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RESUMO

Os objetivos deste estudo foram avaliar a participagdo de Staphylococcus coagulase-negativa (SCN) na etiologia
da mastite em rebanhos bovinos leiteiros da regiao sul de Minas Gerais, identificar as espécies bacterianas
envolvidas e tragar os perfis de susceptibilidade destas as drogas antimicrobianas. Foram analisadas 2.492
vacas de 35 rebanhos, sob diferentes sistemas de manejo, no periodo de 2004 a 2008. Os indices de mastite
clinica e subclinica foram de 9,87% e 52,2%, respectivamente. Foram cultivadas 1.645 amostras de leite de
quartos mamarios individuais, e 120 cepas de SCN foram isoladas. A frequéncia média de isolamentos de SCN
entre os rebanhos foi de 8,35%, com variagdes de 0% a 27,27%. Observou-se grande diversidade de espécies
de SCN, sendo as mais frequentes Staphylococcus hyicus (15,0%), Staphylococcus chromogenes (12,5%),
Staphylococcus gallinarum (12,5%), Staphylococcus lentus (12,5%) e Staphylococcus epidermidis (10,8%). Os
testes de antibiograma apontaram que 28% dos isolados eram resistentes a penicilina, 21% a estreptomicina,
18% a ampicilina e 14% a tetraciclina. Todas as amostras isoladas apresentaram 100% de sensibilidade
frente a danofloxacina, enrofloxacina e florfenicol. Baixa frequéncia de amostras multirresistentes as drogas
antimicrobianas foi observada na populagio estudada.

Palavras-chave. doengas infecciosas, infec¢do intramamaria, antimicrobianos, resisténcia.

ABSTRACT

This study aimed at assessing the feasibility of coagulase-negative Staphylococcus (SCN) as the etiologic agent
ofclinicaland subclinical mastitisin dairy cattlein the southern region of Minas Gerais state,and to identify the
bacteria species involved and to trace their profiles of susceptibility to antimicrobial drugs. The study included
2,492 cows from 35 herds, under different management systems, in the period of 2004-2008. The rates of
clinical and subclinical mastitis were of 9.87% and 52.2%, respectively. The aseptically collected milk samples
(1,645) from infected udders were cultivated, and 120 strains of SCN were isolated. The average frequency of
isolation was found in 8.35% among the herds, varying from 0% to 27.27%. A high diversity of SCN species
was isolated, an the most frequent were Staphylococcus hyicus (15.0%), Staphylococcus chromogenes (12.5%),
Staphylococcus gallinarum (12.5%), Staphylococcus lentus (12.5%) and Staphylococcus epidermidis (10.8%).
The antimicrobial susceptibility testing showed that 28% of the strains were resistant to penicillin, 21% to
streptomycin, 18% to ampicillin and 14% to tetracycline. All strains showed 100% susceptibility to danofloxacin,
enrofloxacin and florfenicol. Low frequency of multiresistant strains was found in the studied population.
Keywords. infectious diseases, intramammary infection, antimicrobials, resistance.
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Tabela 1. Caracteristicas dos 35 rebanhos de bovinos da regido sul de

INTRODUGAO Minas Gerais avaliados no periodo de 2004 a 2008
Staphylococcus coagulase-negativa (SCN) constituem Rebanho Vacas em Maneio Producio
um grupo bastante heterogéneo de micro-organismos lactacio ! Diaria (L)
associados a infeccoes da glandula mamaria d'e bovinos, ) 0 Piquetes 450
sendo comumente encontrados no ambiente dos o
estabelecimentos de ordenha, em equipamentos de 2 M iquetes 600
ordenha e na pele dos tetos'?. 3 42 Free-stall 716
O aumento da prevaléncia das mastites bovinas 4 105 Semiconfinado 2.300
por SCN ¢é assinalado por diversos autores,‘prlnapalmente 5 2 Piquetes 180
em rebanhos que adotaram programas efetivos de controle . L6 o 150
. o (. t
das infec¢bes intramamarias (IIM) causadas por agentes S
contagiosos como Staphylococcus aureus e Streptococcus 7 80 Free-stall 1.200
agalactiae>>>%7. No entanto, a relevancia de SCN como 8 65 Free-stall 1.400
'figentes de mastites clinicas e subchmcas,, bem como o 9 28 Confinamento total 800
impacto dos mesmos nas contagens de células somaticas 0 . Piovet 430
do leite do tanque (CCSLT) tem sido objeto de intensas Hquetes
discussdes. Alguns estudos apontam maior frequéncia de 11 140 Semiconfinado 2.100
isolamentos de SCN em vacas de primeira lactacio e a sua 12 63 Piquetes 700
associa¢do com infecgdes subclinicas e baixas contagens de 13 51 Piquetes 400
células somaticas no leite (CCS):3210l Qutros estudos!>*? i
. , 14 77 Semiconfinado 1.200
sugerem que quartos infectados por estes patdgenos
apresentam maior resisténcia a infec¢des por S. aureus 15 56 Semiconfinado 200
e S. agalactiae, apesar de haver estudos que demonstram 16 56 Piquetes 740
que este efeito protetor ndo existe e que, apesar de serem 17 46 Piquetes 400
considerados menos patogénicos que S. aureus, as taxas de cura i
R . - . . 18 31 Semiconfinado 600
espontanea das infeccoes causadas por SCN sio consideradas
baixas, ocasionando infeccbes que podem persistir por toda 19 27 Piquetes >00
a lactagdo. Como resultado, as mastites causadas por esses 20 220 Semiconfinado 2.900
micro-organismos causam fibrose interalveolar do tecido 21 86 Piquetes 1.100
mamadrio, perda da funcio secretdria e alteracdes qualitativas
K P' K & K ¢ q 22 35 Piquetes 400
e quantitativas do leite produzido pelos quartos afetados,
ocasionando expressivas perdas de produgao'*!>'e, 2 40 Piquetes 600
Neste trabalho, foi avaliada a participagao 24 66 Semiconfinado 700
dos SCN na etiologia da mastite em rebanhos bovinos 25 78 Piquetes 1.100
leiteir regia 1 de Min rais, identificando-
eite c?s'da eg ao.su de as Ge a.s,. .de tificando-se o - Confinamento total —
as espécies envolvidas e a sua susceptibilidade frente aos .
antimicrobianos utilizados nos tratamentos das IIM. 27 102 Piquetes 2.500
28 142 Free-stall 3.300
. 29 70 Piquetes 800
MATERIAL E METODOS 30 61 Semiconfinado 600
O presente estudo foi realizado no periodo de 31 120 Semiconfinado 2.100
2004 a 2008 e envolveu 2.492 vacas em diferentes estagios 32 190 Semiconfinado 4.400
de lactagdo, de 35 rebanhos leiteiros da regiao sul do 33 22 Semiconfinado 3.500
f:stado de~M1nas Gera1§. Na Tabela 1, foram com~p11a.das as % - Semiconfinado S
informagdes sobre o nimero de vacas em lactagio, tipo de
35 68 Piquetes 1.600

manejo e produgao didria média.
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As vacas lactantes foram submetidas ao teste da
caneca de fundo escuro e ao CMT (California Mastitis
Test), visando ao diagnéstico da mastite clinica e subclinica,
respectivamente. Quartos mamarios positivos frente
ao teste de CMT (+, ++ ou +++) ou que apresentavam
mastite clinica, sem tratamento com antimicrobianos,
foram amostrados para avaliagao microbioldgica.

Previamente a coleta das amostras de leite, foi
realizada a higienizacdo dos tetos com agua, quando
necessario, e a antissepsia com dalcool iodado 1%.
Foram coletadas amostras de leite de 1.645 quartos
mamarios individuais acometidos pela mastite (238
de casos clinicos e 1.407 de casos subclinicos) para
analises microbiologicas. As amostras foram semeadas
em placas contendo agar sangue (5% de sangue ovino),
incubadas a 37 °C por 18-24 horas e avaliadas quanto ao
crescimento de colonias sugestivas de Staphylococcus spp.
O crescimento de mais de dois tipos de micro-organismos
foi interpretado como indicio de contaminagao na coleta,
conforme preconizado por Brito e Brito".

A identificagio de SCN foi realizada segundo
Quinn et al.’® e a identificagdo das espécies foi realizada
por meio das chaves de identificacdo fenotipica propostas
por Holt et al.”®. Os micro-organismos isolados foram
preservados em meio de congelamento (caldo infusdo
de cerébro e coragdo adicionado de 20% de glicerol), em
temperatura de -70 °C, até a realizagdo dos ensaios.

A avaliacio da susceptibilidade aos antimicrobianos
foi realizada por meio da técnica de difusdo em agar,
de acordo com as normas do Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI®. Foram testados os seguintes
principios ativos antimicrobianos: ampicilina (10ug),
cefalotina (30pg), cefotaxima (30ug), ceftiofur (30ug),
cefquimona (30ug), cloranfenicol (30pg), danofloxacina
(10pg), enrofloxacina (10ug), estreptomicina (10ug),
florfenicol (30pg), gentamicina (10pg),lincomicina (15pug),
neomicina (30pg), nitrofurantoina (300UI), novobiocina
(30pg), penicilina G (10ug), polimixina B (300 UI),
tetraciclina (30pg) e as associagdes de sulfametoxazol
(23,75ug) e trimetoprim (1,25pug) e de neomicina,
bacitracina e tetraciclina (NBT). Determinou-se, a partir
dos resultados dos testes de antibiograma, o indice de
resisténcia multipla (indice MAR) para os isolados. O
indice MAR é determinado pela propor¢do percentual
de resisténcia aos agentes antimicrobianos testados®. As
amostras de S. aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 foram
utilizadas para controle dos testes de antibiograma.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As taxas de mastite clinica e subclinica observadas
foram respectivamente de 9,8% e 52,2%. Dos 1.645
quartos mamarios amostrados para fins de determina¢io
da etiologia da mastite, foram isoladas 120 cepas de SCN,
sendo seis isolados provenientes de mastite clinica e
114 de mastite subclinica. Os isolados foram obtidos em
cultura pura em 75% das amostras positivas para SCN.

A frequéncia média de isolamentos de SCN foi de
8,35%, com variagdes entre os rebanhos de 0% a 27,27%
(Tabela 2). Levantamentos realizados em diversas regides
do Brasil apontaram prevaléncias de SCN varidveis entre
12,3% e 46)3%17,22,23,24,25.

Embora SCN tenha sido associado com IIM na
maior parte dos rebanhos estudados (85,7%), verificou-se
a maior frequéncia de isolamentos (>10% das amostras
analisadas positivas para SCN) em dez dos rebanhos
analisados, dos quais quatro (11,42%) adotavam
programa de controle efetivo da mastite contagiosa, e
apresentavam baixas frequéncias de isolamentos por
S. aureus e S. agalactiae (Tabela 2), conforme assinalaram
Laffranchi et al.5, Sears e McCarthy' e Tenhagen et al.?.
Estudos prévios'>"* sugerem que quartos infectados
por patdgenos menores, dentre os quais se incluem os
SCN, apresentam maior resisténcia a infecgdo pelos
patdgenos maiores S. aureus e S. agalactiae, porém tal
fato ainda nio foi devidamente elucidado. Além disso,
Schukken et al.!* verificaram maior produgio de leite
em quartos infectados por SCN em relacido aqueles nao
infectados ou infectados por patégenos maiores, tais
como S. aureus e S. agalactiae. Contudo, alguns estudos
apontam que as infec¢des ocasionadas por este grupo de
agentes podem se tornar persistentes, com repercussoes
negativas na qualidade do leite'*'s.

As espécies de SCN identificadas e respectivas
frequéncias de isolamento encontram-se relacionadas na
Tabela 3. Foram identificadas como as mais frequentes
S. hyicus (15,0%), S. chromogenes (12,5%), S. gallinarum
(12,5%), S. lentus (12,5%) e S. epidermidis (10,8%).
As espécies S. haemolyticus, S. caprae, S. simulans,
S. hominis, S. sciuri, S. capitis e S. carnosus ocorreram
com menor frequéncia, perfazendo juntas, 22,5% dos
isolados. Neste trabalho, S. sciuri representou apenas
2,5% dos isolamentos e ndo foram isoladas amostras de
S. xylosus, espécies tipicamente ambientais. Outras 17
amostras de SCN (14,3%) ndo puderam ser identificadas
por meio dos testes utilizados e foram caracterizadas
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Tabela 2. Taxas de isolamento de Staphylococcus coagulase-negativa (SCN), indices de mastite subclinica (IMSC) e adogdo de
medidas de controle para mastite nos rebanhos estudados

SCN IMSC PRE- POS- MAN. HIG.
Rebanho TVS
(%) (%) DIP DIP ORD. ORD.

3 0,00 58,75 Sim Sim Nio Sim Satisfatdria
6 0,00 60,32 Nao Sim Sim Sim Insatisfatoria
13 0,00 70,20 Nao Sim Nao Nao Insatisfatdria
25 0,00 53,16 Nao Nao Nao Nao Insatisfatoria
35 0,00 35,66 Sim Sim Nao Sim Satisfatoria
16 1,69 85,45 Nao Sim Nio Sim Insatisfatoria
31 2,56 34,16 Sim Sim Sim Nio Satisfatéria
26 3,33 43,56 Sim Sim Nao Nao Satisfatdria
29 3,39 71,83 Nao Nao Sim Seletivo Satisfatdria
5 3,85 57,95 Nao Nao Nao Nao Insatisfatoria
19 4,00 50,00 Sim Sim Nao Sim Insatisfatoria
30 4,17 69,75 Sim Sim Nao Nao Insatisfatoria
22 5,26 35,41 Nao Sim Nao Sim Insatisfatoria
17 5,41 53,88 Nao Nao Nao Nao Insatisfatoria
11 6,25 51,92 Nio Sim Nao Seletivo Satisfatoria
12 6,25 76,58 Nao Sim Nao Nao Insatisfatoria
27 6,82 17,14 Sim Sim Nio Sim Satisfatoria
14 7,27 80,55 Nao Sim Nio Seletivo Insatisfatoria
7 7,41 66,66 Sim Sim Nao Sim Insatisfatoria
28 8,33 36,98 Sim Sim Nao Sim Insatisfatoria
18 8,70 22,40 Sim Sim Sim Sim Insatisfatoria
33 8,70 40,00 Sim Sim Sim Sim Satisfatdria
21 8,77 69,61 Nao Nao Nao Nao Insatisfatoria
4 9,52 62,26 Sim Sim Nao Seletivo Insatisfatoria
20 9,62 30,26 Sim Sim Sim Sim Satisfatdria
24 10,42 67,30 Nao Sim Nao Nao Insatisfatoria
1 10,77 65,13 Nao Nao Nao Nio Satisfatoria
15 12,24 47,80 Nao Sim Sim Sim Insatisfatoria
23 14,00 54,60 Nao Sim Nao Nao Insatisfatoria
2 15,22 41,24 Sim Sim Nio Sim Insatisfatoria
10 17,24 58,59 Nao Sim Nao Nao Satisfatdria
8 18,18 17,42 Sim Sim Sim Sim Satisfatdria
34 22,22 63,57 Sim Sim Sim Sim Satisfatdria
32 23,40 27,13 Sim Sim Nao Sim Satisfatdria
9 27,27 50,00 Sim Sim Sim Sim Satisfatoria

SCN (%) = taxa de isolamento de Staphylococcus coagulase-negativa; IMSC (%) = taxa de mastite subclinica; PRE-DIP =
Pré-dipping; POS-DIP = Pés-dipping; MAN. ORD.= Manutengio da ordenhadeira mecanica; TVS = Tratamento de vacas
secas; HIG. ORD. = Higiene da ordenha
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como Staphylococcus spp. Resultados semelhantes foram
descritos por Sears e McCarthy' e Liithje e Schwarz”,
que verificaram maiores frequéncias de isolamentos
de S. chromogenes e S. epidermidis e baixos indices de
S. sciuri, S. capitis, S. hominis e S. caprae em IIM de
bovinos. Taponen et al.'é, por outro lado, obtiveram
maior frequéncia de isolamentos de S. simulans (43,6%),
seguido de S. chromogenes (23,3%) entre SCN isolados
de casos de mastite bovina, enquanto Brabes et al.*
identificaram S. chromogenes (11,8%), S. sciuri (9,4%),
S. simulans (7,0%), S. hyicus (6,3%) e S. xylosus (4,7%)
como as espécies mais frequentes em rebanhos de
Minas Gerais e Sdo Paulo.

As variacbes observadas quanto as espécies de
SCN identificadas e quanto as frequéncias de participacao
das mesmas na etiologia das IIM podem ser justificadas
pela ampla diversidade de espécies existentes entre os
SCN e possivelmente por diferentes condigdes de ordenha
e fatores relacionados ao manejo dos animais, conforme
assinalado por Mendonca et al.®* . Além disso, verifica-se
uma grande heterogeneidade no grupo de SCN que possui
dezenas de espécies'® com caracteristicas predominantes
de agente contagioso, mas com a existéncia de espécies
tipicamente ambientais, como S. sciuri e S. xylosus'.

Os perfis de susceptibilidade in vitro aos
antimicrobianos obtidos das 120 cepas de SCN
encontram-se na Tabela 4. Dentre os isolados, 33 (28%)
foram resistentes a penicilina, 25 (21%) a estreptomicina,
22 (18%) a ampicilina e 17 (14%) a tetraciclina.
Verificaram-se indices de resisténcia inferiores a 5% para
as cefalosporinas, gentamicina, novobiocina, cloranfenicol,
nitrofurantoina, polimixina B e para as associagbes de
sulfametoxazol e trimetoprim e de neomicina, bacitracina
e tetraciclina. Dentre os antimicrobianos de utilizacao
em medicina veterindria para tratamento das IIM,
danofloxacina, enrofloxacina e florfenicol foram aqueles
que apresentaram maior efetividade in vitro (100%)
frente aos isolados testados, fazendo destes uma opc¢io
de tratamento das mastites ocasionadas por SCN.

Os betalactamicos, ampicilina e penicilina, e a
tetraciclina, antimicrobianos amplamente empregados
no tratamento da mastite e de outros processos infecciosos
em bovinos, demonstraram, comparativamente aos
demais antimicrobianos testados, baixa efetividade
in vitro contra SCN, em concordéncia com estudos
prévios?****!. Tal fato orienta para que a utilizagdo destas
bases seja realizada apds criteriosa avaliagdo de sua
eficiéncia contra os patégenos presentes no rebanho.

Tabela 3. Identificagdo de espécies de Staphylococcus coagulase-
negativa isoladas em casos de mastite em bovinos da bacia leiteira do
sul de Minas Gerais, no periodo de 2004 a 2008

Ne de
Espécie Percentual
isolados

Staphylococcus hyicus 18 15,0
Staphylococcus chromogenes 15 12,5
Staphylococcus gallinarum 15 12,5
Staphylococcus lentus 15 12,5
Staphylococcus epidermidis 13 10,8
Staphylococcus haemolyticus 07 5,8
Staphylococcus caprae 06 5,0
Staphylococcus simulans 05 42
Staphylococcus hominis 04 3,3
Staphylococcus sciuri 03 2,5
Staphylococcus capitis 01 0,8
Staphylococcus carnosus 01 0,8
Staphylococcus spp. 17 14,3

Total 20 100

O percentual de multirresisténcia revelado

pelos diferentes isolados de SCN estudados foi bastante
reduzido, verificando-se que 55,1% deles foram sensiveis a
todas as bases testadas e que somente 13,0% das mesmas
apresentaram indice MAR maiores que 0,20, o que
caracteriza a multirresisténcia*. Embora os resultados dos
antibiogramas tenham demonstrado a susceptibilidade
dos isolados testados para a maioria das bases utilizadas na
rotina de tratamento das mastites bovinas, a determinagio
dos perfis de sensibilidade aos antimicrobianos fornece
subsidios para o controle mais racional das mastites
causadas por estes micro-organismos, permitindo a
escolha mais criteriosa das bases a serem utilizadas,
minimizando a pressao de selecdo dos micro-organismos
envolvidos na etiologia das IIM no rebanho.

A baixa frequéncia de isolamentos de SCN
e a susceptibilidade dos mesmos para a maioria dos
antimicrobianos testados podem sugerir que estes
tenham importancia secunddria na etiologia das IIM
nos rebanhos estudados. No entanto, estudos recentes
demonstraram que as infecgdes por esses agentes sdo de
extrema relevincia para vacas primiparas*>", adquirindo
maior expressdo em rebanhos nos quais as infec¢oes por
patégenos maiores foram controladas, nos quais podem
representar a principal causa de elevagdo da CCSLT*"'416,
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Tabela 4. Avaliagdo da resisténcia aos antimicrobianos de 120 cepas de Staphylococcus coagulase-negativa isoladas de casos subclinicos e clinicos
de mastite em 35 rebanhos bovinos da regido sul de Minas Gerais, no periodo de 2004 a 2008

Espécie Numero de cepas resistentes aos antimicrobianos
(Ne de
o) 2 B 5 5 53 2% %2 585855 E¢8 5 E
S. capitis (1) 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0
S. caprae (6) 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1
S. chromogenes (15) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
S. epidermidis (13) 3 0 0 0 0 1 0 0 5 0 0 1 0 1 0 0 3 0 0 1
S. gallinarum (15) 3 0 1 1 1 0 0 0 3 0 0 2 0 1 0 1 5 0 0 3
S. haemolyticus (7) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1
S. hominis (4) 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2
S. hyicus (18) 2 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2
S. lentus (15) 3 0 0 1 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 1
S. sciuri (3) 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1
S. simulans (5) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1
Outras (17) 4 2 0 1 2 2 0 0 6 0 2 4 1 1 1 4 12 1 3 4
% de
8 33 08 1,7 33 33 0 0 21 0 33 92 08 25 1,7 5 28 33 33 14
resisténcia

AMP: Ampicilina; CFL: Cefalotina; CTX: Cefotaxima; CFQ: Cefquimona; CFT: Ceftiofur; CLO: Cloranfenicol; DAN: Danofloxacina; ENR:
Enrofloxacina; EST: Estreptomicina; FLO: Florfenicol; GEN: Gentamicina; LIN: Lincomicina; NBT: associagido de Neomicina, Bacitracina
e Tetraciclina; NEO: Neomicina; NIT: Nitrofurantoina; NOV: Novobiocina; PEN: Penicilina; POL: Polimixina B; SUT: Trimetoprim /

Sulfametoxazol; TET: Tetraciclina
CONCLUSAO

Staphylococcus coagulase-negativa apresentaram
ampla dissemina¢ao entre os rebanhos estudados,
verificando-se maior frequéncia de isolamentos em
rebanhos onde as IIM ocasionadas por patdgenos
contagiosos maiores foram controladas.

Observou-se grande diversidade entre as espécies
de SCN na populagao estudada, sendo Staphylococcus
hyicus a espécie mais frequente.

A populagio testada apresentou baixa resisténcia
in vitro aos antimicrobianos utilizados no tratamento
de IIM de bovinos.
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