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RESUMO

A mastite bovina apresenta alta prevaléncia gerando grandes prejuizos a pecuaria
leiteira, e muito além de complicacbes econdmicas e sanitarias, por requerer 0 uso de
antibioticos para seu controle, acarreta também problemas com a difusdo dos niveis
de resisténcia dos microrganismos, quando usados de forma errbnea. Na medicina
veterinéria, ha muitos exemplos de agentes resistentes aos antibioticos, visto que
muitos destes patdgenos igualmente apresentam resisténcia ao tratamento humano,
explicacdo devida a estes agentes que possuem genes resistentes, disseminarem
essa resisténcia a muitas bactérias patogénicas e comensais gerando riscos a saude
publica. Em vista dos riscos que a resisténcia bacteriana da mastite pode causar, é
de grande importancia verificar a sensibilidade do agente causador para a escolha do
antibiético que ir4 ser utilizado no tratamento, para que este seja feito de maneira
assertiva. Afim de avaliar a resisténcia dos agentes causadores de mastite perante
aos antibioticos, foram levantados dados de andlises de testes antibiogramas de
amostras de leite realizados no Hospital Veterinario Sdo Lucas Ji-Parand no
laboratorio de microbiologia no ano de 2019. Foram avaliados os niveis de resisténcia
dos agentes S. aureus, E. coli, Bacillus sp, Pseudomonas, Corynebacterium sp. e
Proteus, frente a alguns antibiéticos como a Penicilina G, Enrofloxacina, Tetraciclina,
Oxitetraciclina, Ceftiofur, Cefepima, Amoxicilina + A. C., Ampicilina+ Sulb., Florfenicol,
Norfloxacino, Cefalexina e Gentamicina. A penicilina foi o antimicrobiano que
apresentou 0 maior numero de resisténcia, com 90.9% de resisténcia frente as
bactérias testadas, seguida da Enrofloxacina com 66.6%, a tetraciclina com valor de
63.6%, e a oxitetraciclina com 77.7%. Os altos indices de resisténcia nos alerta sobra
a importancia para o sucesso no tratamento dos animais acometidos de mastite o0 uso
de ferramentas de diagndstico, a cultura bacteriana e o antibiograma, para a escolha
correta do antibiético e evitar que surjam novas cepas e se propaguem por todo o
rebanho acometendo gravemente a sanidade dos animais e a saude humana.

Palavras-chave: S. aureus. Saude publica. Pecuéria Leiteira. Antibiograma.



ABSTRACT

The bovine mastitis present high prevalence breeding large losses for dairy farming,
and much beyond of complications economic sanitary, by require use of antibiotics to
its control, entail also problems with diffusion of levels of resistance of
the microorganisms when used way erroneous. In veterinary medicine there are much
exemples of agents resistant to antibiotics. Since many of these agents also present
resistant at humane treatment, because these agents having genes resistant doing
dissemination these resistance to many pathogenic and commensals bactéria
breeding Public health risk. In view of risk resistance bacterial of mastitis have trigger,
It is of great importance check sensitivity of responsible agent to choose antibiotics
that will be used in the treatment, so that this is done in an assertive way. In order to
evaluate resistance of agents causers of mastitis against antibiotics, were data
collected of analysis of tests antibiograms of milk samples performed in Hospital
Veterinario Sao Lucas Ji-Parana, in the microbiology laboratory in the year of 2019.
Were evaluated resistance levels of agents S. aureus, E. coli, Bacillus sp,
Pseudomonas, Corynebacterium sp. and Proteus, against antibiotics like Penicillin G,
Enrofloxacin, Tetracycline, Oxytetracycline, Ceftiofur, Cefepima, Amoxicillin +
Clavulanic acid, Ampicillin + Sulb., Florfenicol, Norfloxacino, Cephalexin and
Gentamycin. The Penicillin went the antibiotic that presented the highest number of
resistance, with value of 90.9% of resistance, against yours respective bacteria tested,
followed by Enrofloxacin with 66.6%, Tetracycline with value of 63.6%, and the
Oxytetracycline with 77.7% against yours respective bacteria tested. The high levels
of resistance alert us to the importance of successful treatment of the affected animals
of mastits the use of diagnostic tools, the bacterial culture of the agent and the
antibiogram for the correct choice of antibiotic and prevent new strains from arising
and to spread throughout the herd severely affecting animal health and consequently
human health.

Keywords: S. aureus. Public health. Dairy Livestock. Antibiogram.
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1. INTRODUCAO

1.1. PROBLEMATIZAQAO

A pecuaria leiteira € uma das atividades mais significativas do agronegocio do
Brasil. Dentro deste setor o leite esta classificado entre os seis produtos de maior
importancia para o pais, com a producéo de cerca de 33,6 bilhGes de litros anuais,
possuindo o segundo maior rebanho leiteiro do mundo com 70 milhées de animais
incluindo vacas, novilhas, bezerras e touros para esta atividade, ficando atras somente
da india (AGROEMDIA, 2020). O Brasil € o 4° maior produtor de leite em nivel
internacional, ficando apenas atras da india, Estados Unidos da América e a China
(FAOSTAT, 2017).

Dentro do pais, varios estados contribuem para a produtividade nacional e, dentro
da regido Norte, Rondbnia se destaca com uma estimativa de producdo em 2018 foi
de 972 milhdes de litros de leite que equivale a 2,8% da producdo da producgéo
nacional, e 47,7% da producdo da regidao Norte, isto porque o estado apresenta
condicBes climaticas, solo e relevo adequado para a producéo leiteira (MOREIRA et
al. 2019). O estado é considerado um dos maiores produtores de leite do pais, e
atualmente ocupa o 7° lugar no ranking nacional de producdo (SEAGRI, 2020).
Rondobnia conta com um rebanho total de bovino de aproximadamente 14.810.567
cabecas, sendo a parte de 2.939.818 cabecas de bovinos leiteiros (IDARON, 2020).

Apesar do desempenho da producdo leiteira, existem problemas multifatoriais que
afetam a produtividade de forma negativa, onde os aspectos sanitarios possuem alta
contribuicdo para isto, sobretudo doencas infecciosas destacando-se a mastite. A
mastite apresenta alta prevaléncia e é causa dos maiores prejuizos, e muito além de
complicacBes econdmicas e sanitarias, por requerer o uso de antibioticos para seu
controle, acarreta também problemas com a difusdo dos niveis de resisténcia dos
microrganismos quando usados de forma erronea (MESQUITA, 2020).

Os antibidticos usados para tratamento em animais sao pertencentes as mesmas
classes de antimicrobianos de uso em seres humanos. Na medicina veterinaria ja
existem muitos exemplos de agentes resistentes aos antibidticos, visto que muitos
destes patdégenos igualmente apresentaram resisténcia ao tratamento humano,
explicacdo devida a estes agentes possuirem genes resistentes fazerem a
disseminagéo dessa resisténcia a muitas bactérias patogénicas e comensais gerando
riscos a saude publica (ARIAS, 2012).
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Esta resisténcia dos agentes implica em graves complicagcdes tanto nos
campos de saude animal e saude humana, pois ha uma grande reducéo do efeito dos
antibioticos e um aumento da morbidade e dos custos para tratar as doencas
(ZAFALON et. al. 2008).

1.2. RELEVANCIA DO ESTUDO E DELIMITA(;AO DA AREA

Em vista dos riscos que a resisténcia bacteriana da mastite pode causar,
gerando a selecao de patdgenos resistentes que podem vir a ocasionar enfermidades
de dificil controle tanto para os animais tanto para o homem, gerar implicacdes na
saude animal e na saude publica gravemente, é de grande importancia verificar a
sensibilidade do agente causador para a escolha do antibiético que ira ser utilizado no
controle, para que este seja feito de maneira assertiva, melhorando entéo o programa
de tratamento, gerando a saude animal, diminuindo gastos em relacéo a mastite, além
de oferecer um bem-estar animal, contribuir com a reducéo de riscos a saude publica
tanto em questéo de controle do agente quanto em qualidade dos produtos lacteos
gue possam Vvir a serem ofertados a populacéo.

Afim de avaliar a resisténcia dos agentes causadores de mastite perante aos
antibiéticos, foram levantados dados de analises de testes antibiogramas de amostras
de leite realizados no Hospital Veterinario Sdo Lucas Ji-Parana no laboratério de
microbiologia.

1.3.0OBJETIVOS

1.3.1. Geral

Avaliar a resisténcia dos agentes causadores de mastite aos antibiéticos de
amostras que foram analisadas no Laboratorio de Microbiologia Veterinaria do
Hospital Veterinario Sao Lucas Ji-Parana.

1.3.2. Especificos

o Determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos utilizados para
o tratamento de mastite perante ao agente de maior frequéncia, isolado das amostras
de leite de vaca recebidas no Hospital Veterinario S&o Lucas Ji-Parana.

o Determinar os agentes patoldgicos que apresentarem maior resisténcia
frente aos antibidticos.

o Determinar quais antibidticos apresentaram maiores indices de

resisténcia as bactérias causadoras de mastite.



14

2. DESENVOLVIMENTO

2.1. MASTITE E SEU IMPACTO NA CADEIA PRODUTIVA

Derivada do grego “mastos” que significa glandula mamaria, e o sufixo “ite” que
corresponde a inflamacéo, a mastite caracteriza a inflamacéo da glandula mamaria de
carater multifatorial, podendo ser provocada por muitos tipos de patégenos, com
influéncia do meio ambiente e fatores inerentes a cada animal (COSTA, 1998; COSER
et al., 2012).

Mesmo com o grande aumento na producdo da pecuaria leiteira, existem
muitos problemas que os produtores vém enfrentando, dentre eles a mastite bovina
(KEEFE et al., 2012). A mastite € uma doenca de grande impacto na cadeia produtiva
do leite, e se torna a maior responsavel por perdas econémicas do setor leiteiro, tanto
para os produtores, quanto para a industria, devido a reducao da producao, perda da
qualidade do leite e derivados, descarte dos animais acometidos com infec¢éo cronica
e 0s gastos com tratamento (MORAES, 2010; DIAS, 2007).

A qualidade do leite proveniente da glandula com o processo inflamatorio
mesmo sem alteracdes visiveis é baixa, pois ha a alteracdo de composicédo e pH. E
observada também uma baixa no teor de lactose, caseina, gordura, calcio e fosforo e
um aumento de Contagem de Células Sométicas (CCS), cloretos, enzimas e
imunoglobulinas que o torna inapropriado para o consumo e com grandes chances de
rejeicdo nas industrias de beneficiamento (RODRIGUES et. al., 2018). As alteracdes
dos componentes do leite e 0 aumento de CCS, influéncia em um menor tempo de
vida de prateleira dos produtos lacteos (MESQUITA, 2017).

Autores como Schrick et al. (2001) e Ahmadzadeh et al. (2009) trazem que
mastites subclinicas e clinicas também causam interferéncia reprodutiva dos
rebanhos afetados, visto que grande parte dos animais acometidos permanecem nao
prenhe ao longo do tempo.

No Brasil ha a estimativa que 20% dos quartos de todos os animais séo
acometidos por mastite subclinica, e que a cada quarto acometido tem a produgédo em
média de 35% a menos comparado a um quarto normal, o que gera uma perda de 2,8
bilhdes de litros de leite por ano (RISTOW et. al., 2006).

Em 2009 foi estimada perdas de cerca de 4,6 bilhdes de litros de leite
ocasionadas pela mastite subclinica em propriedades brasileiras, o que levando em
vista dados de producao e os valores pagos aos produtores em 2009, compreenderia
cerca de 2,3 bilhdes de reais (MESQUITA, 2017). A diminuicdo da producao do leite
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se deve a lesdes causadas nas células epiteliais da glandula mamaria acometida, e
também devido ao aumento que a permeabilidade vascular fazendo com que se tenha
a passagem da agua para o compartimento vascular (AIRES, 2010).

Muito além dos prejuizos econdmicos, as infec¢des intramamarias possui outra
grande importancia. Muito usado para o tratamento e controle de mastite, 0s
antimicrobianos oferecem riscos a saude publica devida a possibilidade de surgimento
de cepas bacterianas resistentes que podem adentrar na cadeia alimentar (MORAES,
2010).

2.2. ANATOMIA DA GLANDULA MAMARIA BOVINA

As fémeas bovinas possuem quatro glandulas mamarias funcionais e quatro
tetas que formam o Ubere, onde cada teto faz a drenagem de uma glandula, ficando
separados por tecido conjuntivo (CORREA, 2018).

Em sua constituicdo se apresenta dois tecidos diferentes, o parénquima e o
estroma. O parénquima possui as unidades morfofuncionais que produzem a
secrecdo lactea, j4 o estroma é designado como tecido conjuntivo intersticial
intraparenquimatoso que possui células mioepiteliais, capilares sanguineos e fibras
reticulares (ARAUJO et. al. 2012).

A mama se apresenta dividida em varios lobos, onde cada lobo possui sua
propria parte secretora e seu ducto excretor. Este lobo se encontra penetrado por
tecido conjuntivo, que o divide formando I6bulos e envolve as unidades tubuloacinosa
compostas. Cerca de 200 alvéolos fazem a formacdo de um lébulo (ARAUJO et. al.
2012).

Os alvéolos realizam a secre¢éo do leite para o limen alveolar e por seguinte
para o sistema de ductos, que se convergem e acabam no seio lactifero, que é dividido
em duas partes chamadas como cisterna da glandula e cisterna do teto (figura 1). A
cisterna do teto por sua vez se comunica com o exterior pelo chamado ducto papilar
(canal do teto) que é formado por células queratinizadas, sua abertura € como 0stio
papilar, e seu fechamento é realizado pelas fibras musculares que geram o esfincter
(CORREA, 2018).

O ubere possui duas divisdes internas (direita e esquerda), que € separada pelo
chamado ligamento suspensorio meédio, que € principal fornecedor de suporte ao
Ubere. Este ligamento se encontra preso a parede abdominal e possui caracteristica
elastica. Estas duas se¢fes ainda séo divididas por uma fina membrana, que o divide

em um quarto frontal e um quarto posterior (Figura 2) (MORAES, 2016).
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Outro ligamento existente sdo 0s suspensorios laterais, formados por tiras
fibrosas, ndo elasticas, que originam vérias lamelas que penetram a glandula e se
ligam de forma continua ao tecido intersticial do Ubere (CORREA, 2018). A pele
também age como uma estrutura de suporte a glandula mamaria a protegendo do

meio externo, evitando que a mesma se balance excessivamente (MORAES, 2016).

Figura 1- Estruturas da glandula mamaria.
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Figura 2- Anatomia do Ubere visualizando os ligamentos.
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2.3 CLASSIFICAGAO E ETIOLOGIA DA MASTITE



17

A mastite é designada doenca que acomete 0s animais ocasionando a
inflamacéo das glandulas mamarias, onde na maioria das vezes € infeciosa, e pode
ser classificada de forma clinica e subclinica (GASPAROTTO, 2016).

A forma clinica da mastite é caracterizada pela presenca de edemas, aumento
de temperatura, dor na glandula maméria, apresentacdo de grumos, pus ou outras
alteracdes visiveis no leite. Esta determina grandes perdas por descarte do leite,
despesas com medicamentos, até mesmo a perda funcional de glandulas e morte do
animal (FONSECA & SANTOS, 2001).

Toda via, 0s maiores prejuizos sdo por conta da mastite subclinica, devida a
maneira silenciosa que a mesma age, sem despertar a atencdo dos produtores
(FONSECA & SANTOS, 2001). A mastite subclinica pode gerar a destruicdo da
capacidade de funcionamento da glandula, consequentemente a diminuicdo da
producdo leiteira e agravo a saude do animal (DIAS, 2007). Ora, também possui a
capacidade de alteracdo da composicao do leite, como alterar valores de caseina,
calcio, gordura, lactose e o aumento de CCS (COSER, 2012).

A origem da mastite pode estar ligada desde traumas, injurias quimicas e
infecgdes por microrganismos. As maiores predominancias das origens da mastite séo
por bactérias. Cerca de 137 microrganismos sao descritos como agentes causais de
mastite, entretanto, cinco bactérias possuem responsabilidade pela maior parte dos
casos observados sendo elas, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis e Escherichia coli (WATTS,1998).

Os agentes patdogenos podem ser classificados como contagiosos e
ambientais. Os agentes contagiosos sdo aqueles que possuem boa adaptacdo de
sobrevivéncia no Ubere e sao transferidos de um quarto infectado para o outro sadio,
pela mdo do ordenhador ou pelas proprias teteiras das ordenhadeiras (SIMOES,
2012). Sendo o animal o préprio reservatério do agente. Exemplos de agentes
contagiosos sdo  Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus e
Corynebacterium bovis (SILVA E ARAUJO, 2008).

Ja os agentes classificados como ambientais, estdo presentes no ambiente e
se transferem para a glandula mamaria no momento da ordenha, podendo também
serem transportadas de um teto para o outro momento da ordenha (SIMOES, 2012).

S&o mencionados como agentes ambientais Escherichia coli, Proteus spp.,
Klebsiella spp., Enterobacter sp., Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis,

alguns outros estreptococos, enterobactérias, Actinomyces pyogenes e
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Pseudomonas sp., além de fungos, principalmente leveduras como Candida sp., e
algas clorofiladas do género Prototheca sp., como principais patdgenos (VIEIRA et al.,
2013).

Em um estudo realizado por Costa (2008), foi avaliado a epidemiologia de
mastite em minas gerais, em 35 rebanhos foi verificado que os agentes S. aureus e
S. agalactiae representavam maior associacdo nos casos de mastite clinica e
subclinica, tendo prevaléncia de 34, 29% e 21,82% respectivamente.

E sempre importante acompanhar o status de mastite do rebanho leiteiro da
propriedade. O diagndstico da mastite clinica pode ser feito de acordo com os sinais
clinicos da inflamacéo. O Ubere pode estar inflamado de modo difuso ou focalmente,
o animal pode apresentar dor em um quarto ou mais, resistir a ordenha, apresentar
secrecdo de leite sanguinolento, presenca de pus e pequenos flocos de caseina.
(DIAS, 2007).

J& a mastite subclinica podem ser utilizados outros métodos, um deles o CMT,
gue detém uma maior praticidade no diagnostico e um baixo valor de aquisicéo. Ideal
gue que este teste seja realizado por profissionais capacitados para se evitar
resultados falsos. O CMT realiza a estimativa de células sométicas presente no leite,
pois possui um reagente que indica o pH, e que ao misturar se com o leite em partes
devidamente iguais, faz a dissolvicdo das paredes celulares e nucleares das células
de defesa que ali estdo presentes deixando livre o material nuclear. O resultado do
teste é feito através do grau de gelatinizagdo ou viscosidade que a amostra de leite
apresenta apoés adicionado o reagente (LANGONI, 2007).

Outro teste que pode ser realizado € o Wisconsin Mastitis Test, considerado
um aprimoramento do CMT, nele se utiliza um tubo graduado para que se elimine a
subjetividade do resultado do teste CMT. Utiliza se o mesmo reagente do CMT, diluido
em agua destilada na medida de 1:1, em seguida utiliza se 2 ml do reagente diluido o
misturando com 2 ml de amostra do leite condicionados em um tubo que tenha o
orificio com 1,15 mm de didametro, e em movimentos de rotacdo se homogeneiza a
amostra e em seguida deve ser escoado o liquido por 15 segundos para depois voltar
o tubo a posicao original. O resultado do WMT € mostrado em milimetros e possui
correlacdo a quantidade de células soméaticas (MAIOCHI et. al., 2019).

Outro método importante de diagndstico de mastite subclinica é a Contagem
de células Somaticas, um método laboratorial que pode ser feito através da contagem

em placas de Petri marcadas, ou com contador eletrénico de CCS citometria de fluxo.
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Ja o antibiograma € um teste realizado para auxiliar na escolha do antibiotico que
devera ser utilizado no tratamento e aumentar as chances sucesso na terapia.
(GASPAROTTO, 2016).

Para a deteccao do agente causador da mastite podem ser realizados os testes
microbiolégicos. Séo feitos através de culturas bacterianas que podem seguir por
métodos de meios seletivos e ndo seletivos, como por exemplo Aguar-sangue, Agar
MacConkey, Agar cetrimide e Agar-TKT que isolam os agentes patdgenos da mastite
(BRITO, 2009).

A condutividade elétrica também € um método que pode auxiliar no diagnéstico
da mastite, pois 0 aumento 0 seu aumento esta relacionado com a inflamagéo do
Ubere e as CCS. Quando glandula mamaria esta inflamada, se tem a diminuicao de
alguns componentes do leite, entre estes cerca de 10% de lactose, que possui papel
importante no equilibrio osmético em relacdo ao sangue, devido esta baixa do
percentual de lactose ocorre uma compensacao para o equilibrio osmético, havendo
assim a passagem de componentes como ions de sédio e cloreto presentes no sangue
para o leite, devido ao aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos, resultando
no aumento da condutividade elétrica (MAIOCHI et. al., 2019).

Em animais sadios sem sinais clinicos de doenca apresentam a CE de 4 a 5
miliSiemens (mS), vacas com mastite subclinica apresentam valores de 5,37 mS e
casos clinicos o valor de 6,37 mS. O diagnéstico pode ser realizado através de um
aparelho portatil, ou em equipamento que possa ser acoplado na ordenhadeira
mecanica (MAIOCHI et. al., 2019).

2.4 USO DE ANTIBIOTICOS NO TRATAMENTO DA MASTITE

Muito usados no controle de doencas infecciosas tanto nos homens como nos
animais os antibiéticos sdo extremamente fundamentais. O primeiro uso de
antimicrobiano relatado na medicina veterinaria foi para o tratamento de mastite em
vacas leiteiras (GUIMARAES E SILVA, 2021). Na pecuéria leiteira, a mastite bovina é
considerada a principal causa do uso de antibioticos nos animais (SANTOS, 2014).
Segundo Costa (2011) citado por Souza (2016) o tratamento usando antibidtico tem
como objetivo fazer com que o principio ativo chegue ao local da infeccdo e
permaneca em concentragbes adequadas por um periodo de tempo satisfatério
auxiliando a defesa do sistema imunoldgico.

O uso de antibiotico para o controle de mastite pode ser realizado de varias

maneiras. Podemos citar o uso terapéutico, que é definido pelo uso dos
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antimicrobianos para tratamento de casos ja existentes de mastite. Existem outros
casos que o farmaco é utilizado para outras finalidades, como por exemplo em terapia
de vacas secas, onde 0 objetivo € o controle da infec¢do intramamaria existente, forma
terapéutica, e a prevencédo de novos casos, forma profilatica (GUIMARAES E SILVA,
2021).

Jé as vias de administracdes que os antibiéticos podem ser utilizados nos casos
de mastite sdo a sistémica, em que sua eficacia no controle do agente esta
relacionada com a passagem da droga para o tecido mamario, e a via intramamaria
que o farmaco atinge grandes concentragdes ja no tecido alvo (JARDIM et. al. 2014).

Em sua maioria a mastite clinica é tratada com farmacos de amplo espectro de
acdo, que agem em agentes Gram-positivos e Gram-negativos e que ainda sdo
eficazes contra agentes ambientais e contagiosos. A terapia convencional € realizada
de 3 a 4 dias, e consiste no uso de antimicrobiano intramamario, é uma forma eficaz
no controle de mastite causadas por agentes mais sensiveis como por exemplo
Streptococcus agalactiae. A terapia estendida é indicada quando ha infec¢cdes mais
severas ou de forma cronica, com duracdo de 5 a 8 dias. E por ultimo a terapia
combinada, em que se é feita a associacdo de antimicrobiano intramamario e um
injetavel de acao sistémica (MILKPOINT, 2018).

O uso de antibitticos feito no periodo seco visa de maneira estratégica fazer o
controle da mastite, eliminando mastites subclinicas preexistentes e gerando a
protecdo dos quartos mamarios, sendo capaz também de reduzir a probabilidade de
novas infec¢des causadas por agentes ambientais que muitas vezes sao contraidas
no inicio do periodo seco e permanecem durante a lactacao (MORAES, 2010).

Os antimicrobianos mais usados no tratamento de mastite em bovinos séo
divididos em oito classes, e sdo elas: beta-lactamicos (Penicilinas e Cefalosporinas),
aminoglicosideos (Estreptomicina), lincosamidas (Lincomicina), macrolideos
(Eritromicina), quinolonas (Enrofloxaxina), polimixinas (Colistina), sulfa (Sulfadiazina)
e tetraciclinas (Oxitetraciclina). O uso de antibiotico € muito importante para manter a
sanidade animal, porém muito importante salde publica por agir prevenindo possiveis
zoonoses ou doencgas que sao veiculadas por alimentos (PEREIRA, 2016).

Em alguns estudos realizados no Pais, nos mostra que os betalactamicos é o
grupo de antibiético com maior expansdo na regido Sul do Brasil, chegando a ter

representacdo de 38,22 % do total de antibiéticos, e logo em seguida com 25,19% os
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aminoglicosideos, as tetraciclinas com 15,41%, macrolideos com representacédo de
7,59% e as cefalosporinas com 4,19% (JARDIM et. al., 2014).

2.5 RESISTENCIA BACTERIANA EM CASOS DE MASTITE

O facil acesso aos medicamentos favorece a maneira errbnea que muitos
farmacos séo escolhidos para tratamento da mastite, o que tem facilitado a sele¢éo
de cepas resistente que interferem negativamente na eficiéncia do tratamento
(COSTA, 2010). Dado como um problema sério do ponto de vista clinico e de saude
publica, o uso indiscriminado de antibiéticos pode gerar residuos quando forem
desrespeitados o periodo de caréncia, e ocasionar a resisténcia de microrganismos
(CADES, 2017).

A resisténcia antimicrobiana é configurada como a capacidade de um
microrganismo sobreviver frente a um antimicrobiano que antes era efetivo para o
tratamento de infec¢Bes causada pelo mesmo (WHO, 2015). As bactérias em maneira
geral podem se tornar resistentes a determinados antibioticos devido as suas préprias
caracteristicas genéticas, funcionais e estruturais, e ainda conseguem
desenvolver/adquirirem a resisténcia por varios mecanismos, principalmente em
relacdo a reducdo da concentracao intracelular do antibiético, mutacdes genéticas ou
pela inativacdo dos antibidticos (LEITE, 2016).

As bactérias possuem a capacidade de realizar alteracGes de genes atraves de
mutacdes, conjugacdes, transducdo e tranformacdes. A multacdo é definida como
alteracOes de bases de DNA, que acarreta a variagdo do produto iria ser codificado,
deixando a possibilidade de existencia de alteracdo na atividade do produto. Ja a
transformacao ocorre por meio de uma bactéria passando seu gene para outra pelo
DNA, devido ao fato que algumas bactérias posteriormente a sua lise ou morte,
liberam o seu DNA no ambiente e caso outras bacterias o encontre pode realizar a
incorporacdo deste aos seus cromossomos por recombinacdo. Por sua vez, a
conjugacao é um mecanismo que ocorre através dos chamados plasmideos, que séo
transmitidos de uma célula a outra durante a conjugacao. Frequentemente as células
que fazem este processo sdo de tipos opostos de acasalamento, onde a célula
chamada doadora faz o transporte do plasmideo para a célula receptora. Por ultimo a
transducéo, que é feita através de um virus chamado bacteriéfago, que possui a
capacidade de transferir material genético de uma célula doadora para a receptora
(TORTORA et. al, 2012).
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A resisténcia perante aos farmacos antimicrobinanos leva a desenvolver
variedades genéticas superiores, em que ocorrendo a sele¢cdo natural obtém
vantagens (OLIVEIRA, 2015).

O elevados niveis de resisténcia apresentam um grave risco potencial para a
saude humana, além de dificultar o tratamento de doencas em animias e humanos,
gerando agravo nos casos clinicos curaveis (FREITAS, 2018).

Staphylococcus aureus € um dos agentes que mais se € estudado em
relacdo a resisténcia antimicrobiana, devido o mesmo estar relacionado como um dos
principais patégenos causadores de mastite e a sua dificuldade de controle. O agente
também se destaca como o mais frequentemente isolado em todos os continentes, e
determinante para as maiores perdas na pecuaria leiteira (SANTOS, 2014). Ha relatos
acerca da ocorrencia de cepas resistentes de S. aureus a varios antibioticos que foram
isoladas do leite de vaca associado a casos de infeccdo humana (ZAFALON et al.,
2008).

Ao longo de anos foram notados casos de uma crescente resisténcia de S.
aureus em vacas leiteiras com mastite, registrados de antes 40% para agora 86% de
resisténcia a penicilina e de 3% para 20% de resisténcia de gentamicina, havendo
também a presenca de agentes resisténtes a cefalosporina e que produzem -
lactamase (ARIAS, 2012).

A resisténcia que os agentes estafilococicos possuem aos antibioticos
betalactamicos se atribuem a dois mecanismos, o primeiro € devido a sua producéo
de uma enzima conhecida como B-lactamase, que é codificada pelo gene blaz, e
segundo a producédo da penicillin binding protein, proteina ligante de penicilina de
baixa afinidade, esta é codificada pelo gene mecA, que obtém sua expressao génica
induzida pelo uso de antibidticos betalactamicos (JARDIM et. al., 2014).

Para o uso ideal do antibi6tico, é importante que ele venha a ser escolhido de
maneira minuciosa e sempre que possivel de acordo com resultados de testes de
sensibilidade (PRESTES et al.,, 2002). O antibiograma/teste de sensibilidade é
indicado quando h& qualquer processo infecioso que necessite o uso de antibiéticos
como terapia, e também quando o agente ja apresente resisténcia as bases utilizadas
(SOUZA, 2016).

Comumente é mais recorrido o uso de antibiograma por difusdo em disco, em
gue se utiliza discos de papel que contenha quantidades conhecidas de antibioticos,

e colocados em placas onde foram inoculadas com os microrganismos testados. Este
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teste € relativamente barato, tecnicamente direto e confidvel se for padronizado
corretamente (ANDRADE, 2012).

3. MATERIAIS E METODOS

Foram analisados resultados de cultura bacteriana e antibiograma de amostras
de leite enviadas para o Laboratorio de Microbiologia Veterinaria do Hospital
Veterinario S8o Lucas durante o ano de 2019, de fémeas com mastite. Foram
avaliadas 12 amostras encaminhadas pelos produtores da regido de Ji-Parana para a
realizacdo da cultura microbiolégica e testes de sensibilidade frente aos
antimicrobianos mais utilizados. No laboratério, as amostras foram cultivadas em meio
de cultura proprios para esta funcdo, como Agar Sangue, Agar Cetrimide, Agar Sal
Monitol e Agar Macconkey. Os testes de resisténcia aos antibiéticos foram realizados
in vitro pelo método de difuséo por disco, utilizando os principios ativos dos antibiéticos
Penicilina G, Enrofloxacina, Oxitetraciclina, Tetraciclina, Cefepima, Ceftiofur,
Amoxicilina + A. C., Ampicilina+ Sulb., Florfenicol, Cefalexina, Gentamicina e
Norfloxacino.

Para calcular a porcentagem de bactérias resistentes da espécie em relacéo a
cada antibittico testado, os resultados foram obtidos pela razdo do numero de
bactérias resistentes da espécie e o numero de bactéria testada da espécie,
multiplicados por cem (100), e a porcentagem de bactérias sensiveis foram calculados
pela razdo do numero de bactérias sensiveis da espécie e o numero de bactéria
testada da espécie, multiplicados por cem (100), representadas pelas formulas abaixo:

o ) . n° bactéria resistente da espécie
% bactéria resistente da espécie = > de bactéria testada d — x 100
n° de bactéria testada da espécie

. ) o n° bactéria sensiveis da espécie
% bactéria sensivel da espécie = — — — x 100
n° de bactéria testada da espécie

Para a avaliacdo da eficacia dos antibidticos, foram mensuradas pela
percentagem % de resisténcia que antibidtico apresentou, calculando-se através da
razdo entre o numero de resisténcia que o antibidtico teve, pela quantidade de
bactérias ao qual ele foi testado, multiplicado por cem (100), representado pela

seguinte férmula:
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o o n° de bactéria resiste ao antibidtico
% resisténcia ao antibidtico = — — — x 100
n°® de bactéria testada com o antibiético

Para avaliar o desvio padrdo dos resultados referentes a eficacia dos
antibioticos, foi utilizado programa estatistico BioEstat 5.3 usando estatistica
descritiva, de dados quantitativos. Avaliando o desvio padréo dos resultados da
coluna de namero de resisténcia dos antibiéticos, esta apresentou um valor de 3.41

de desvio, e obteve uma variancia de 11.63, e média aritmética de valor 4.
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4.  RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos através dos dados das amostras realizadas (Tabela 1),
nos mostram que o agente mais encontrado € a bactéria S. aureus, que foram testadas
aos antibidticos Oxitetraciclina, Penicilina G, Enrofloxacina, Ceftiofur, Florfenicol e a
Tetraciclina. O perfil de resisténcia e sensibilidade do agente se encontra no Gréfico
1, e nela podemos observar que o Florfenicol 80% (4/5) foi o farmaco que o agente

apresentou maior sensibilidade seguido do Ceftiofur que apresentou 60% (3/5).

Tabela 1 - Bactérias identificadas nas amostras.

Bactérias Quantidade de %

amostras encontradas

S. aureus 5 41.66

E. coli 2 16.66
Bacillus sp. 2 16.66
Pseudomonas sp. 1 8.33
Corynebacterium sp. 1 8.33
Proteus sp. 1 8.33

Fonte: Arquivo pessoal.

Mesquita (2017) aponta como antimicrobiano de maior eficacia o Florfenicol,
com sensibilidade de 97% em seu estudo realizado em amostras isoladas de leite de
tanques de expansédo. Segundo Costa (2013) em seu estudo observou baixo indice
de resisténcia do Florfenicol ao agente, com o valor de 0,40% somente. Ja Medeiros
(2009), em seu estudo realizado na regido Metropolitana de Pernambuco obteve o
valor de 93.5% sensibilidade do Florfenicol de amostras de leite de vaca com mastite
subclinica. Podendo se entdo, levantar a hipotese de menor utilizacdo deste
antibiético que pode ser influenciada pelo valor comercial do produto, em relagédo aos
outros antibioticos usados nos rebanhos representantes das amostras. Em relacéo ao
Ceftiofur, o autor Mesquita (2017) em seu estudo observou o indice de 25% de
resisténcia frente a S. aureus.
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Gréafico 1 - Perfil de resisténcia e
sensibilidade da S. aureus
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Ja os antibiéticos Penicilina G e Enrofloxacina tiveram o resultado de menor
eficacia perante agente que se mostrou 100% (5/5) resistente aos antimicrobianos nos
testes realizados. Costa (2013), em um estudo realizado no estado de Minas Gerais,
detectou o indice de resisténcia de 80,45% do antibidtico Penicilina G frente a S.
aureus, e ainda justificou o alto valor encontrado devido ao farmaco estar em frequente
uso nas formulacfes intramamarias no tratamento de mastite tanto em vacas lactantes
quanto em vacas secas, € mesmo para o tratamento de outras afec¢des nos rebanhos
brasileiro. Souza (2016) em seu estudo encontrou resultados de 73.08% de
resisténcia do agente Staphylococcus spp. frente a Penicilina G, em amostras de leite
proveniente de animais com mastite subclinica.

A Enrofloxacina divergente do resultado neste estudo, se mostrou 95% sensivel
ao agente de acordo com Silva (2012) ao realizar sua pesquisa com 83 amostras do
agente isoladas de animais com mastite subclinica no estado de Pernambuco. Ja
Freitas e colaboradores em 2018 seu estudo com 30 amostras isoladas do agente,
também provenientes de animais com mastite subclinica, apontou 43.3% de
resisténcia ao antibiotico no estado do Rio Grande do Sul. O alto indice de resisténcia
da Enrofloxacina neste estudo indica que o farmaco pode estar sendo usado
frequentemente para controle de infecgcbes e de forma errbnea nos animais de
producéo pertencentes aos resultados.

Logo em seguida apresentando perfil de resisténcia de 80% (4/5) a
Oxitetraciclina, e por ultimo a tetraciclina com 60% (3/5) de resisténcia. O autor
Mesquita (2017) em seu estudo visualizou o indice de resisténcia de 49% para
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tetraciclina, e com um maior valor Freitas (2018) verificou o indice de resisténcia de
96.7%.

A E. coli foi outro agente encontrado como resultados das amostras que se
caracterizou no total de 2 amostras. Esta foram testadas com os antibiéticos Ceftiofur,
Tetraciclina, Oxitetraciclina, Penicilina G, Amoxilina+ Acido Clavulanico, Florfenicol e
Enrofloxacina. Sobre estas amostras somente ao Ceftiofur ambas obtiveram o
resultado de resisténcia 100% (2/2). Para o restante dos farmacos os indices obtidos
foram de uma resistente e uma sensivel. Santos (2006), em seu estudo determina que
das 20 amostras isoladas de mastite clinica e subclinica que foram utilizadas no teste
de difusdo em disco, 0 agente apresentou resisténcia de 100% ao antibidtico
ampicilina, 65% de resisténcia a Amoxilina e tetraciclina.

Outras duas amostras tiveram o resultado para o agente Bacillus sp. E que ao
serem testadas com os antibiéticos que apresentaram indice de resisténcia 100%
(2/2) para a Penicilina G, e ambas se mostraram sensiveis para a Enrofloxacina,
gentamicina e norfloxacina, e quanto aos antibiéticos tetraciclinas e Amoxilina+ Acido
Clavulanico, Ceftiofur, Cefepima, Ampicilina+ Sulbactam tiveram o resultado em que
uma se mostrou sensivel e outra se mostrou resistente. Souza (2016) relata em seu
trabalho o indice de 100% de sensibilidade do agente para o antibiético gentamicina
e norfloxacina, e 100% de resisténcia para penicilina G.

A bactéria Pseudomonas sp. foi encontrada somente em 1 teste, e quando
analisada com os antibiéticos obteve o seguinte resultado: resistente a Tetraciclina,
Cefepima, Amoxilina+ Acido Clavulanico e a Ampicilina+ Sulbactam, e sensivel a
Enrofloxacina, Amoxilina e Florfenicol. Bonora et.al. em 2015 através de seu estudo
feito em amostras de leite de bovinos com mastite realizado no extremo Oeste de
Santa Catarina, observou que as 3 cepas encontradas do agente Pseudomonas
aeruginosa apresentaram 100% de resisténcia a Tetraciclina, e 100% de sensibilidade
a Cefepima.

Mastite causada por este agente ndo € tdo comum, e possui relagdo a agua
com contaminagdo que muitas vezes sdo utilizadas nas lavagens dos tetos e 0s
equipamentos da ordenha (Bonora et. al. 2015). Tanaka et. al. (2002) fizeram a
investigagdo da sensibilidade in vitro do agente em 59 amostras, que foram isolados
de diversas afec¢cbes em animais e apresentaram resultados de resisténcia para
tetraciclina 100%, Ampicilina 100%, Amoxilina+ Acido Clavulanico 100%, e divergindo

deste estudo a Enrofloxacina com 72.2%, e sensivel para Gentamicina 47.5%.
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Também sendo somente 1 bactéria testada para a espécie Corynebacterium,
se mostrou resistente a cefepima, enrofloxacina, penicilina G e oxitetraciclina e
sensivel para Florfenicol, Ceftiofur e Cefalexina. Oliveira et. al. (2015) em sua
pesquisa constatou que as amostras isoladas do agente foram 100% resistentes a
penicilina. Amarante et. al. (2018) em sua pesquisa ao analisarem 702 amostras de
leite mastitico da regido Noroeste do Rio Grande do Sul, constataram a resisténcia do
agente para penicilina de 75%, divergindo se deste estudo que apresentou resisténcia
a enrofloxacina, observaram 94% de sensibilidade e 80% a gentamicina, o agente se
apresentou resistente a outros antimicrobianos como ampicilina e eritromicina.
Finalizando os resultados encontrados o agente Proteus sp. demonstrou resisténcia a
Tetraciclina, Oxitetraciclina, Penicilina G, Enrofloxacina, Cefepima, e demostrou
sensibilidade a Cefalexina, Florfenicol e Ceftiofur. Moraes et. al. (2016) encontrou
resultados de 58.33% de resisténcia a Ampicilina, e divergindo dos resultados
encontrados neste trabalho, 75% de sensibilidade a Enrofloxacina.

Analisando os resultados (Gréafico 2, 3, 4 e 5), 0s quatro agentes que

apresentaram os maiores indices de resisténcia acima de 60% aos antibiéticos foram:

Gréfico 2 - indice de
Resisténcia S. aureus

60%
100%

80%

Penicilina G = Enrofloxacina

Oxitetraciclina - Tetraciclina

Gréfico 3 - indice de
Resistencia Proteus sp.

100%

100% 100%

Tetraciclina Penicilina G = Cefepima

Oxitetraciclina = Enrofloxacina
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Gréfico 4 - indice de
Resisténcia Corynebacterium

sp.

100% 100%
. 100%  100%
100% l 100% ‘

= Enrofloxacina = Penicilina G

Géfico 5 - Indice de Resisténcia
Pseudomonas sp.

= Cefepima Oxitetraciclina Tetraciclina = Cefepima Amp.+ A. C.

Os agentes S. aureus e Corynebacterium sp. sdo classificados como agentes
infecciosos, de alta disseminacdo, possuem boa adaptacdo e capacidade de
sobrevivéncia no Ubere. J4 os agentes Proteus sp. e Pseudomonas sp. sdo agentes
ambientais, possuindo habilidade de serem oportunistas, e ficam presentes
estrategicamente no habitat dos animais, com a presenca de agua, lama, solo e
dejetos (VIEIRA et. al. 2013).

Os antibiéticos que apresentaram a menor eficacia (Tabela 3) foram a
penicilina G, enrofloxacina, tetraciclina e oxitetraciclina e indicam um maior perfil de
resisténcia contra agentes testados.

Tabela 2 - Avaliacdo da eficacia dos antibioticos

Antibiotico N° de N° de N° de bactéria
Resisténcia | Sensibilidade testadas

Penicilina G 10 1 11
Enrofloxacina 8 4 12
Tetraciclina 7 4 11
Oxitetraciclina 7 2 9
Ceftiofur 5 6 11
Cefepima 4 1

Amoxicilina + A. C. 3 2

Ampicilina+ Sulb. 2 1

Florfenicol 2 8 10
Norfloxacino 0 2 2
Cefalexina 0 2 2
Gentamicina 0 2 2

Fonte: Arquivo pessoal.

A penicilina G foi o antimicrobiano que obteve o maior numero de resisténcia,

90.9% de resisténcia frente as suas respectivas bactérias testadas. Ja a enrofloxacina
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foi 0 segundo antibidtico que apresentou maior resisténcia, seu indice sendo 66.6%
frente as suas respectivas bactérias testadas.

A tetraciclina também obteve altos valores de resisténcia de resisténcia quando
testadas com os agentes cerca de 63.6%, e a oxitetraciclina com 77.7% de indice de
resisténcia para as bactérias ao qual foi testado. Como justificativa do alto valor de
resisténcia destes antibiéticos, é o seu uso de maneira ampla e ndo prudente que
acaba o expondo as bactérias favorecendo o aparecimento de agentes resistentes
(COSTA, 2013).

Os altos indices de resisténcia nos mostra que € de fundamental importancia
para 0 sucesso no tratamento dos animais acometidos de mastite o uso de
ferramentas de diagnostico, a cultura bacteriana do agente e o antibiograma, para
sermos assertivos na escolha do antibidtico e evitar que surjam novas cepas e se
propaguem por todo o rebanho acometendo gravemente a sanidade dos animais e

consequentemente a salde humana.
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5.  CONCLUSAO

Diante dos resultados dos dados coletados, podemos concluir que existem
elevados niveis de resisténcia dos agentes S. aureus, Pseudomonas sp., Proteus sp.
e Corynebacterium sp. frente aos antibioticos utilizados, com uma maior frequéncia
do agente S. aureus nas amostras analisadas, onde também se demonstrou uma
baixa eficacia dos antibidticos Penicilina G, Enrofloxacina, Tetraciclina e

Oxitetraciclina utilizados no tratamento de mastite.
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