EFICACIA IN VITRO DA GENTAMICINA SOBRE ]’BACTERIAS
ISOLADAS DE VACAS COM MASTITE SUBCLINICA NA
MICRORREGIAO ILHEUS-ITABUNA, BAHIA*

Uillians Volkart de Oliveira!, Gidedo da Silva Galvao?, Antonio Roberto da Paixdo Ribeiro?,
Jodo Luciano Andrioli* e Alexandre Dias Munhoz®*
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da gentamicina sobre bactérias isoladas de vacas com mastite subclinica na microrre-
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The aimed this study was evaluated in vitro the sensivity to anbiotics in bacteria iso-
lated from milk of cows diagnosed with subclinical mastitis, from 10 dairy farms, with
acess available, located in the microrregion Ilhéus-Itabuna in Bahia. Twenty percent of
lactating cows of each property was selected, and the selection criterion utilized was
the presence of the cow in the parlor at the time of visit. The test for identification of
subclinical mastitis was the California Mastitis testis (CMT), in roofs where a positive
reaction was detected, proceeded to the sample, with approximately 10 mL of milk in ste-
rile test tube with screw cap, identified and kept in refrigeration until it is processed and
later made the isolation and identification of bacteria. The antibiogram was performed by
disk diffusion method, and the antibiotics tested with the following concentrations per
disk: ampicillin (10pg), clindamycin (2pg), chloranphenicol (30pg), gentamicin (10ug),
oxacillin (1pg), penicilin (10ug), tetracycline (30pg) e vancomycin (30pg). The results
was analyzed using descriptive analysis to calculate absolute and relative frequencies
for the different parameters studied. Of the 187 cows selected and submitted to CMT, 74
was positive, totaling 110 teats reagents. Being identified 45 colonies of Staphylococcus
aureus, 45 de Corynebacterium sp., 37 de S. coagulase negative, 16 de Bacillus sp., 16
de Escherichia coli e 2 de Klebsiella sp. Among all tested antibiotics gentamicin was the
one with the lowest percentage of resistance in all bacteria isolated in this study, proved
to be an alternative to producers in the region of study for the control of bovine mastitis.

KEY WORDS. Staphylococcus aureus, antibiogram, bacterian resistence.

RESUMO. Neste estudo foi avaliada a sensibilida-  ca, provenientes de 10 propriedades leiteiras, com
de in vitro a antibioticos em bactérias isoladas de  disponibilidade de acesso, localizadas na Micror-
leite de vacas diagnosticadas com mastite subclini-  regidao Ilhéus-Itabuna no Estado da Bahia. Selecio-
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nou-se 20% das vacas em lactagdo de cada proprie-
dade, tendo como critério de selegdo a presenca das
mesmas na sala de ordenha no momento da visi-
ta. O teste escolhido para identificagdo da mastite
subclinica foi o California mastitis testis (CMT).
Nos tetos onde se detectou uma reagdo positiva ao
CMT, procedeu-se a colheita de aproximadamente
10mL de leite em tubo de ensaio estéril com tam-
pa de rosca, identificado e mantido sob refrigeragao
até o seu processamento, que visava o isolamento
e identificagdo das bactérias. O antibiograma foi
realizado pelo método de difusdo de disco, sendo
testados os antibidticos com as seguintes concen-
tragdes: ampicilina (10pg), clindamicina (2ug),
cloranfenicol (30pg), gentamicina (10pg), oxaci-
lina (1pg), penicilina (10pg), tetraciclina (30pug) e
vancomicina (30pg). Os resultados obtidos foram
analisados, utilizando analise descritiva de calculo
de frequéncias absoluta e relativa para os diferentes
parametros estudados. De 187 vacas selecionadas e
submetidas ao CMT, 74 foram positivas, totalizan-
do 110 tetos reagentes. Identificou-se 45 colonias
de Staphylococcus aureus, 45 de Corynebacterium
sp., 37 de S. coagulase negativo, 16 de Bacillus sp.,
16 de Escherichia coli e 2 de Klebsiella sp. Dentre
todos os antibidticos testados a gentamicina foi a
que apresentou o menor percentual de resisténcia
em todas as bactérias isoladas, demonstrando ser
uma alternativa aos produtores da regido de estudo,
no controle da mastite bovina.

PALAVRAS-CHAVE. Staphylococcus aureus, Antibiograma,
Resisténcia bacteriana.

INTRODUCAO

A mastite ¢ a inflamag¢do da glandula mama-
ria, em geral provocada pela presenca de bactérias
(Langoni et al. 2001, Oliveira et al. 2010), podendo
levar a descarte de vacas (Silva et al. 2004), perdas
na produgdo leiteira (Philpot 1984) e consequen-
temente prejuizos na industria de produtos lactéos
(Oliveira et al. 2000).

O aumento da resisténcia aos antibioticos em
bactérias provenientes de ambientes de producao
animal e as possiveis implicacdes para saude publi-
catém levado a uma intensiva fiscalizacao do uso de
antimicrobianos (Lima et al. 2006), sendo de suma
importancia um melhor conhecimento do perfil de
resisténcia dessas bactérias (Hogan & Smith 2003),
uma vez que esta resisténcia € o principal motivo da
ineficiéncia terapéutica (Langoni et al. 2000a).

Logo, a realizag¢do de estudos relacionados com

a etiologia e sensibilidade in vitro dos microrganis-
mos frente aos antibidticos fornecem informacoes
que possibilitam aumento da produtividade do reba-
nho, bem como melhor qualidade do leite produzi-
do (Langoni et al. 2001, Medeiros et al. 2009), pois
do contrario caso a pressao de selecdo continue € o
controle microbiano se torne ineficaz, a propagacao
da resisténcia se expandird, com aumento da popu-
lagdo de bactérias que serdo totalmente resistentes
aos antibidticos atualmente disponiveis (Dalmarco
et al. 2006, Medeiros et al. 2009), como o Staphylo-
coccus aureus que tornou resistente a meticilina
(MRSA) (CLSI 2005).

Dentro deste contexto a realiza¢ao deste estudo
teve o objetivo de avaliar a sensibilidade in vitro
para antibidticos por bactérias isoladas de leite de
vacas diagnosticadas com mastite subclinica, na
microrregido Ilhéus-Itabuna, estado da Bahia.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi realizado, em 10 propriedades lei-
teiras, com disponibilidade de acesso, da microrre-
gido Ilhéus-Itabuna (Altitude de 47 m; Latitude Sul
14°70" e Longitude Oeste 39°03'), no periodo de
julho de 2008 a julho de 2009. Selecionou-se 20%
das vacas em lactagdao de cada propriedade, tendo
como critério de sele¢do a presenca das mesmas na
sala de ordenha no momento da visita. Os rebanhos
eram compostos por vacas mesticas (zebuinas x eu-
ropéias) com diferentes graus de consaguinidade,
em diferentes estagios de lactacao.

Coleta das amostras e isolamento bacteriano

Nos tetos onde se detectou uma reagao positiva
pelo California mastitis testis (CMT), procedeu-se
a colheita das amostras, com aproximadamente
10mL de leite em tubo de ensaio estéril com tampa
de rosca, identificado e mantidos sob refrigeracao
até o seu processamento. Uma aliquota de 20 pL
do leite foi inoculada em Agar sangue ovino 5%
desfibrinado, sendo incubado posteriormente em
estufa bacterioldgica a 37°C, no periodo de 24 a 48
horas. Procedeu-se o isolamento e identificagdao das
bactérias de acordo com suas caracteristicas morfo-
tintoriais e bioquimicas propostas por Quinn et al.
(2005).

Teste da Susceptibilidade
O antibiograma foi realizado pelo método de
difusdo de disco de acordo com os padrdes esta-
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belecidos pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI 2005), sendo testados os antibioti-
cos com as seguintes concentragdes por disco: am-
picilina (10pg)*, clindamicina (2ug)*, cloranfenicol
(30ug)*, gentamicina (10ug)*, oxacilina (1ug)*, pe-
nicilina (10ug)*, tetraciclina (30ug)* e vancomicina
(30pg)*. Os diametros dos halos de inibigao de cres-
cimento obtidos foram registrados e interpretados
de acordo com os padrdes estabelecidos pelo CLSI
(2005).

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados, utili-
zando andlise descritiva de calculo de frequéncias
absoluta e relativa para os diferentes parametros es-
tudados (Sampaio 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 187 vacas selecionadas e submetidas ao
CMT, 74 foram positivas, totalizando 110 tetos re-
agentes. Sendo identificadas 45 colonias de S. au-
reus, 45 de Corynebacterium sp., 37 de S. coagulase
negativo, 16 de Bacillus sp., 16 de Escherichia coli
e 2 de Klebsiella sp.

Todas as colonias isoladas apresentaram um alto
percentual de resisténcia aos antibidticos betalac-
tamicos (tabelas 1, 2 e 3). Além, da possibilidade
do seu uso indiscriminado, estes resultados podem
~ * Sensifar e Multifar-Cefar®.

estar associados a presenca de S. aureus resisten-
tes a meticilina (MRSA) (CLSI, 2005), tendo o
gene mecA associado a resisténcia (Chung et al.
2008), sendo este também o provavel responsavel
pela resisténcia de S. coagulase negativo (Liithje
& Schwarz 2006, Febler et al. 2010). Nao obstan-
te uma alta produgdo de PB-lactamase (Oliveira et
al. 2000) enzima que pode estar presente tanto em
bactérias gram-positivas quanto nas gram-negativas
(Sousa Junior et al. 2004), justificaria os resultados
encontrados para Corynebacterium sp e E. coli.

Os estudos de Gentilini et al. (2000), Pengov &
Ceru (2003), Turutoglu et al. (2006), Coelho et al.
(2009) e Vanderhaeghen et al. (2010) para S. au-
reus e Bueno et al. (2003) e Ebrahimi et al. (2007)
para os gram-negativos demonstram que a resistén-
cia aos antibioticos beta-lactimicos € cosmopolita e
uma vez que estes estdo entre os antibioticos mais
utilizados para o tratamento da mastite bovina (Gu-
ler et al. 2005) o que remete a necessidade de seu
uso e dose adequados, com avaliacdo in vitro prévia
para determinacao da sensibilidade.

O cloranfenicol mostrou uma eficicia acima de
80% frente a S. aureus, S. coagulase negativo e Ba-
cillus sp. (tabela 1 e 2), no entanto o seu uso nao
¢ recomendado em animais cujos produtos sejam
destinados ao consumo, devido a sua toxicidade
(Fergunson et al. 2005). A vancomicina se mostrou
eficaz frente a E. coli (tabela 3), enquanto que a

Tabela 1. Perfil de sensibilidade a antibiéticos de microorganismos isolados de vacas com mastite subclinica

na microregido llheus-ltabuna, BA.

Antibiéticos Staphylococcus aureus Staphylococcus coagulase negativo
Numero (%) Numero (%)

Bactérias Resistente Intermediario Sensivel Bactérias Resistente Intermediario Sensivel
Gentamicina 37 0(0) 0(0) 37(100) 45 3(6,66) 2(4,44) 40(88,88)
Vancomicina 37 14(37,83) 0(0) 23(62,16) 45 13(28,88) 0(0) 32(71,11)
Cloranfenicol 37 1(2,70) 5(13,51) 31(83,78) 45 4(8,88) 1(2,22) 40(88,88)
Clindamicina 37 11(29,72) 12(32,43) 14(37,83) 45 15(33,33) 15(33,33) 15(33,33)
Tetraciclina 37 5(13,51) 8(21,62) 24(64,86) 45 4(8,88) 12(26,66) 29(64,44)
Oxacilina 37 29(78,37) 0(0) 8(21,62) 45 37(82,22) 0(0) 8(17,77)
Ampicilina 37 27(72,97) 0(0) 10(27,02) 45 35(77,77) 0(0) 10(22,22)
Penicilina 37 26(70,27) 0(0) 11(29,72) 45 44(97,77) 0(0) 1(2,22)

Tabela 2. Perfil de sensibilidade a antibiéticos de microorganismos isolados de vacas com mastite subclinica

na microregido llheus-ltabuna, BA.

Antibidéticos Corynebacterium sp. Bacillus sp.
Numero (%) Numero (%)
Bactérias Resistente Intermediario Sensivel Bactérias Resistente Intermediario Sensivel
Gentamicina 45 0(0,0) 2(4,44) 43(95,55) 16 0(0,0) 1(6,25) 15(93,75)
Vancomicina 45 15(33,33) 0(0,0) 30(66,66) 16 0(0,0) 0(0,0) 16(100,0)
Cloranfenicol 45 17(37,77) 1(2,22) 27(60,0) 16 0(0,0) 2(12,5) 14(87,5)
Clindamicina 45 29(64,44) 0(0,0) 16(35,55) 16 7(43,75) 5(31,25) 4(25,0)
Tetraciclina 45 19(42,22) 5(11,11) 21(46,66) 16 1(6,25) 2(12,5) 13(81,25)
Oxacilina 45 42(93,33) 0(0,0) 3(6,66) 16 11(68,75) 4(25,0) 1(6,25)
Ampicilina 45 32(71,11) 5(11,11) 8(17,77) 16 9(56,25) 5(31,25) 2(12,5)
Penicilina 45 37(82,22) 3(6,66) 5(11,11) 16 9(56,25) 2(12,5) 5(31,25)
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Tabela 3. Perfil de sensibilidade a antibidticos de microorganismos isolados de vacas com mastite subclinica

na microregido llheus-ltabuna, BA.

Antibioéticos Escherichia coli Klebsiella sp.
Numero (%) Numero (%)
Bactérias Resistente Intermediario  Sensivel Bactérias Resistente Intermediario Sensivel
Gentamicina 16 0(0) 1(6,25) 15(93,75 02 0(0) 0(0) 2(100)
Vancomicina 16 1(6,25) 1(6,25) 14(87,5) 02 1(50,0) 0(0,0) 1(50,0)
Cloranfenicol 16 3(18,75) 5(31,25) 8(50) 02 2(100,0) 0(0,0) 0(0,0)
Clindamicina 16 9(56,25) 1(6,25) 6(37,5) 02 1(50,0) 1(50,0) 0(0,0)
Tetraciclina 16 1(6,25) 3(18,75) 12(75) 02 0(0,0) 0(0,0) 2(100,0)
Oxacilina 16 16(100) 0(0) 0(0) 02 2(100,0) 0(0,0) 0(0,0)
Ampicilina 16 13(81,25) 2(12,5) 1(6,25) 02 0(0,0) 0(0,0) 2(100,0)
Penicilina 16 12(75) 2(12,5) 2(12,5) 02 2(100,0) 0(0,0) 0(0,0)

clindamicina depois dos antibidticos betalactami-
cos foi o que obteve a pior eficdcia, ndo tendo dessa
forma o seu uso aconselhado para a regido.

A tetraciclina obteve baixa porcentagem de
bactérias resistentes (tabela 1, 2 e 3), a excecdo de
Corynebacterium sp. (tabela 2) e uma vez que hou-
ve resisténcia em apenas 13,51% das coldnias de S.
aureus isoladas (tabela 1), pode-se sugerir que o uso
indiscriminado desse antibiotico na regido possa ser
baixo, uma vez que Moroni et al. (2006) observa-
ram 58,8% de colonias de S. aureus resistentes a
tetraciclina, tendo como justificativa o uso acentua-
do deste antibiotico para combate de enfermidades
respiratorias na regiao.

Dos antibioticos testados, a gentamicina foi o que
obteve a menor porcentagem de bactérias resisten-
tes, com resisténcia observada em apenas 3 (6,67%)
de 45 colonias de S. coagulase negativo (tabela 1).
Esta eficacia corrobora com os estudos realizados
por Gentilini et al. (2002), Nunes et al. (2007), Go-
oraninejad et al. (2007) e Nam et al. (2009).

Essa informagdo ¢ importante para a regido no
ambito técnico, principalmente para profissionais
que atuam a campo e que nao dispdem de estrutu-
ra para procedimentos laboratoriais (Cunha et al.
2006). Entretanto, se o seu uso for frequente e de
forma inadequada, faz com que as chances de su-
cesso regridam bastante (Nader Filho et al. 2007),
uma vez que o uso indiscriminado destes antibio-
ticos influencia nos mecanismos de resisténcia das
bactérias (Meng et al. 1998, Schroeder et al. 2002)
como observado em diversos estudos (Chopra &
Roberts 2001, Bueno et al. 2003, Freitas et al. 2005,
Turutoglu et al. 2006, Nader Filho et al. 2007).

Logo, ressalta-se a necessidade de realizagdo de
exames microbiologicos e de testes de sensibilidade
in vitro das amostras isoladas dos casos de masti-
te, antes da prescricdo de uma droga antibacteriana
(Marinho et al. 2002), pois o seu uso correto mini-
mizara o desenvolvimento de resisténcia, além do

ganho qualitativo com o controle € monitoramente
da mastite bovina, levando-se em consideragdo a
importancia do tratamento das mastites como parte
de um programa integrado para o seu controle (Lan-
goni et al. 2000b).

CONCLUSOES

Dentre todos os antibidticos testados a genta-
micina foi a que apresentou o menor percentual
de resisténcia em todas as bactérias isoladas neste
estudo, demonstrando ser uma alternativa aos pro-
dutores da regido de estudo, no controle da mastite
bovina.
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