SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE ESTAFILOCOCOS,
ISOLADOS DE MASTITE BOVINA NA ZONA DA MATA
' DE MINAS GERAIS!

LAERTE FERREIRO? e MAURO TEIXEIRA DE MELO®

RESUMO - Foram realizados 354 antibiogramas com 300 estirpes de Stephylococcus eureus e 54 de
S. epidermidis, através do método de difusdo. Das 300 estirpes de S. aureus, 165 {55%) eram total-
mente susceptiveis aos onze agentes antimicrobianos testados; 67 (22,3%) resistentes 4 penicilina G
(PEN); cinco (1,7%) 4 tetraciclina (TET); quatro (1,3%) ao cloranfenicol (CLR); duas (0,6%) & estrep-
tomicina (STR) e duas (0,6%) & lincomicina (LIN) in vitro. Resisténcia maltipla foi constatada em
14,9% das amostras, sendo mais comuns as combinagSes envolvendo PEN: STR: TET. CLR. De acordo
com a fonte de infecgZo estafilocdcica, 259 (86,3%) eram amostras de origem bovina, 29 (9,7%) de
origem humana ¢ 12 (4%) de origem caning, sendo as estirpes bovinas bem mais, resistentes, exceto
para novobiocina, cloxacilina e rifamicina. Em relagio s 54 estirpes de 8. epidermidis, 28 (51,8%)
apresentaram susceptibilidade total e 16 (29,6%), resisténcia multipla, especlalmente combinagSes
de PEN: STR.TET.CLR e sulfisoxazole (SUL). Todas as 354 estirpes testadas foram susceptiveis 3
rifampicina.

Termos para indexagdo: susceptibilidade antimicrobiana, mastite bovina, Staphylococcus aureus,
3. epidermidis. :

ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF STAPHYLOCOCC! ISOLATED FROM BOVINE
MASTITIS AT “ZONA DA MATA" - MG, BRAZIL

ABSTRACT - Three hundred and fifty-four antibiograms were performed with 300 strains of Staphy-
lococcus sureus and B4 of S, epldermidis using the diffusion method. Among the 5. aureus, 165
(55%) were completely susceptible to the eleven antimicrobial agents tested;"67 (22,3%) resistants to
penicillin G (PEN), 5 (1,7%) to tetracycline (TET}, 4 {1,3%) to chloramphenicol (CLR), 2 (0,6%)
to streptomycin and 2 (0,6%) to lincomycein in vitro. Multiple resistance was found in about 15% of
the isalates, being most common the combinations involving PEN : STR : TET and CLR. According
to the source of staphylococcal infection, 2569 {86,3%) waere strains of bovine origin, 29 {9,7%) human
and 12:{4%) canine, being the bovine ones much mare resistant except to novobiocin, cloxacillin and
rifamycin. Regarding the §4 S, epidermidis, 28 (51,8%) showed total susceptibility and 16 (29,6%)
multiple resistance, specially combinations of PEN-: STR : TET : CLR and Sulfisoxazole (SUL). Alf
354 strains were susceptible to rifamycin {rifampim).

Index terms: antimicrobial susceptibility'. bovine mastitis, Staphylococcus aursus, S. epidermidis.

INTRODUGAO

O combate a uma doenga insidiosa como a mas-
tite bovina, requer, entre outros aspectos, o co-
nhecimento do arsenal antimicrobiano dispon{vel
como contrapartida 4 agio do agente infeccioso e
da influéncia do ambiente na relagio hospedeiro-
-parasita,

Aceito para publicagio em 22 de dezembro de 1980,

Trabatho realizado afravés da EMBRAPA/CNPGL, Ro-

R{ovia MG 133, km 42, CEP 36.155 - Coronel Pacheco,
G.

2 Méd. Vet., EMBRAPA, i disposi¢io da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Faculdade de
Veterindria, Caixa Postal 2.172, CEP 90.000 - Perto
“Alegre, RS, :

3 Méd. Vet, da Companhia Agricola de Minas Gerais

(CAMIG) em convénio com o ILCT/EPAMIG, Rua
Tte. Lufs Freitas, 116, CEP 36.100 - Juiz de Fora,

.

E muito Gtil para o veterindrio clfaico, que tra-
balha em condig@es de campo, sem um zux{lio la-
boratorial constante, ter uma nogio prévia do grau
de resisténcia de determinadas espécies que predo-
minam na sua 4rea de atuagio, O conhecimento
dos padrdes de susceptibilidade encontrada, soma.
do 3 experiéncia da resposta clinica alcangada em
casos anteriores, deve facilitar uma selecio entre os
medicamentos disponiveis, notadamente para a te-
rapéutica de casos agudos. Entretanto, ao se utili-
zar tais informag@es, deve ser lembrado que espe-
cialmente com bactérias, como os estafilococos e
as enterobacteriiceas, podem ocorrer, rapidamen-
te, mudangas nos padrdes de susceptibilidade, den-
tro e entre rebanhos previamente estudados.’

Para a execugdo dos antibiogramas, existem trés
métodos principais: diluigio das drogas em caldo,
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em igar, ¢ difusio em &gar, através de discos im-
pregnados com antimicrébicos. As técnicas de di-
lui¢io oferecem resultados quantitativos em forma

de concentragdo inibidora minima (CIM) do agen-

te testado. Para este estudo foi utilizado um méto-
do de difusio - o “Kirby-Bauer” - alicergado em
etapas rigorosamente uniformizadas, mas de ficil
emprego mesmo em laboratérios no sofisticados.
Além disso, Ferreiro & Biberstein (1978) apds es-
tabelecerem uma comparagio com um método de
diluigio, encontraram uma excelente correlagio,

oferecendo, mesmo, o teste aqui empregado, um -

critério interpretativo talvez mais rigoroso para o
uso de antibiéticos como penicilina G e ampicili-
na.

O objetivo. deste trabatho foi verificar o grau
atual de resisténcia a micrébios oferecida pelos
estafilococos, notadamente o Staphylococcus

aureus, bactéria predominante na regiio em estu-.

do, e um dos agentes mastitogénicos de dificil tra-
tamento,

MATERIAL E METODOS

1. Material estudado: Foram testadas 300 estirpes de

Staphylococcus aureus e 54 de §. epidermidis, ‘isoladas de -

mastite bovina ¢linica e subclinica de rébanhos distribui-
dos em 27 municipios da zona da Mata de Minas Gerais,
e identificadas de acordo com os testes rotineiramente em-
pregados em,sua classificagdo,

2. Identificagdo da origem das fontes de infecgio das
estirpes de S. gureus: Realizada de acordo com a técnica
do égar cristal violeta. proposta por Meyer (1967) e des-
crita em detalhes por Fernandes & Ferreiro (1979).

3. Teste de susceptibilidade antimicrobiana: Utilizou-
-se 0 método de difusTo (alta concentragfo das drogas em
discos individuais), descrito por Bauer et al. (1966), com
as modificacdes sugeridas por Barty et al. (1970) e assim
apresentado:

a. selecionaramese cinco ou seis coldnias isoladas de
uma cultura em dgar-sangue (18 - 24 h) que eram
moculadas em 0,5 ml de caldo-cérebro-coragio
(BHI)* e incubadas a 37°C por quan'o a seis horas;

b. colhem-se, com uma al¢a calibrada®, 0.001 mldo
¢aldo bem misturado;

¢. ¢ misturou-se em 9 ml de uma solugio de dgar a
1,5%, mantida a 52°C;

d. o é4gar semeado foi vertido numa placa-de-Petri
(150 x 15 mm) contendo 70 ml de Mueller-Hinton
4gar® (5 - 6 mm de camada), que j4 fora pré-aqueci-
daa 37°C;

e, deixou-sc solidificar por gproximadamente 10%;
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f. entio os discos foram apliados na supetficie do dgar
com um dispensadot”;

g ‘as placas foram mvertldas ¢ incubadasa 35°C por 16
a 18 horas sem CO3;

h. os diimetros das zonas de completa inibigdo foram
mensurados colocando-se uma régua no verso da pla-
ca;

"i. os resultados foram comparados com a tabela de cri-
tério interpretativo ¢ anotados como S, 1 ou R.

4. Discos® ¢ concentragoes empregados. penicilina
(10 u); estreptomicina (10 mcg); tetraciclina (30 mcg);
cloranfenicol (30 mcg); kanamicina (30 mcg); eritromicina
(15 mcg); lincomicina (2 mcg); novobiocina (30 mcg);
tifamicina (5 mcg); cloxacilina {1 meg) e sulfisoxazole
(2 mg).

RESULTADOS

Na Tabela 1 sio apresentados os resultados ge-
rais do quadro de susceptibilidade apresentado pe-
las 300 estirpes de Staphylococcus aureus e 54
de S. epidermidis, onde se pode notar uma tendén-
ciza . comum de ambos apresentarem. resisténcia
maior a0s mesmos antimicrébicos, exceto para a

~sulfa, i qual os 8. epidermidis se mostraram bem

mais resistentes. Observa-se também que a penici-
lina é o antimicrébico ac qual as estirpes evidencia-
ram maior resisténcia, seguindo-se, em ordem de-
crescente, STR, TET e CLR, Nenhuma estirpe foi
resistente 4 rifampicina.

Os padrdes de susceptibilidade das estirpes de
S. aureus sio apresentadas na Tabela 2, observan-
do-se qué 165 (55%) amostras apresentaram sus-
ceptibilidade total aos onze antimicrébicos testa-
dos, enquanto que 45%, variada combinagio de
resisténcia total e parcial ou intermedidria, notada-
mente & PEN, 3 qual 67 (22,3%) se mostratam re-
sistentes, Cabe salientar que onze (3,7%) estirpes
foram resistentes simultaneamente 4 PEN : STR;
dez (3,3%) & PEN : TET e dez (3,3%) como inter-
mediirias no seu grau de resisténcia ou susceptibi-
lidade i agdo da PEN, como destaques entre outros
casos de miltipla resisténcia menos expressivos.

Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA.

AH. Thomas Co., P.O. Box 779, Philadelphia, Pa.
19105, USA.

BBL, Cockeysville, MD 21030, USA.
ftem 60625 da BBL.
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das estirpes.

An.timicrébico‘s x resisténcia -
LIN

a

¢d0 ds origens
CLR

TET

STR

PEN

Totalmente
susceptiveis
135 {52%)

NOmero
de -
amostras
259

TABELA 3. Susceptibilidade® dos Staphylococcus aureus a cada antimicrébico em rela

Origemb
Bovina
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A Tabela 3 mostra a susceptibilidade das estir-
eoco pes de S, aureus de acordo com a origem, obser-
vando-se que a grande responsivel por esse quadro
de resisténcia seriam as estirpes admitidas como de
er-o origem bovina, posto que apenas 52% delas mostra-
ram-se totalmente susceptfveis,’embora sem ne-
nhuma resisténcia 4 NOV, CLX ¢ RIF, quando
comparadas a um total de 69% de estirpes hu-
manas ¢ 83% de caninas,

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Sob o ponto de vista da clinica pritica, os testes
de susceptibilidade deveriam ser usados somente
NGO mos casos em que os microrganismos isolados
possuam caracterfsticas que dificultem uma previ-
sio da melhor droga a ser testada, como os estafi-
lococos que, segundo Hirsh (1977), teriam as estir-

NoNO
pes resistentes selecionadas num ambiente, usual-
mente através do uso inadequado dos medicamen-

.
Mmoo tos.

Este estudo evidencia uma grande resisténcia
das estirpes de S. aureus i PEN (34%) ¢ bem
o mais moderada i STR (8%), TET (8%) e CLR
(3,7%) revelando assim um quadro geral bem mais
ameno, exceto para PEN, de susceptibilidade per-
centual equivalente, em comparagio aos dados
achados por Ferreiro (Prelo), o qual, embora com
um nlmero bem menos expressivo (36 estirpes
oriundas do Rio Grande do Sul), constatou a

=
D=0 E . . -

5 seguinte situagdo: PEN (31%); STR (33%); TET
E (25%) e CLR (19%), também os de resisténcia
§ 3 mais significativa entre os antimicrébicos entio

me | C ; avaliados. Este autor encontrou, ainda, maior
g 5 expressio na resisténcia maltipla envolvendo PEN :
g8 STR : TET.

sg E § Especificamente no que concerne i penicilina,

3 g s E Jasper (1972) conseguiu o crescimento de estirpes

ge | B 8 estafilocdcicas em dgar-sangue apés havé-as incu-
R bado em concentragdes maiores do que aquelas
= 8 consideradas bactericidas. Estas coldnias persisten-
g 5 tes - que, segundo Misra et al. (1972), seriam resul-

gol B3 tantes da indugio de formas “L” ¢ responsdveis di-
.g £ retas por falhas no combate a muitas mamites esta-
£ 5 filocécicas -, poderiam ter a mesma susceptibilida-

- E 5 de das estirpes-mdes e originar, por sua vez, outras

é gl o ® coldnias persistentes.

35 nZ aﬂ Ainda que nio seja possivel uma comparagio
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direta, por ter sido empregada outra técnica
Muttodisks, World Health Organization (1961), vale
notificar que Cury (1977) encontrou, para um to-
tal de 76 bactérias testadas com 16 tipos de anti-
biéticos e cinco quimioterdpicos, que a associagio
ampicilina-gentamicina atuou eficientemente sobre
todas as amostras ensaiadas.

Sob outro ingulo de vista, quando a susceptibi-
lidade ¢ analisada de acordo com a origem dos es-
tafilococos (Tabela 3), nota-se que as amostras bo-
vinas, além de predominantes (86,3%), foram bem
mais resistentes que as de origem humana (9,7%) ¢
canina {4,0%), as quais apresentaram um quadro
minimo de resisténcia. Anteriormente, Fernandes
& Ferreiro (1979) jd haviam identificado as origens
de 179 S. aureus provenientes de duas bacias lei-
teiras do Rio Grande do Sul (Porto Alegre e Pelo-
tas), no ano de 1973, encontrando dados seme-
lhantes, ou seja, 87,7% eram estirpes de origem bo-
vina; 6,7% de origem humana e 5,6% de origem ca-
nina, sem, entretanto, estabelecerem uma correla-
¢do com os resultados dos testes de susceptibili-
dade. ' :
" Um problema zoonético tem sido levantado
através de comunicados sobre a permuta de estafi-
lococos entre pessoas e animais, Moeller et al.
(1963) constataram que portadores humanos de
estirpes hospedeiras resistentes podem constituir
um risco para animais domésticos. Recentemente,
Lacey & Devriese {1974) comunicaram que algu-
mas estirpes estafilocdcicas isoladas de mastite bo-
vina se assemelham em muito dquelas obtidas de
fontes humanas na Bélgica, durante os dltimos 17
anos.

Jones & Bennett (1965) observaram que 27%
dos retireiros eram portadores nasais de estafilo-
cocos de coagulase positiva, 50% dos quais, dota-
dos do mesmo fagétipo e padrio similar de suscep-
tibilidade daquelas estirpes isoladas do leite nas
respettivas fazendas, Também Giesecke et al. (1972)
encontraram uma pequena proporgio de infecgio
do fibere, causada por estirpes humanas em dife-
rentes dreas geograficas.. o

Por outro lado, conforme destacam Zinn et al.
(1961), vacas leiteiras tém sido apontadas como
proviveis fontes de estafilococos resistentes causa-
dores de severas infecgGes em pessoas. |

Fica assim evidenciado gue o conhecimento da
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susceptibilidade antimicrobiana dos S, aureus as-
sociado & sua origem é um dado epidemiolégico
muito #til no tratamento, controle e prevengio
desse importante agente causador de mastite.

Trabalhos dessa natureza sio necessirios em
outras bacias leiteiras, com a finalidade de verificar
o nfvel de susceptibilidade atual dos germes ali pre-
dominantes em relagic aos antimicrdbicos usual-
mente empregados, cientificar-se da evolugio de
possiveis padrdes de resisténcia direcionadas a
estes, e conhecer a potencialidade das drogas re-
cém-introduzidas no combate 3 mastite,

Deve-se procurar, através de um consenso geral,
a adogdo de uma técnica-padrio, conforme salien-
ta Cury {1977), que possibilite comparagdes vili-
das, e, para tanto, o método “Kirby-Bauer”, em-
bora seja freqiientemente referido como um teste
qualitativo, na realidade € quantitativo, porque o
seu critério interpretativo é baseado nos didmetros
das zonas de inibigdo, que estdo diretamente cor-
relacionadas com as concentragdes inibidoras mi-
nimas,
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