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1. INTRODUGAO

A mastite € uma doenca de extrema importancia para a producao leiteira.
Conceitualmente, é o processo inflamatério da glandula mamaria, normalmente
associado com origem infecciosa, cuja etiologia pode ser bastante diversa, a
depender da localizagédo geografica (SANTOS & FONSECA, 2019).

Em 2013, BANDEIRA et al. identificou a presenca de Staphylococcus aureus
em mastites bovinas na regido sul do Rio Grande do Sul. Em 2017, Dal VESCO et
al. verificou altos niveis de resisténcia antimicrobiana para Penicilina, Cefalexina,
Gentamicina, Neomicina, Tetraciclina e Trimetoprima para estafilococos coagulase
positiva de mastites bovinas, na mesma regido, porém sem definir a espécie
bacteriana, apenas o género: Staphylococcus sp.

Staphylococcus aureus é uma das bactérias de preocupagao para a saude
mundial por multirresisténcia, de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) e Organizagcdo Mundial de Saude Animal (OIE). Dessa forma, o objetivo
deste trabalho é identificar a presenca de S. aureus multirresistentes associados
com quadros de mastites em bovinos leiteiros.

2. METODOLOGIA

Foram isoladas colénias bacterianas em Agar Sangue Acumedia® a partir da
semeadura por esgotamento de leite mastitico recebidos no Laboratério de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal da Universidade Federal de Pelotas
(LIPOA/UFPEL) através de projetos de extensdo. As coldnias foram submetidas a
identificacdo bioquimica conforme SANTOS e FONSECA, 2019, e antibiograma
conforme o CLSI, 2024. Ao todo foram analisadas 44 amostras.

Inicialmente realizaram-se esfregacos para realizagcdo de microscopia,
utilizando-se a coloragdo de Gram. Na microscopia procuraram-se COCOS
Gram-positivos. Os demais isolados foram descartados.

Para identificacdo do género, utilizou-se a prova bioquimica de catalase
com peroxido de hidrogénio 10 volumes. Como controle positivo do peréxido de
hidrogénio utilizou-se a ATCC 25923, de Staphylococcus aureus. Isolados com
resultado negativo na prova da catalase foram descartados, os que obtiveram
resultado positivo foram identificados como pertencentes do género
Staphylococcus sp.

A classificagdo como pertencente ao grupo “coagulase positivo’, ou
‘coagulase negativo” se deu através da detecgdo da enzima coagulase. Para
realizagcédo do ensaio, foi selecionada uma coldnia de cada isolado multiplicado em
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agar sangue, catalase positivo, e incubada em caldo Infusdo Cérebro-Coracéo
(BHI), Oxoid®, por 24h a 37°C. Juntamente com os isolados foram incubados
tubos contendo caldo BHI estéril da mesma partida dos tubos utilizados para os
isolados, como controle negativo. Apds a verificagdo de aumento da densidade
optica comparada ao controle negativo, incubou-se por 24 horas a 37°C em
eppendorfs 0,1 ml de caldo BHI com a col6nia multiplicada e 0,3ml de plasma
equino. Realizaram-se leituras consecutivas com 6h, 18h e 24h de incubagéao.
Aqueles isolados que em qualquer uma das leituras coagularam o plasma foram
considerados “coagulase positiva”, enquanto aqueles que ao final de 24h né&o
apresentaram qualquer formagao de coagulo, foram considerados “coagulase
negativo”, e foram descartados. Para realizagao do ensaio utilizou-se o BHI estéril
incubado juntamente com os isolados como controle negativo, e a ATCC 25923
como controle positivo.

Para classificacdo na espécie S. aureus realizou-se o teste de
Voges-Proskauer (VP). Segundo ZELON, et al. (2009) isolados de
Staphylococcus sp. coagulase positivo, com resultado positivo no teste de VP sao
Staphylococcus aureus. Para realizacdo do ensaio, incubou-se por 48h a 37°C
uma colonia do isolado em um ml de caldo MR-VP, Himedia®. Juntamente com os
isolados incubaram-se tubos de MR-VP estéreis de mesma partida, a fim de
verificar a diferenca na densidade oOptica apds a incubagdo. Todos os tubos
contendo isolados coagulase positivo tiveram aumento na densidade éptica. Apos
a realizagao do teste, os isolados que obtiveram resultado positivo passaram a
ser considerados S. aureus. Utilizou-se como controle negativo Escherichia coli
ATCC 25922, e como controle positivo S. aureus ATCC 25923.

Foi realizado antibiograma para todos os isolados de S. aureus,
buscando-se isolados multirresistentes. Utilizou-se a técnica de discos de difuséo,
conforme o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e Brazilian
Committee on Antimicrobial Susceptibility test (BrCast). Testou-se a sensibilidade
para Penicilina G, Oxacilina, Ampicilina, Ampicilina com Sulbactam, Amoxicilina
com Clavulanato, Piperacilina com Tazobactam, Cefalexina, Cefazolina,
Cefalotina, Cefuroxima, Cefoxitina, Ceftriaxona, Cefotaxima, Ceftiofur, Cefepima,
Imipenem, Meropenem, Ertapenem, Vancomicina, Amicacina, Gentamicina,
Neomicina, Azitromicina, Eritromicina, Clindamicina, Doxiciclina, Tetraciclina,
Minociclina, Linezolida, Cloranfenicol, Rifampicina, Ciprofloxacino, Enrofloxacino,
Moxifloxacino, Levofloxacino, Cotrimazol, Sulfonamidas e Trimetoprima.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 44 amostras analisadas, oito ndo tiveram crescimento com 48h de
incubacdo em Agar Sangue. Foi realizado Gram de 36 isolados, sendo que 12
foram descartados por nao serem cocos Gram-Positivos. Os 24 cocos
Gram-positivos foram submetidos a catalase, e todos foram positivos, portanto
houveram 24 isolados de Staphylococcus sp. Posteriormente, na prova da
coagulase, cinco foram coagulase negativa, e no teste de VP, apenas uma foi
negativa. A partir desses resultados, conclui-se que haviam 18 S. aureus nas
amostras analisadas.

No antibiograma foi verificada a presenca de apenas um isolado
multirresistente. Os resultados dos antibiogramas de todos os isolados
encontram-se na tabela 1.

Tabela 1: Resultado do antibiograma dos 18 isolados de Staphylococcus aureus
obtidos de amostras de leite mastitico.
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S- Isolado sensivel; |- Isolado com resisténcia intermediaria; R- Isolado
resistente

A resisténcia aos farmacos ocorre por diferentes mecanismos
conformacionais e/ou metabdlicos, que conferem aos microrganismos a
capacidade de sobreviver, se multiplicar, manifestar seus fatores de viruléncia,
mesmo estando em meio a concentragdes terapéuticas do principio ativo. No
presente estudo, foi encontrado um isolado multirresistente, que conforme a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), séo isolados com resisténcia
a trés farmacos de classes distintas.

Chama a atengao que mesmo em uma pequena amostra, foi verificada a
presenca de algum grau de resisténcia para dez diferentes principios ativos, que



) 4( 10° SIIEPE ) ,
B NTEGRADA XXXIII CIC - CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA

; ‘ UFPEL 2024

representam 25% dos antimicrobianos testados. O presente estudo demonstra a
necessidade de um levantamento epidemiolégico com uma amostra significativa
na regiao, a fim de verificar o perfil de sensibilidade de S. aureus em mastites da
regiao geografica.

Os antimicrobianos que apresentaram um maior numero de isolados com
algum grau de resisténcia foram as sulfonamidas e bacitracina, respectivamente.
Alguns principios ativos ndo apresentaram, na amostra analisada, isolados com
qualquer grau de resisténcia, entretanto € necessario ponderar o pequeno
tamanho da amostra.

4. CONCLUSOES
A partir do presente estudo conclui-se que ha a presenca de S. aureus
multirresistente em mastites nos rebanhos leiteiros na regido sul do Rio Grande
do Sul. Sendo assim, € necessaria a sequéncia do presente estudo a fim de
estabelecer o perfil de sensibilidade aos principios ativos a partir de um numero
maior de isolados.
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