, intramammary treatment, sanity
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura leiteira representa uma das principais atividades do agronegocio
brasileiro, dada sua importancia econémica e social (VILELA et al., 2002). O Brasil possui
0 segundo maior rebanho leiteiro do mundo e se consolidou como o0 quinto maior produtor
mundial no ano de 2010, com a producdo de 31,67 bilhdes de litros de leite (BRASIL,
2010). No entanto, o setor apresenta uma grande heterogeneidade e baixa produtividade,
com a maior parte das vacas ordenhadas produzindo menos de 4 kg de leite/vaca/dia
(ZOCCAL & STOCK, 2011).

Fatores relacionados a sanidade do rebanho sdo limitantes para a exploragdo leiteira
(VIEIRA et al., 1998), sendo a mastite considerada a enfermidade infecto-contagiosa de
maior impacto nos rebanhos leiteiros em todo o mundo (SA et al., 2004; LI et al., 2009). A
doenca, caracterizada por um processo inflamatério da glandula maméaria (RIBEIRO et al.,
2003) é responsavel por grandes prejuizos na producdo de leite (SARAN & CHAFFER,
2000; DUQUE et al., 2005). As principais consequéncias relacionadas a mastite sdo as
alteracdes fisico-quimicas do leite que resultam na diminuicdo da producdo e qualidade e
baixo rendimento na elaboracdo de derivados (HILLERTON & BERRY, 2005;
MUNGATANA et al.,, 2011; OLIVER & MURINDA, 2012), além dos custos com
tratamento, prejuizos decorrentes do descarte precoce do animal e condenacdo do leite na
usina (FREITAS et al., 2005; CUNHA et al., 2006).

Embora estejam relacionadas a aspectos multifatoriais (ANNAYA-LOPEZ et al.,
2006), as infeccOes intramamarias de origem bacteriana representam a principal causa de
mastite bovina (OLIVER et al., 2011). Entre os agentes etioldgicos, 0 género
Staphylococcus compreende o principal grupo envolvido em casos de mastite subclinica
(TAPONEN & PYORALA, 2009), sendo essa, considerada a forma de apresentacdo de
maior impacto econdmico (CARVALHO et al., 2007).

Dentre as especies, Staphylococcus aureus destaca-se por ser considerado a mais
patogénica. Este micro-organismo é portador de diversos fatores de viruléncia que, além de
contribuirem para sua persisténcia no tecido maméario (FONSECA & SANTOS, 2000;
CARVALHO et al., 2007), representam potencial risco a saude publica, uma vez que €
capaz de produzir toxinas termoestaveis (VICOSA et al., 2010).

A terapia antimicrobiana ainda é uma das principais ferramentas no controle da
mastite (ERSKINE et al., 2003; HILLERTON & BERRY, 2005; OLIVER et al., 2011).



13

Entretanto, diversos patdgenos, em especial, S. aureus sdo referidos pela resisténcia aos
varios antimicrobianos comumente utilizados no tratamento da mastite bovina (FREITAS
et al., 2005; KUMAR et al., 2009; MEDEIROS et al. 2009a). Além disso, espécies de
Staphylococcus coagulase negativos (SCN) vém recebendo atengdo devido a emergéncia de
linhagens multirresistentes (NEVES et al., 2007; TAPONEN & PYORALA, 2009).

A pressao de selecdo exercida pelo uso frequente e indiscriminado de antimicrobianos
ou aplicacOes sub-terapéuticas, tanto para o tratamento como para a profilaxia de doencas
bacterianas, predispde ao desenvolvimento do fendmeno de resisténcia entre 0s micro-
organismos (BRITO et al., 2001; CUNHA et al, 2006). Além disso, a falta de
conhecimento do perfil de suscetibilidade do agente causador em relacdo aos
antimicrobianos disponiveis, em muitos casos, contribui para o insucesso do tratamento
(MOTA et al., 2005). Desta forma, os resultados de testes de suscetibilidade antimicrobiana
in vitro tém sido Gteis na selecdo da terapia mais adequada, aumentando a probabilidade de
cura (GUARDABASSI et al., 2010), além de possibilitar o0 monitoramento de padrGes de
resisténcia antimicrobiana dos patdgenos (ERSKINE et al., 2002; MAKOVEC & RUEGG,
2003).

Diversos estudos de diferentes regides do Brasil tém demonstrado a suscetibilidade
antimicrobiana de agentes causadores de mastite em vacas leiteiras, incluindo
Staphylococcus spp., para os quais observa-se diferentes perfis (FREITAS et al., 2005;
CUNHA et al., 2006, MACHADO et al., 2008; MEDEIROS et al., 2009a). Entretanto, no
pais ha uma escassez de estudos demonstrando, a longo prazo, a dindmica nos padrbes de
resisténcia antimicrobiana destes patdgenos em relacdo aos antimicrobianos comumente
utilizados na rotina clinica.

O presente estudo objetivou analisar o perfil de resisténcia de isolados de
Staphylococcus spp. oriundos de amostras de leite de vacas com mastite, obtidos da rotina
de diagnédstico do Laboratério de Bacteriologia (LABAC) da Universidade Federal de
Santa Maria, no periodo de 20 anos. Além de verificar o comportamento de resisténcia
destes patogenos frente aos principais antimicrobianos utilizados no tratamento de mastite

bovina ao longo do periodo.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0921448807001058#bib14
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0921448807001058#bib14

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mastite bovina

A mastite caracteriza-se por um processo inflamatorio da glandula mamaria
acompanhado por danos ao epitélio glandular e reducao de secrecdo de leite (HOLANDA Jr.
et al., 2005). Economicamente, é considerada a doenca de maior importancia na cadeia
produtiva do leite, apresentando alta prevaléncia em rebanhos leiteiros (DUQUE et al., 2005).

Os prejuizos decorrem especialmente das alteracBes provocadas no volume e
qualidade do leite produzido, refletindo em baixa estabilidade e baixo rendimento industrial
(CARVALHO et al., 2007; SPANAMBERG et al., 2009; MUNGATANA et al., 2011). As
perdas econdmicas incluem ainda o gasto com tratamentos, servicos médico-veterinarios,
descarte do leite e de animais cronicamente afetados e, em alguns casos, morte do animal
(RADOSTITS et al., 2002; RIBEIRO et al., 2003). Além disso, esta enfermidade representa
um importante risco a saude publica devido a presenca de enterotoxinas termoestaveis no
leite, produzidas por alguns patogenos e a possibilidade de residuos antimicrobianos no leite
decorrente de tratamentos (FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004; OLIVEIRA et al., 2011).

De acordo com a forma de manifestacdo, a mastite pode ser classificada em clinica ou
subclinica (FONSECA & SANTOS, 2000). A forma clinica caracteriza-se pela visualizacdo
dos sinais clinicos do processo inflamat6rio, como edema, aumento da temperatura, hiperemia
e sensibilidade da glandula mamaria. No leite observa-se presenca de grumos e filamentos,
pus e, algumas vezes, sangue ou outras alteracdes nas caracteristicas do leite. O mesmo torna-
se mais aquoso e sofre descoloracdo (FONSECA & SANTOS, 2000; NASCIF Jr., 2001). A
inflamacdo persistente ou cronica pode levar a destruicdo do tecido secretor e a sua
substituicdo por tecido ndo produtivo (CARLTON & McGAVIN, 1998).

Entretanto, as maiores perdas econdmicas devem-se a forma subclinica da doenca,
sendo essa a de maior ocorréncia entre os rebanhos leiteiros (PEDRINI & MARGATHO,
2003). Nessa manifestagdo, ao contrario da forma clinica, ndo ocorrem mudancas visiveis no
Ubere ou no aspecto do leite, o que dificulta o diagnostico e permite que a doenca se mantenha
por longos periodos no rebanho (FONSECA & SANTOS, 2000). No entanto, sdo verificadas

acentuadas alteracbes na composicdo do leite, como aumento na contagem de células
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somaticas (CCS), aumento nos teores de proteinas séricas, cloro e sodio e reducdo nos teores
de caseina, lactose, gordura e céalcio (DIAS, 2007), resultando dessa forma, em menor
rendimento na producdo de leite e seus derivados (MUNGATANA et al., 2011; OLIVER &
MURINDA, 2012). Estima-se uma reducdo de 25% da producdo de leite por quarto mamario
afetado em vacas com mastite subclinica (REIS et al., 2003).

2.2 Etiologia

A mastite pode ter diferentes origens: infecciosa, traumatica, térmica ou ainda ser
consequéncia de problemas metabdlicos (HOLANDA Jr. et al., 2005). Entretanto, a origem
infecciosa € a de maior importancia, sendo as bactérias as maiores indutoras deste processo
inflamatorio, embora fungos, leveduras possam estar etiologicamente envolvidos (LANGONI,
1999; SPANAMBERG, et al., 2009).

Em relacdo a origem do agente etiologico e forma de contaminacao, as mastites podem
ser classificadas em contagiosas e ambientais (FONSECA & SANTOS, 2000). Entre os
agentes considerados contagiosos, S. aureus, Staphylococcus coagulase negativa (SCN),
Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis e Trueperella pyogenes respondem por
cerca de 80% dos casos desta forma de mastite (PINTO, 2009). A superficie da pele dos tetos
e o interior da glandula mamaria constituem o habitat preferencial desses patégenos, sendo
portanto, 0 momento da ordenha, a principal forma de transmissdo da mastite contagiosa
(LANGONI, 1999).

A mastite ambiental, por sua vez, é causada por micro-organismos adaptados a
sobrevivéncia no ambiente da ordenha ou do curral, presentes no ar, agua e em locais com
aciimulo de esterco, urina, barro e camas organicas (MULLER, 2002). Dessa forma, a maioria
das novas infeccbes ocorre no periodo entre ordenhas (FONSECA & SANTQOS, 2000).
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Streptococcus uberis,
Streptococcus bovis, Streptococcus dysgalactiae, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas
aeruginosa e Proteus sp. s@o 0s patdégenos mais frequentemente isolados em casos de mastite
ambiental (PEDRINI & MARGATHO, 2003). Com menor participacdo, Nocardia spp.,
fungos e algas também estdo incluidos entre os agentes ambientais (RADOSTITS et al.,
2002).
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2.2.1 Staphylococcus spp.

O género Staphylococcus compreende bactérias Gram-positivas, aerébias ou
microaerofilas com morfologia de coco. Em cultura em placas de &gar sangue ovino a 5% séo
visualizadas colonias de cerca de 1 a 3 mm de diametro, de coloracdo esbranquicada ou
amarela, convexas, de superficie livre, bordas circulares e brilhantes com diferentes padrdes
de hemolise, os quais variam conforme a capacidade de producdo de hemolisinas das espécies
(QUINN et al., 1994).

A producdo de catalase, enzima que permite que essas bactérias degradem peroxido de
hidrogénio é uma importante ferramenta de diagndstico desse género. As espécies sdo
divididas em dois grandes grupos, conforme a capacidade de producdo de coagulase. A
mesma possibilita a transformacédo de fibrinogénio em fibrina ao redor da célula bacteriana,
dificultando acdo dos mecanismos de defesa do organismo e estd correlacionada com a
patogenicidade do agente (QUINN et al., 1994, KONEMAN, et al., 2001; MEDEIROS,
2009b).

O mesmo representa o grupo de agentes isolados com maior frequéncia em casos de
mastite bovina em todas as espécies animais em todo o mundo (LI et al. 2009). Espécies desse
género sdo amplamente distribuidas na natureza e fazem parte da microbiota normal da pele e
mucosa de mamiferos, podendo, por vezes, causar infeccdes patogénicas (GIAMMARINARO
et al., 2005).

Dentre as especies classificadas como Staphylococcus coagulase positiva, S. aureus €
0 mais patogénico (FONSECA & SANTOS, 2000; CARVALHO et al., 2007). A espécie
possui varios fatores de viruléncia que contribuem para sua persisténcia no tecido mamario e
para a patogénese da mastite. De maneira geral, esses fatores sdo relacionados a evasdo da
bactéria, danos ao tecido do hospedeiro ou inducdo e modulacdo da resposta inflamatdria
(QUINN et al.,, 1994; GYLES et al., 2010). Além disso, a producdo de enterotoxinas
estafilococicas e da toxina da sindrome do choque toxico (TSST-1) caracterizam esse
patégeno como um potencial risco a satde publica (DRESCHER et al., 2010; VICOSA et al,
2010).

S. aureus tem a importante caracteristica de se instalar em camadas profundas da

glandula mamaria, onde ha formacéo de tecido fibroso no foco de infeccdo. Isso impede a
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penetracdo de antimicrobianos e reflete na forma de infecgdo, que é de longa duragéo,
tendendo a cronicidade e com baixissima taxa de cura (FONSECA & SANTOS, 2000).
Normalmente a mastite por S. aureus é subclinica, porém, pode manifestar-se como uma
mastite gangrenosa superaguda que acomete principalmente novilhas de primeira cria, em
inicio de lactacdo, o que resulta na diminuicdo de tecido mamario. Isso ocorre pela producao
de alfa toxina, responsavel por danos nos vasos sanguineos, levando a necrose coagulativa
isquémica do tecido adjacente (TIMONEY et al., 1988).

Embora S. aureus seja considerado o principal patdégeno envolvido em infeccdes
intramamarias, espécies de SCN vém recebendo aten¢do como agentes emergentes de mastite
subclinica (TAPONEN & PYORALA, 2009). SCN tém sido identificados em infeccOes
persistentes, sendo responsaveis por significativo aumento da CCS do leite e reducdo na
producdo, além de fibrose intra-alveolar do tecido mamaério, perda da funcdo secretoria
(SILVA, 2003) bem como producdo de toxinas termoestaveis (UDO et al., 1999). O
comportamento oportunista destes agentes associado a auséncia de sinais clinicos evidentes

favorecem sua manutencao na glandula mamaria (SOARES et al., 2008).

2.3 Deteccdo e diagnostico da mastite

Em casos de mastite clinica, a primeira abordagem possivel é a observacao de sinais
de inflamacdo da glandula mamaria, como ja descritos anteriormente. Em muitos casos, 0
Ubere fica extremamente doloroso, e 0s animais reagem a palpacdo. Durante a palpacao,
pode-se detectar ainda, zonas de fibrose muitas vezes associadas com infeccdes subclinicas
provocadas por agentes contagiosos com S. aureus (REBHUN, 2000).

Na forma clinica, alteracdes na aparéncia do leite podem ser observadas durante a
ordenha, analisando os primeiros jatos de leite sobre uma caneca de fundo escuro. As mastites
subclinicas, por sua vez, sdo detectadas atraves de testes indiretos, sendo o California Mastitis
Test (CMT) e a CCS os mais empregados. A confirmacdo, entretanto, deve ser realizada
através do isolamento bacteriano (RADOSTITS et al.,, 2002; DIAS, 2007; SANTOS &
FONSECA 2007).
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2.3.1 California Mastitis Test

O CMT é um dos testes mais usuais para o diagnostico da mastite subclinica, sendo
um indicador indireto da contagem de células somaticas no leite. O resultado do teste é
avaliado em funcéo do grau de gelificacdo ou viscosidade da mistura de partes iguais de leite
e reagente, um detergente anionico neutro com indicador de pH, que atua dissolvendo as
paredes celulares e nucleares das células e liberando o material nucleico (DNA). De acordo
com a intensidade da reacdo classifica-se em cinco escores: negativa (de 0 a 200.000
células/ml), tracos ou suspeito (150.000 a 500.000 células/ml), leve (400.000 a 1.500.000
células/ml), moderada (800.000 a 5.000.000 células/ml) e intensa (com mais de 5.000.000
células/ml) (FONSECA & SANTOS, 2000). Pela sua praticidade, é o método de triagem
indicado no diagnostico de mastites subclinicas a campo (RADOSTITIS et al., 2002).

2.3.2 Contagem de Células Somaéticas

A contagem de células somaticas do leite de animais individuais ou de tanque é uma
ferramenta valiosa na avaliagdo do nivel de mastite subclinica no rebanho (MULLER, 2002).
As células somaticas no leite sdo constituidas por células de defesa e epiteliais que, em caso
de inflamacédo da glandula mamaria, aumentam sua contagem consideravelmente. Do total de
células somaticas, 75 a 98% sdo leucdcitos, que migram para o Ubere para fagocitar e digerir
0S micro-organismos invasores e 2 a 25%, correspondem a células epiteliais, provenientes da
descamacdo natural que ocorre no tecido de revestimento e secretor interno da glandula
mamaria (RIBAS, 1994).

No Brasil, a IN n® 62/2011 que substitui a IN n°51/2002, estipula uma contagem
maxima de 600.000 CS/mL em leite cru refrigerado bovino, devendo, a partir de 2014,
alcangar a contagem de 500.000 CS/mL e em 2016, 400.000 CS/mL, nas regides Sul, Sudeste
e Centro-Oeste (MAPA, 2011).

Além das infecgdes intramamarias, outros fatores como estagio de lactacdo, producéo
de leite, nimero de lactagdes, estresse causado por deficiéncias no manejo, problemas
nutricionais e doencas intercorrentes podem interferir na CCS e, portanto, devem ser

considerados (MULLER, 2002). Apesar de ndo ser o Unico indicador da mastite, CCS pode
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ser utilizada como critério para sele¢do de vacas para cultura microbioldgica de leite, assim
como o CMT (RADOSTITIS et al., 2002).

2.3.3 Cultura microbioldgica

O isolamento microbiol6gico de micro-organismos patogénicos em amostras de leite é
considerado o método diagndstico padrdo para mastite (SANCHEZ et al., 2004). A
identificacdo dos agentes responsaveis pelas mastites, contagiosos ou ambientais, €
fundamental para a determinacdo de protocolos terapéuticos e desenvolvimento de programas
de controle (FONSECA & SANTOS, 2007).

A realizagdo da cultura individual de todos o0s quartos mamarios das vacas em lactacao
é a melhor forma de se conhecer o nivel de infeccdo de um rebanho. Porém, o elevado custo
dessa pratica, restringe seu emprego na rotina. Assim, a cultura de amostras compostas de
todos os quartos do animal constitui uma alternativa economicamente viavel (BRITO et al.
1999).

Em rebanhos com CCS elevadas ou com grande nimero de quartos mamarios com
reacOes positivas no CMT, geralmente observa-se alta prevaléncia de mastite subclinica.
Nestes rebanhos, a avaliacdo das infeccGes presentes pode ser feita pela cultura de uma
amostragem de quartos mamarios com base nos escores do CMT (BRITO et al.1999;
FONSECA & SANTOS, 2007).

Algumas espécies de bactérias, como S. aureus, apresentam um padrdo ciclico de
infeccdo, sendo que sua taxa de eliminagdo no leite pode ocorrer em maior ou menor
guantidade, alternadamente. Dessa forma, estima-se que a probabilidade de isolamento de S.
aureus a partir de uma unica amostra seja de 74,5% (FONSECA & SANTOQOS, 2007). Assim,
recomenda-se examinar duas ou trés amostras de leite consecutivas a fim de aumentar a
sensibilidade da cultura microbiolégica do leite de vacas infectadas por S. aureus,
principalmente aquelas com baixas contagens de células somaticas, de modo a se obter maior
confiabilidade dos resultados (RADOSTITS et al., 2002).

A cultura microbiologica a partir de leite de tanque tambem € uma maneira de
identificar os agentes envolvidos em casos de mastite no rebanho. Porém, apesar dessa forma

de diagndstico apresentar alta especificidade e ser menos onerosa, possui baixa sensibilidade,
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uma vez que o numero de micro-organismos encontrados varia com o numero de vacas
infectadas, com a producdo de leite e com a gravidade da infeccdo. (RADOSTITS et al.,
2002). Assim, para o controle da enfermidade é necessario a identificacdo dos animais
responsaveis pelas alteracfes do leite de tanque, para que sejam tomadas as devidas medidas
(BRITO et al., 2002).

2.4 Tratamento e Controle

Os principios béasicos para o controle da mastite compreendem a eliminacdo de
infeccOes existentes, a prevencdo de novas infec¢des e 0 monitoramento da saude da glandula
mamaria (SANTOS & FONSECA, 2007). Existe uma relacdo direta entre o numero de
bactérias presentes nos tetos e a taxa de infeccdes intramamarias. Desta forma, todos os
procedimentos que contribuam para a manutencdo de uma baixa populacdo de bactérias na
superficie dos tetos ajudam de forma significativa no controle da mastite (FONSECA &
SANTOS, 2000).

O manejo da ordenha € um dos principais fatores relacionados a prevencdo de
infeccdes da glandula mamaria. A adequada higiene do Ubere, incluindo a realizacdo pré e
pos-dipping, com desinfetantes apropriados, associada ao correto funcionamento do sistema
de ordenha e a segregacdo dos animais, no momento da ordenha, sdo essenciais para a
reducdo da taxa de novas infecgdes em rebanhos com alta incidéncia de mastite (DIAS, 2007).

O tratamento precoce de casos de mastite clinica durante a lactacdo aumenta a
probabilidade de cura e retorno da producdo normal de leite. Entretanto, em casos de mastite
cronica e recorrente recomenda-se o descarte dos animais, uma vez que, estes sdo potenciais
fontes de infecgé@o no rebanho (SANTOS & FONSECA, 2007). O tratamento da enfermidade
é predominantemente baseado na utilizagcdo de antimicrobianos de aplicacdo intramamaria
(SILVA, 2003; ERSKINE et al., 2004). Dentre as vantagens desta via, destaca-se a
manutencgéo de elevadas concentragdes da substancia antimicrobiana diretamente no local da
aplicacdo, quando comparada a administracdo sistémica (GUARDABASSI et al., 2010).

Entretanto, em casos de mastite clinica aguda, a administracdo sistémica pode ser
necessaria, a fim de evitar a septicemia, uma vez que a intensidade do processo inflamatorio
determina o aumento da permeabilidade vascular, facilitando a disseminacdo dos micro-

organismos (SILVA, 2003). Porém, poucas substancias tém caracteristicas farmacocinéticas e
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farmacodindmicas adequadas para tratamento sistémico da mastite. Antimicrobianos de largo
espectro comumente utilizados, como oxitetraciclina, sulfonamida/trimetoprim e combinacdes
de ceftiofur, com frequéncia nao atingem concentracdes terapéuticas no leite, apresentando
eficacia variavel para o tratamento da mastite clinica (GUARDABASSI et al., 2010).

Desta forma, a escolha de drogas para o tratamento da mastite deve ser pautada em
alguns fatores, os quais sao fundamentais para o sucesso da terapia, incluindo: identificacdo
do agente, suscetibilidade do mesmo aos antimicrobianos disponiveis, dosagem correta e
duracdo do tratamento, além do estado imunoldgico do animal (ERSKINE et al., 1993). O
conhecimento do agente etiolégico pode influenciar na escolha do medicamento de acordo
com o local desejado para que ocorra maior atividade do farmaco. S. aureus,
preferencialmente, penetram no tecido do Ubere, enquanto Streptococcus spp., por exemplo,
permanecem nos ductos alveolares, estando esses, mais vulneraveis a exposi¢do de drogas de
aplicacdo intramamaria (ERSKINE et al., 2003).

O tratamento da mastite subclinica durante a lactacdo ndo é recomendado, uma vez
gue os custos com o descarte do leite, devido ao periodo de caréncia pelo uso de
antimicrobianos, na maioria das vezes, superam os beneficios do tratamento (RUEGG, 2004;
ZAFALON et al., 2007). Além disso, as taxas de cura para terapias durante a lactacdo, em
especial, de mastites causadas por S. aureus sdo baixas (25 a 30%). A formacdo de tecido
cicatricial e a protecdo da bactéria dentro de leucécitos, associadas a pobre difusdo das drogas
no tecido mamario e a inativacdo do farmaco por componentes do leite e proteinas teciduais
contribuem para o insucesso de tratamentos durante essa fase (SANTOS & FONSECA,
2007). Guardabassi et al. (2010) descrevem que ha atividade reduzida no leite para diversas
classes de antimicrobianos, como: macrolideos, tetraciclinas, sulfonamidas e trimetoprim.

Dessa forma, recomenda-se o tratamento de todas as vacas ao final da dltima
lactacdo, sendo essa, a maneira mais eficiente para o controle da mastite subclinica e
prevencéo de novas infec¢bes no rebanho (BERRY & HILLERTON, 2002; RADOSTITIS et
al., 2002). Essa estratégia € justificada pelas maiores taxas de cura no periodo seco e pelo fato
das vacas tornarem-se extremamente suscetiveis as novas infecgdes nessa fase (SANTOS &
FONSECA, 2007). As formulagbes para terapia de vaca seca contém doses elevadas de
antimicrobianos em veiculos mais oleosos, com finalidade de prolongar a a¢do do produto
(RADOSTITIS et al.,, 2002). Entretanto, alguns autores questionam a eficacia da terapia
durante o periodo seco para preven¢do de novas infecgdes que podem ocorrer proximo ao
parto, ja que as drogas disponiveis para esta finalidade ndo persistem por todo este periodo

(DINGWELL et al., 2003). Além disso, essa pratica tem sido contestada por ndo ser prudente
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quanto a utilizacdo de antimicrobianos, uma vez que, todos os animais sdo tratados,
independente da ocorréncia de mastite ou ndo (HILLERTON & BERRY, 2005).

Assim, a terapia seletiva de vacas secas tem sido um método cada vez mais atraente
para diminuir a rotina de tratamentos antimicrobianos na atividade leiteira. Essa estratégia
limita o tratamento as vacas infectadas ou aos quartos infectados no momento da secagem
(GUARDABASSI et al., 2010); no entanto, o risco de novas infec¢es durante o periodo seco
deve ser considerado (BERRY & HILLERTON, 2002).

2.5 Resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia bacteriana € um dos maiores problemas inerentes ao uso de
antimicrobianos (AARESTRUP, 2005; MOTA et al.,, 2005). Tao logo os primeiros
antimicrobianos foram introduzidos, observou-se a emergéncia de cepas de S. aureus
resistentes a penicilina (ABRAHAM & CHAIN, 1988). Nos anos subsequentes, 0
desenvolvimento de novas classes de antimicrobianos foi seguido pelo desenvolvimento de
resisténcia para estes compostos entre as diferentes espécies de bactérias (TENOVER, 2006).
O uso constante de farmacos antimicrobianos é aceito como o principal fator de risco para a
resisténcia bacteriana (VAN DEN BOGAARD & STOBBERINGH, 2000; PHILLIPS et al.,
2004). O emprego continuo e inadequado destes agentes criticamente importantes na
medicina humana tem sido relatado na pecuaria ao longo dos anos (GRAVE & WEGENER,
2006).

A mastite bovina é a causa mais comum para 0 uso de antimicrobianos em rebanhos
leiteiros (ERSKINE et al., 2004), chegando a representar mais de 40% do total do consumo
nas exploracBes pecuérias (KORB et al., 2011). Diversos estudos sobre suscetibilidade a
antimicrobianos de patégenos de mastite bovina demonstraram elevados percentuais de
resisténcia, principalmente para Staphylococcus spp. (BRITO et al., 2001; MATEU &
MARTIN, 2001; OLIVEIRA et al., 2002; MACHADO et al., 2008).

Os antimicrobianos utilizados em animais pertencem essencialmente as mesmas
classes de antimicrobianos utilizados na medicina humana (ARIAS & CARRILHO, 2012),
constituindo assim, um sério problema do ponto de vista clinico e de salde publica. A
liberacdo de residuos antimicrobianos no meio ambiente devido ao uso, por vezes

indiscriminado, destes farmacos no tratamento de animais, pode contribuir para mudancas de
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populacdes locais de micro-organismos, além de favorecer o desenvolvimento de resisténcia
entre patogenos, incluindo espécies de importancia em medicina humana (AARESTRUP &
SCHWARZ, 2006; MARTINEZ, 2009).

As bactérias sdo capazes de suplantar os efeitos de agentes antimicrobianos por meio
de uma grande variedade de mecanismos. De maneira geral, as estratégias de resisténcia aos
agentes antimicrobianos baseiam-se em modifica¢fes ou substituicdes do sitio alvo da droga,
inativacdo enzimatica do farmaco, efluxo da droga e reducao da assimilacdo. Ocasionalmente,
a resisténcia pode manifestar-se através de varios mecanismos, como € o caso da resisténcia a
tetraciclina. Em termos gerais, a resisténcia é classificada como intrinseca ou adquirida
(WRIGHT, 2005; AARESTRUP & SCHWARZ, 2006; TENOVER, 2006; QUINN et al.,
2011).

A primeira esta relacionada a caracteristicas estruturais ou funcionais das celulas
bacterianas, as quais conferem tolerdncia a um farmaco especifico ou classe de
antimicrobianos (GUARDABASSI & COURVALIN, 2006). A mesma é uma propriedade
espécie ou género-especifica e resulta de processos adaptativos geralmente relacionados a
multiplicacdo bacteriana necessarios para a maioria das acdes antimicrobianas das drogas
(WRIGHT, 2005; BECERRA et al., 2009). Complexidade da parede celular ou mecanismos
de extrusdo do farmaco e producdo de enzimas gque inativam as droga sdo exemplos destes
mecanismos de resisténcia bacteriana (GUARDABASSI & COURVALIN, 2006; MOTA et
al., 2005).

Enquanto isso, a resisténcia adquirida decorre de alteragdes no genoma bacteriano, as
quais podem ocorrer por mutacdo esponténea (resisténcia endogena) ou transferéncia
horizontal de genes que codificam algum determinante de resisténcia (resisténcia exdgena).
Esta representa uma grande ameaca para a saude animal e humana, pois provoca o surgimento
e a propagacao de genes de resisténcia em populacdes de bactérias normalmente suscetiveis.
Ao contrario da anterior, a resisténcia adquirida normalmente esta associada a apenas algumas
cepas de uma populagdo bacteriana (BERGER-BACHI & McCALLUM, 2006;
GUARDABASSI & COURVALIN, 2006; QUINN et al., 2011). A disseminagéo de genes de
resisténcia de bactérias resistentes para cepas sensiveis pode ocorrer por conjugacdo por meio
de plasmideos, por transducdo mediada por bacteriofagos ou ainda, por transformacéo
(BERGER-BACHI & McCALLUM, 2006; QUINN et al., 2011). Uma vez que, distintos
genes de resisténcia sdo frequentemente agrupados, a transferéncia horizontal de um Unico
elemento genético pode resultar em aquisicao de multiplos genes de resisténcia pelas bactérias
receptoras (TAVARES, 2000; GUARDABASSI et al., 2010).
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Acredita-se que concentrac¢fes subinibitdrias de penicilina, por exemplo, estimulam a
transferéncia de DNA plasmidial entre espécies (BERGER-BACHI & McCALLUM, 2006).
Independente do antimicrobiano ou do mecanismo de resisténcia, a exposi¢do de bactérias a
estes agentes resulta na selecdo de gendtipos resistentes, permitindo sua predominéncia na
populagéo bacteriana (WRIGHT, 2005).

O uso prudente dos antimicrobianos € um componente critico na terapia humana e
animal frente as infec¢bes por micro-organismos. Neste sentido, o teste de suscetibilidade in
vitro aos agentes antimicrobianos é uma ferramenta no controle de infeccfes e na tentativa de
prevenir o desenvolvimento de resisténcia dos micro-organismos, especialmente das bactérias.
Assim sendo, esta deve ser uma condicdo prévia para 0 tratamento de mastite
(GUARDABASSI et al., 2010). O teste baseado no método de difusdo em disco de Kirby
Bauer é habitualmente utilizado na préatica veterindria devido a simplicidade e rapidez
(NCCLS, 1997). Além do conhecimento do perfil de suscetibilidade de patdgenos para a
selecdo da terapia mais adequada, o0 monitoramento de padrGes de resisténcia aos
antimicrobianos é fortemente desejavel, a fim de se avaliar 0 comportamento dos agentes
frente aos farmacos mais utilizados bem como para a construcdo de estratégias de tratamento

efetivas.
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Records of in vitro susceptibility tests conducted in the period from 1992 to 2011 were
reviewed retrospectively in order to evaluate the antimicrobial resistance of Staphylococcus
spp. isolated from milk samples of cows with mastitis, as well as to check the dynamic
profiles of possible changes in resistance during two decades. The results of 2,430 isolates
tested by disk diffusion technique to oxacillin, penicillin, ampicillin, cephalexin, norfloxacin,
tetracycline, sulfazotrim, gentamicin, and neomycin were analyzed. Comparisons were
performed between the percentages of resistance to antimicrobials and their classes and also
between to the decades studied using the Kruskal-Wallis and Bonferroni tests. Additionally, it
was also evaluated possible tendency or changes in the behavior of these pathogens against
the major drugs used in the treatment of the disease in these two decades by regression
analysis. The highest rates of resistance (P<0.0001) were observed for the betalactams
(34.3%), with exception of cephalexin (6.9%), and for the tetracyclines (28%). Similar
resistance rates (7.6% to 15.7%) were observed for the remaining drugs. Regression analysis
showed a reduction in resistance to penicillin and ampicillin throughout the period, whilst for
oxacillin and neomycin it was observed a decrease of the resistance during the first decade,
followed by an increase. A tendency to decreased resistance was observed in relation to
sulfazotrim, whereas for the other antimicrobials no tendency was highlighted. The results
indicated no tendency of increasing resistance of Staphylococcus spp. isolates from bovine
mastitis for the most antimicrobials tested, reinforcing the importance of monitoring the
resistance patterns of these pathogens, in order to preserve these drugs as a therapeutic
reserve.
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RESUMO - Os registros de resultados de testes de suscetibilidade in vitro realizados no
periodo de 1992 a 2011 foram revisados, retrospectivamente, a fim de avaliar a resisténcia
antimicrobiana de isolados de Staphylococcus spp. oriundos de amostras de leite de vacas
com mastite; bem como verificar a dindmica de possiveis mudancas dos perfis de resisténcia
ao longo do tempo. Os resultados de 2.430 isolados testados pela técnica de difusdo em disco
para oxacilina, penicilina, ampicilina, cefalexina, norfloxacina, tetraciclina, sulfazotrim,
gentamicina e neomicina foram analisados. ComparacGes entre as médias de resisténcia para
0s antimicrobianos e suas respectivas classes e em relacdo ao periodo analisado foram
estabelecidas por meio dos testes de Kruskal-Wallis e de Bonferroni. O comportamento da
resisténcia para cada antimicrobiano foi avaliado por meio de analise de regressdo. As
maiores taxas de resisténcia (P<0,0001) foram observadas para os betalactamicos (34,3%),
com excecdo da cefalexina (6,9%), e tetraciclina (28%). Frente aos demais farmacos, 0s
isolados apresentaram médias de resisténcia semelhantes entre si (de 7,6% a 15,7%). A
analise de regressdo demonstrou reducdo da resisténcia para penicilina e ampicilina ao longo
do periodo. Para a oxacilina e a neomicina houve um decréscimo da resisténcia dos micro-
organismos testados durante a primeira década; entretanto, houve um aumento no segundo
periodo. Em relacdo ao sulfazotrim, foi verificada uma tendéncia & diminuicéo da resisténcia
dos isolados ao passo que, para os demais antimicrobianos, nenhum comportamento foi
destacado. Os resultados nédo indicaram tendéncia de aumento da resisténcia dos isolados de
Staphylococcus spp. oriundos de casos de mastite bovina para a maioria dos antimicrobianos
testados, reforgcando a importancia do monitoramento dos padrdes de resisténcia destes
patdgenos, a fim de que estes farmacos sejam preservados garantindo uma reserva terapéutica.

TERMOS DE INDEXACAO: vacas, leite, Staphylococcus spp., suscetibilidade in vitro,
sanidade

INTRODUCAO

A mastite é a principal doenca infecto-contagiosa em rebanhos leiteiros (Carvalho et
al. 2007, Getahum et al. 2008), sendo responsavel por grandes perdas econémicas na industria
deste setor, além de representar a maior causa da utilizacdo de antimicrobianos de uso
veterinario em todo o mundo (Saran & Chaffer 2000). A enfermidade caracteriza-se como um
processo inflamatorio da glandula mamaria, geralmente de caréater infeccioso (Ribeiro et al.
2003), sendo mais comumente identificada durante o periodo de lactagdo, nas formas clinica
ou subclinica (Barlow 2011, Oliver et al. 2011). Esta ultima destaca-se pela elevada
ocorréncia, de forma silenciosa, em rebanhos (Santos & Fonseca 2007).

Infecgdes intramamarias de origem bacteriana representam a principal causa de
mastite bovina. Entre os agentes etioldgicos, bactérias do género Staphylococcus sdo citadas
como 0S micro-organismos mais prevalentes em mastite subclinica (Langoni et al. 1998, S&
et al. 2004, Martins et al. 2006, Bandeira et al. 2013), sendo Staphylococcus aureus a espéecie

mais patogénica (Carvalho et al. 2007). A capacidade de invasdo do tecido mamario e a
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formacdo de tecido fibroso no foco da infeccdo conferem as infecgBes por S. aureus a
caracteristica de longa duracdo, com tendéncia a cronificacdo e baixa taxa de cura (Fonseca &
Santos 2000).

Fatores de viruléncia como a producdo de diversas toxinas superantigénicas,
contribuem para a persisténcia de S. aureus no tecido mamario e para a patogenicidade da
mastite (Omoe et al. 2002, Gyles et al. 2010). Além disso, infec¢bes por S. aureus
representam potencial risco a salde publica devido a estabilidade de algumas toxinas aos
tratamentos térmicos aplicados ao leite (Drescher et al. 2010, Vicosa et al. 2010). As espécies
de Staphylococcus coagulase negativo (SCN) tém recebido atengdo como agentes emergentes
de mastite subclinica e, assim como S. aureus, sdo referidas por apresentarem resisténcia a
multiplos antimicrobianos comumente utilizados no tratamento da enfermidade (Kumar et al.
2009, Taponen & Pyorala 2009, Weese & Duijkeren 2010).

A emergéncia de resisténcia antimicrobiana entre patdgenos de impacto na salde
animal é motivo de preocupacdo tanto na medicina veterinaria como humana, especialmente
devido a transferéncia de determinantes de resisténcia entre 0os micro-organismos (Erskine et
al. 2002, Carvalho et al. 2007). A pressdo seletiva imposta pelo uso constante de
antimicrobianos e a presenca de genes de resisténcia sdo os principais fatores determinantes
deste fendmeno (van den Bogaard & Stobberingh 2000, Witte 2000, Phillips et al. 2004).

A determinacéo da suscetibilidade antimicrobiana in vitro pode direcionar a escolha da
terapia mais adequada para cada caso, aumentando dessa forma, as chances de sucesso do
tratamento (Moroni et al. 2006). Testes de suscetibilidade também tém sido Uteis para o
monitoramento da resisténcia a antimicrobianos ao longo do tempo (Erskine et al. 2002,
Makovec & Ruegg, 2003, Lollai et al. 2008). Estudos a partir de patdgenos isolados de leite
de vacas com mastite, no Brasil, ttm demonstrado diferentes perfis de suscetibilidade aos
antimicrobianos disponiveis (Brito et al. 2001, Freitas et al. 2005, Medeiros et al. 2009).
Entretanto, no pais, hd uma caréncia de trabalhos demonstrando a dindmica, a longo prazo,
dos perfis de resisténcia antimicrobiana destes patdgenos em relacdo aos antimicrobianos
comumente empregados na rotina clinica. O objetivo deste estudo retrospectivo foi verificar o
perfil de resisténcia antimicrobiana de isolados de Staphylococcus spp. oriundos de amostras
de leite de vacas com mastite no periodo de 20 anos (1992-2011), além de observar o
comportamento destes patogenos frente aos principais antimicrobianos utilizados no

tratamento de mastite bovina durante esse periodo.
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MATERIAL E METODOS

Os resultados de testes de suscetibilidade aos antimicrobianos de 2.430 isolados
de Staphylococcus spp. foram revisados e analisados. Os dados foram coletados a partir de
registros de amostras de leite bovino suspeitas de mastite, submetidas a rotina diagndstica de
analise microbioldgica e teste de suscetibilidade aos antimicrobianos do Laboratorio de
Bacteriologia da Universidade Federal de Santa Maria-RS realizados durante o periodo de
1992 a 2011.

Resumidamente, o diagndstico de mastite consistiu no isolamento do agente pela
semeadura das amostras de leite em base de 4gar sangue (Himedia Laboratories®) enriquecido
com 5% de sangue ovino desfibrinado e incubados em aerobiose a 37 °C por 48 h. A partir do
crescimento bacteriano, a identificacdo dos isolados foi procedida por meio de analise
morfotintorial, provas de catalase, coagulase, ONPG (o-nitrofenil-R-D-galactopiranosideo) e
fermentacdo de carboidratos (glicose, manitol e maltose), conforme Quinn et al. (1994).
Como na maioria dos casos nado foi realizada a identificacdo das espécies de Staphylococcus
isoladas, os resultados foram unificados pelo género.

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana in vitro foram realizados utilizando o
método de difusdo em disco de Kirby Bauer modificado (Bauer et al. 1966; NCCLS 2004).
Foram testados os seguintes antimicrobianos pertencentes as classes: 1) betalactamicos -
oxacilina (1 pg), penicilina (10 UIl), ampicilina (10 pg) e cefalexina (30 pg); 2)
fluoroquinolonas - norfloxacina (10 pug); 3) tetraciclinas - tetraciclina (30 pg); 4)
sulfonamidas - sulfazotrim (25 ug) e 5) aminoglicosideos - gentamicina (10 pg) e neomicina
(30 pg). Os resultados foram interpretados de acordo com o padréo estabelecido pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) vigente no ano analisado.
Os isolados foram classificados como sensiveis, intermedidrios ou resistentes aos
antimicrobianos. Para efeitos de contagem os resultados intermediarios foram considerados
como resistentes. Como controle de qualidade dos testes de suscetibilidade amostras padrédo
da American Type Culture Collection (ATCC) foram utilizadas: S. aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Durante o
periodo de estudo, o nimero de isolados testados variou em relacdo aos antimicrobianos em
um mesmo ano devido a eventuais indisponibilidades de determinados discos para a
realizacéo dos testes in vitro.

A resisténcia dos isolados de Staphylococcus spp. para cada antimicrobiano foi

avaliada a partir do percentual de isolados resistentes em relagdo ao nimero de amostras
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testadas em cada ano e, também, comparada segundo as classes dos antimicrobianos e
décadas analisadas. As comparagdes foram feitas pelo teste de Kruskal-Wallis. Quando
identificadas diferencas entre classes ou antimicrobianos, aplicou-se o teste de Bonferroni
para a comparacdo das médias. As andlises foram realizadas com auxilio do programa
estatistico SAS (2001).

Para avaliar o comportamento dos isolados frente aos antimicrobianos e suas
respectivas classes, no decorrer do periodo estudado, foi realizada analise de regressao, com
os dados transformados para raiz quadrada do arco do seno, para a qual a escolha dos modelos
baseou-se na significancia dos coeficientes linear, quadratico e cubico, utilizando-se o teste
“t” de Student, com 5% de probabilidade (SAS 2001).

RESULTADOS

Os resultados dos testes de suscetibilidade in vitro revisados demonstraram que 729
(30%) dos isolados de Staphylococcus spp. foram sensiveis a todos antimicrobianos testados.
O perfil de resisténcia dos isolados frente aos diferentes antimicrobianos avaliados neste
estudo pode ser visualizado no Quadro 1.

Pode-se observar uma reducdo do percentual de resisténcia dos isolados da primeira
década do periodo estudado (29,2%) em relagdo a segunda (17,1%) (P<0,0004).

Entre as classes de antimicrobianos testados, verificou-se maior resisténcia (P<0,0001)
ao grupo dos betalactamicos (34,3%) e a tetraciclina (28%), ndo diferindo estatisticamente
entre ambos. Frente as demais classes, da mesma forma, foram observadas meédias de
resisténcia semelhantes entre si (de 8,5% a 11,6%). Avaliando-se cada classe, constatou-se
diferenga nos perfis de resisténcia dos isolados entre os antimicrobianos testados (P<0,0001).
As maiores taxas de resisténcia durante o periodo foram observadas em relacdo a familia das
penicilinas, evidenciando que 46,2% dos isolados foram resistentes a penicilina, 43,9% a
ampicilina e 34,7% a oxacilina. Ao analisar o perfil de resisténcia dos isolados frente a
cefalexina, verificou-se que 6,9% dos isolados mostraram-se resistentes, diferindo dos demais
antimicrobianos da classe dos betalactamicos (P<0,0001). Quanto a norfloxacina, observou-se
que 8,5% dos isolados foram resistentes, semelhante ao encontrado em relagdo ao sulfazotrim
(9,1%). Ja no grupo dos aminoglicosideos, a maior taxa de resisténcia dos Staphylococcus
spp. foi demonstrada em relacdo a neomicina (15,7%); enquanto que 7,6% dos isolados foram

resistentes a gentamicina.
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A dindmica do comportamento da resisténcia dos isolados para cada antimicrobiano
em relacdo ao periodo avaliado pode ser visualizada na Figura 1. A probabilidade e os
coeficientes de determinacdo dos efeitos linear, quadratico e cubico encontrados para
avaliacdo da dindmica de resisténcia de Staphylococcus spp. frente aos antimicrobianos em
funcdo do periodo analisado estdo apresentados no Quadro 2.

No decorrer dos 20 anos observou-se uma reducao da resisténcia dos Staphylococcus
spp. em relacdo a penicilina e a ampicilina. Entretanto, frente a oxacilina pode-se constatar
um decréscimo da resisténcia durante a primeira década seguido de um aumento no segundo
periodo (Fig.1A). Em relagdo a cefalexina (Fig.1A), norfloxacina (Fig.1B) e tetraciclina
(Fig.1C) néo foi possivel observar qualquer padréo de evolugdo da resisténcia dos isolados ao
longo do tempo. Contudo, para o antimicrobiano sulfazotrim verificou-se uma tendéncia a
diminuicdo da resisténcia dos isolados no periodo avaliado (Fig.1D). Em relacdo a classe dos
aminoglicosideos, a anélise de regressdo demonstrou um declinio da resisténcia dos
Staphylococcus spp. a neomicina no decorrer da primeira década, seguido de um aumento de
resisténcia nos anos seguintes. Para gentamicina, no entanto, ndo foi possivel observar

qualquer tendéncia (Fig.1E).

DISCUSSAO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tem sido tema de diversos estudos, sendo
considerada atualmente, o principal risco global para saude (Spellberg et al. 2013). Neste
sentido, o conhecimento da dindmica da resisténcia de micro-organismos frente aos
antimicrobianos, alem de auxiliar no direcionamento do emprego de farmacos mais eficazes
para debelar o agente etiologico em casos de infeccdes (Guardabassi et al 2010), também gera
dados que possibilitam buscar intervengdes na tentativa de retardar o surgimento e/ou a
propagacao da resisténcia em populagdes.

A maior resisténcia dos isolados as penicilinas, observada no presente estudo era
esperada e estd de acordo com diversos autores (Cunha et al. 2006, Machado et al. 2008,
Medeiros et al. 2009), uma vez que 0s betalactdmicos sdo amplamente empregados na
terapéutica de mastite, bem como de outras doengas infecciosas em bovinos (Zafalon et al.
2008, Medeiros et al. 2009). A menor resisténcia dos isolados de Staphylococcus spp. frente
ao betalactdmico cefalexina pode ser atribuida ao seu uso em medicina veterinaria
relativamente recente e ao fato das cefalosporinas serem estaveis as p-lactamases (Spinosa et

al. 2002) Além disso, existe uma menor disponibilidade de formulagdes medicamentosas
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de uso veterinario contendo este farmaco (SINDAN 2013), aliado ao alto custo destes
produtos.

Embora a resisténcia de Staphylococcus spp. a classe dos betalactdmicos esteja bem
documentada (Brito et al. 2001, Machado et al. 2008, Sahebekhtiari et al. 2011), a regressédo
dos percentuais de isolados resistentes a penicilina e ampicilina ao longo dos 20 anos
demonstrada no presente estudo confirma uma tendéncia observada em estudos anteriores.
Erskine et al. (2002) e Makovec & Ruegg (2003) constataram resisténcia decrescente em
bactérias Gram-positivas isoladas de vacas com mastite em relacdo aos betalactamicos.
Aarestrup & Schawarz (2006) verificaram alteragdes nos protocolos terapéuticos ao longo dos
anos, com a maior disponibilidade de agentes antimicrobianos de diversas classes para uso
veterinario, possivelmente, diminuindo o uso dos betalactdmicos. Isto poderia explicar, pelo
menos em parte, a diminuigdo da resisténcia de S.aureus, observada em relacdo a penicilina
em paises com historico de elevados indices de resisténcia.

A preservacdo da suscetibilidade a essas drogas é de fundamental importancia, ja que
as formulacBes disponiveis para tratamento de mastite no periodo seco sdo constituidas
predominantemente por betalactamicos e aminoglicosideos (SINDAN 2013). Em rebanhos
onde a mastite contagiosa € bem controlada e onde ha maior probabilidade de desenvolver
mastites ambientais € importante que estes farmacos mantenham eficacia sobre os agentes
causadores desta forma de mastite. Santos & Fonseca (2007) estimaram que a taxa de novas
infeccBes intramamarias, causadas por coliformes seja cerca de quatro vezes superior durante
0 periodo seco em comparacao com a fase de lactacao.

Freitas et al. (2005) constataram um alto nivel de resisténcia de Staphylococcus spp. a
gentamicina, atribuindo este fato ao uso indiscriminado da droga. No entanto, no presente
estudo, a média de resisténcia foi relativamente baixa, corroborando com relatos de outras
regidbes do Brasil em que isolados de casos de mastite apresentaram altos indices de
sensibilidade a este antimicrobiano (Brito et al. 2001, Medeiros et al. 2009). Dentre os
aminoglicosideos, a maior ocorréncia de isolados resistentes foi verificada frente a neomicina,
desde os primeiros anos do periodo avaliado, provavelmente sugerindo um maior emprego
desse agente antimicrobiano na espécie bovina.

A andlise de regressdo ndo demonstrou tendéncia em relagéo a dindmica da resisténcia
dos isolados frente a tetraciclina. O fato deste fA&rmaco responder por uma das menores taxas
de sensibilidade verificadas no presente estudo reflete uma pressédo seletiva para micro-
organismos resistentes em rebanhos. Tetraciclinas, de maneira geral, possuem amplo espectro

de acdo, sendo largamente utilizadas em medicina veterinaria desde a década de 50 nédo s na
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terapia de mastites, mas também para tratar doencas respiratorias e outras enfermidades
bovinas (Schwarz et al. 2006, Medeiros et al. 2009). Além disso, as formulacBes com estas
drogas sdo relativamente baratas e de baixa toxicidade, o que favorece seu emprego na terapia
das infecgdes (Shlaes 2006). Entretanto, seu uso deve ser cauteloso, uma vez que a resisténcia
a essa droga é mediada principalmente por plasmideos (Pereira et al. 2004), sendo facilmente
disseminada, inclusive para diferentes géneros bacterianos (Spinosa et al. 2002).

A tendéncia a diminuicdo da resisténcia de Staphylococcus spp. em relacdo ao
sulfazotrim havia sido sugerida por Makovec & Ruegg (2003), os quais verificaram
significativa reducdo do percentual de Staphylococcus spp. resistentes tanto para a classe das
sulfonamidas como em associa¢do com trimetoprim.

O indice de resisténcia encontrado para a oxacilina reforcado pela evolucdo da
resisténcia entre os isolados na ultima década do estudo deve ser motivo de atencdo, uma vez
que este antimicrobiano também é um marcador da resisténcia de S. aureus a meticilina
(MRSA) (NCCLS 2004). MRSA é uma importante causa de infec¢cGes em humanos e destaca-
se pela sua multirresisténcia aos diferentes antimicrobianos (Enright et al. 2002). A
transmissdo de MRSA a partir de bovinos, apesar de pouco provavel, tem sido sugerida (Lee
2003, Juha’sz-Kaszanyitzky et al. 2007), reforcando seu potencial risco a satde publica.

Embora os testes de sensibilidade in vitro tenham sido solicitados em razdo da
ocorréncia de mastite, ndo foi possivel determinar a forma de apresentacdo da enfermidade
para a maioria das amostras, tampouco o histérico de tratamentos com o uso de
antimicrobianos nos animais. Entretanto, a oscilacdo dos perfis de resisténcia observados,
sugere a ocorréncia de diferentes graus de pressdo de selecdo entre os antimicrobianos ao
longo dos anos, sobre linhagens de Staphylococcus spp., oriundos de populagdes
heterogéneas.

A reducéo da resisténcia é um fendmeno de ocorréncia em alguns micro-organismos e
deve-se a substituicdo de cepas resistentes por cepas sensiveis, quando a pressao de selecdo
em determinada populacdo é removida (Phillips et al. 2004). Erskine et al. (2002) atribuiram a
conservacdo da suscetibilidade de patdgenos isolados de casos de mastite a uma maior
prudéncia na utilizacdo de antimicrobianos em exploracdes leiteiras. No entanto, Duarte & Sa
(2011) conferiram o aumento da sensibilidade antimicrobiana de S. aureus isolados de
humanos a melhoria da constituicdo bioquimica dos farmacos.

A profissionalizacdo da producédo leiteira no decorrer dos 20 anos avaliados, assim
como a implantacdo de medidas que regulamentam o controle e a vigilancia de residuos de

medicamentos veterinarios em produtos de origem animal (Brasil 1999, 2003) podem ter
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contribuido para a reducdo do percentual de resisténcia observada da primeira década deste
periodo em relacdo a segunda. Programas de controle de mastite bovina como o tratamento de
casos de mastite subclinica apenas no periodo seco, e a terapia seletiva de vacas secas,
estratégia que restringe o tratamento as vacas infectadas ou ainda, aos quartos infectados tém
sido métodos cada vez mais atraentes para diminuir a rotina de tratamentos antimicrobianos
na atividade leiteira. A ado¢do desta medida auxilia na reducdo da probabilidade de selecdo de
cepas resistentes entre populacfes bacterianas (Santos & Fonseca 2007, Guardabassi et al.
2010, Oliver & Murinda 2012).

O estabelecimento de comparaces com padrdes de resisténcia de estudos anteriores
deve ser cauteloso, devido as diferencas regionais entre populacfes de patdgenos e critérios
de amostragem, além de diferencas entre protocolos laboratoriais e diretrizes de interpretacédo
(Aarestrup & Schwarz 2006). No entanto, assim como observado em avaliaces de larga
escala, sobre a evolucdo da resisténcia antimicrobiana de agentes causadores de mastite em
outros paises (Erskine et al. 2002, Makovec & Ruegg 2003, Lollai et al. 2008), os resultados
demonstrados no presente estudo sugerem que antimicrobianos comumente utilizados ha

décadas em medicina veterindria, ainda podem ser eficientes no tratamento de mastite.

CONCLUSAO

Os resultados ndo indicaram tendéncia de aumento da resisténcia de isolados de
Staphylococcus spp. oriundos de casos de mastite bovina para a maioria dos antimicrobianos
testados, exceto para oxacilina e neomicina. A resisténcia antimicrobiana representa um dos
principais entraves no controle da mastite sugerindo que os perfis de resisténcia dos
antimicrobianos empregados na terapia de vacas leiteiras sejam constantemente monitorados,
a fim de que seja preservada a eficAcia dos farmacos, além de garantir uma reserva

terapéutica.
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QUADRO 1. Perfil de resisténcia antimicrobiana de isolados de Staphylococcus spp. oriundos de amostras
de leite bovino (1992-2011)".

Ano OXA PEN AMP CEF NOR TET SUT GEN NEO
Antimicrobiano
6/6 6/6 43/47 17/45 5/45 3/47 2/5
1992 100% 100% 91,5% NT NT 37,8% 11,1% 6,4% 40%
58/62 40/63 49/61 8/30 12/84 3/63 11/58
1993 93,5% 63,5% 80,3% NT NT 26,7% 14,3% 4, 7% 19%
51/82 61/83 58/83 23/83 6/81 23/82
1994 62,2% 73,5% 69,9% NT NT NT 27,7% 7,4% 28%
1995 76/117 67/127 58/135 NT 7147 11/28 14/131 7/135 15/129
64,9% 52,7% 42,9% 14,9% 39,3% 10,7% 5,2% 11,6%
1996 104/176 81/171 97/180 NT 15/161 27/73 30/169 9/180 29/173
59,1% 47,4% 53,9% 9,3% 37% 17,7% 5% 16,7%
1997 91/192 75/164 84/182 5/99 8/194 53/192 7/193 17/197 14/188
47,4% 45,7% 46,1% 5% 4,1% 27,6% 3,6% 8,6% 7.4%
1998 78/389 252/419 261/463 70/423 41/463 146/469 44/415 36/387 86/453
20% 60,1% 56,4% 16,5% 8,8% 31,1% 10,6% 9,3% 19%
1999 42/368 180/364 179/365 18/360 23/359 76/361 12/357 14/372 23/367
11,4% 49,4% 49% 5% 6,4% 21% 3,4% 3,7% 6,3%
2000 36/220 117/222 104/207 11/163 26/208 60/221 21/218 21/154 33/221
16,4% 52,7% 50,2% 6,7% 12,5% 27,1% 9,6% 13,6% 14,9%
2001 13/105 41/107 39/107 5/107 7/107 25/107 4/107 3/107 7/106
12,4% 38,3% 36,4% 4,7% 6,5% 23,4% 3,7% 2,8% 6,6%
2002 22/73 22/73 22/73 2/73 1/73 13/73 8/73 8/73 20/73
30,1% 30,1% 30,1% 2,7% 1,4% 17,9% 11% 11% 27,4%
2003 11/61 19/61 15/61 1/61 5/61 13/61 13/61 4/61 11/61
18% 31,1% 24,6% 1,6% 8,2% 21,3% 4,9% 6,6% 18%
2004 4/43 14/43 11/43 1/43 1/43 9/43 2/43 2/43 3/43
9,3% 32,6% 25,6% 2,3% 2,3% 20,9% 4,6% 4,6% 7%
2005 10/43 17/43 14/43 3/43 6/43 14/43 1/43 2/43 6/43
23,2% 39,5% 32,6% 7% 13,9% 32,6% 2,3% 4,6% 13,9%
2006 5/54 12/54 10/54 1/54 0/54 14/54 2/54 2/54 1/54
9,3% 22,2% 18,5% 1,8% 0% 25,9% 3,7% 3,7% 1,8%
2007 12/49 15/49 9/49 2/49 2/49 7149 6/49 3/49 3/49
24,5% 30,6% 18,4% 4,1% 4,1% 14,3% 12,2% 6,1% 6,1%
2008 14/50 14/50 18/50 7/50 10/50 22/50 5/50 7/50 6/50
28% 28% 36% 14% 20% 44% 10% 14% 12%
2009 9/32 22/69 18/67 4/69 12/68 17/68 1/69 1/69 3/69
28,1% 31,9% 26,9% 5,8% 17,6% 25% 1,4% 1,4% 4,3%
2010 5/26 12/20 12/27 3/35 4/48 12/39 4/39 5/35 7133
19,2% 60% 44,4% 8,6% 8,3% 30,8% 10,3% 14,3% 21,2%
2011 5/30 11/31 14/31 0/31 2/31 9/31 3/31 6/31 10/31
16,7% 35,5% 45,2% 0,% 6,4% 29% 9,7% 19,3% 32,3%

1 = nlmero de isolados resistentes (zona de inibicdo inferior aos padrées de NCCLS); OXA= oxacilina; PEN=
penicilina; AMP= ampicilina; CEF= cefalexina; NOR= norfloxacina; TET= tetraciclina; SUT= sulfazotrim; GEN=
gentamicina; NEO=neomicina; NT= ndo testado.



40

Quadro 2. Resisténcia dos antimicrobianos modelada para os anos de 1992 a 2011 (coeficiente de determinacéo
(%) e probabilidade dos efeitos linear, quadratico e cibico)

Antimicrobiano L Q C
Oxacilina R* 50,84 82,72 83,76
P 0,0004 <0,0001 0,3247
Penicilina R? 50,38 7257 7378
P 0,0005 0,0017 0,4044
Ampicilina R? 53,65 77,55 80,96
P 0,0002 0,0005 0,1098
Cefalexina R? 19,93 35,89 43,77
P 0,0830 0,0953 0,2190
Norfloxacina R’ 0,01 14,63 14,63
P 0,9685 0,1438 0,9948
Tetraciclina R® 5,563 25,63 28,56
P 0,3325 0,0540 0,4456
Sulfazotrim R? 18,80 33,06 35,10
P 0,0561 0,0741 0,4886
Gentamicina R® 5,54 9,82 21,51
P 0,3180 0,3815 0,1422
Neomicina R? 9,53 30,43 30,71
P 0,1854 0,0372 0,8024

L= linear; Q= quadratico; C= cubico; R*= coeficiente de determinacéo; P= probabilidade.
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Fig.1 Evolucdo da resisténcia de Staphylococcus spp. isolados de leite bovino frente aos antimicrobianos testados no
periodo de 1992 a 2011. (A) Betalactamicos (oxacilina — regressdo quadratica; penicilina e ampicilina — regressao
linear; cefalexina — sem regressdo). (B) Norfloxacina — sem regressdo. (C) Tetraciclina — sem regressdo. (D)
Sulfazotrim- tendéncia de regressdo linear (E) Aminoglicosideos (neomicina — regressdo quadréatica; gentamicina — sem

regressao).




4. CONSIDERACOES FINAIS

Programas de monitoramento da ocorréncia de resisténcia de patdgenos causadores de
mastite & agentes antimicrobianos sdo fortemente desejaveis e devem ser continuos para que
possiveis tendéncias subsequentes sejam identificadas. O acompanhamento individual de
rebanhos em relacdo as mudancas no perfil de suscetibilidade antimicrobiana, considerando
espécies bacterianas e o0 histérico de exposicdo a antimicrobianos das populacdes,
identificando diferencas de pressao de sele¢do possibilitaria uma visualizagdo mais acurada da
evolucdo da resisténcia desses agentes frente as drogas antimicrobianas mais utilizadas.

Destaca-se a necessidade de implantacdo de diretrizes compulsérias quanto ao uso
prudente de antimicrobianos na medicina veterinaria, amparadas pela legislacdo nacional, a
fim de se reduzir a utilizacdo dos mesmos e prolongar a eficacia terapéutica dos farmacos
disponiveis.

O Programa de Residéncia em Area Profissional da Salde em Medicina
Veterinaria, subarea de Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM) possibilitou um aprofundamento da formagdo académica, a partir do
conhecimento e treinamento nos servicos prestados pelos laboratérios vinculados ao
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da UFSM. As vivéncias proporcionadas
pela interface com a area da salde, a partir de uma concepcdo ampliada de saude humana
e animal vivenciadas na comunidade local, contribuem para a capacitacdo e consolidacdo de

Médicos Veterinarios como profissionais da area da saude.
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