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051. Isolamento e identificagdo de Staphylococcus aureus resistentes & antimicrobianos em
amostras de leite bubalino

Isolation and identification of antimicrobial resistant Staphylococcus aureus isolated from buffalo
milk samples

Camila Chioda de Almeida'; Lucas José Luduverio Pizauro*; Oswaldo Durival Rossi Junior;
Fernando Antdnio de Avilal; Luiz Francisco Zafalon?; Jodo Martins Pizauro®

Resumo: A producdo brasileira de leite de bufala e de seus derivados vém crescendo
anualmente devido as suas caracteristicas peculiares. O género Staphylococcus destaca-se por ser
causador da mastite contagiosa e de dificil tratamento devido a resisténcia aos antimicrobianos. Neste
estudo foram colhidas 160 amostras de leite de bafala de uma propriedade localizada no municipio de
Analandia, Estado de Sdo Paulo. Nenhuma bufala apresentou sinais clinicos de mastite, 32 quartos
mamarios apresentaram mastite subclinica com reagdo positiva ao CMT. Foram isoladas 22 estirpes
de Staphylococcus aureus (13,7%). As estirpes demonstraram sensibilidade a cloranfenicol (100%),
rifampicina  (100%), cefepime(100%), oxacilina(100%), ciprofloxacina, gentamicina(100%),
tetraciclina (100%) clindamicina (96,9%), vancomicina (96,9%), (96,9%), cotrimoxazol (93,8%) e,
entretanto demonstraram resisténcia a penicilina (31,3%) e eritromicina (43,8%) e uma estirpe
apresentou-se multirresistente. Estes resultados reforgam que assim como nos bovinos, os bubalinos
necessitam de um rigido programa de controle sanitario, principalmente da mastite.
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Abstract: The Brazilian production of buffalo milk and its derivatives is increasing annually
due to its peculiar characteristics, which exceed those of cow milk. The Stahylococcus genre stands
out for being the cause of contagious mastitis and the difficult to treat due to antimicrobial resistance.
In this study, 160 samples of buffalo milk from a farm located in Analandia, Sdo Paulo State, were
collected. No buffalo demonstrated clinical mastitis, subclinical mastitis were detected in 32 with
positive reaction to CMT. Twenty-two strains of Staphylococcus aureus (13.7%) were isolated. The
strains demonstrated susceptibility to clindamycin (96.9%), vancomycin (96.9%), chloramphenicol
(100%), rifampicin (100%), cefepime (100%), oxacillin (100%), ciprofloxacin (96.9 %), gentamicin
(100%), cotrimoxazole (93.8%) and tetracycline (100%), but were resistant to penicillin (31.3%), and
erythromycin (43.8%) and one stain demonstrated multiresistant. These results reinforce that as in
bovine, buffaloes require a rigid program of sanitary control, especially for mastitis.
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Introducéo

A producgéo brasileira de leite de
bdfala e de seus derivados vém crescendo
anualmente. Assim como 0s bovinos, 0s
bubalinos também podem apresentar
mastite, diminuindo a producdo e
alterando a composicdo do leite (Hamza;
Choudhuri, 1994). @) género
Staphylococcus destaca-se por serem estes
microrganismos causadores de mastite
contagiosa e de dificil tratamento (Szweda
et al. 2012). Os antimicrobianos mais
utilizados para o tratamento da mastite por
Staphylococcus. aureus sdo os J-
lactdmicos e 0 seu uso indevido tem
contribuido para o aumento de
mecanismos de resisténcia, incluindo a
baixa afinidade da proteina de ligacdo a
penicila (PBP2a) (Memon et al. 2013).
Nesta pesquisa foi analisada a frequéncia
de isolamento de S aureus em relacdo ao
teste do California Mastits Test — CMT,
Contagem de Células Somaticas — CCS e a
frequéncia de sensibilidade a alguns
antimicrobianos.
Materiais e Métodos

Foram coletadas 160 amostras
provenientes de 40 bdfalas de uma
propriedade localizada no municipio de
Analandia, Estado de Séo Paulo. Apds a
inspecdo da glandula mamaria, foi
realizada prova da caneca telada de fundo
escuro e California Mastitis Test — CMT

(Schalm & Noorlander, 1957). A amostras
de leite foram colhidas apds realizada
assepsia dos tetos. A identificacdo de
Staphylococcus spp foi realizada de acordo
com Lancette & Bennett (2001). Outros
microrganismos  foram identificados
segundo protocolo do Nacional Mastitis
Concil (NMC, 1999). A confirmacéo de S.
aureus foi realizada pela presenca do gene
sa442 (Martineau et al. 1998). A contagem
de células somaticas (CCS) foi obtidas por
citometria de fluxo utilizando matriz
bovina de acordo com o International
Dairly Federation (IDF, 2006) realizados
pela Clinica do leite ESALQ-USP. A
producdo de biofilme foi investigada por
cultivo em Agar Vermelho Congo e teste
de Microplaca. A andlise da correlagdo
entre isolamento de S.aureus e a variacao
na contagem de células somaticas foi
realizada pelo teste de Kruskal-Wallis
(Triola, 2008) dados foram analisados
utilizando-se  programa Estatistico R
(versdo 3.1).
Resultados e Discussao

Das 160 amostras de leite obtidas
de 40 badfalas entre 2013 e 2014 obtidas de
uma propriedade rural localizada no
municipio de Analandia, nenhuma
apresentou sinais clinicos de mastite, 32
apresentaram mastite subclinica com
reacdo positiva ao CMT. Foram isoladas
22 estirpes de S. aureus representando uma



frequéncia de  13,7%, resultados
semelhantes foram encontrados por El-
Jakeen et al. (2013) 15% e EIl Jakeen et al.
(2010) 19,1%.

O isolamento de S. aureus em
amostras de leite ndo reativas ao CMT

correspondeu a 68,2% (Tabela 1), segundo

estudos de Kapronezai et al. (2005), que
também observaram alta frequéncia de
quartos negativos ao CMT com isolamento
microbioldgico, em bubalinos esses
resultados levam a crer que a frequéncia de
animais portadores no rebanho € alta
(Tabela 1).

Tabelal. Relacdo entre a reacdo ao teste do California Mastitis Test (CMT) e o isolamento

de S. aureus em amostras de leite bubalino.

Reacdo ao CMT

Isolamento de S.aureus

Positivo
Negativo

Total

7 (31,8%)
15 (68,2%)

22 (100%)

A média da CCS de quartos com
isolamento de S. aureus foi significativa
superior a de quartos sem isolamento
(Tabela 2). Kapronezai et al. (2005)
relatou valores de mediana para CCS de
8.500/ml, quando foram isolados

Staphylococcus, em bubalinos. Em um

estudo de Carvalho et al. (2007) amostras
obtidas de leite com médias de CCS
variando de 12.840/ml a 149.680/ml
apresentaram  infeccdo por  diversos
patdgenos da mastite dentre eles o S.

aureus.

Tabela 2. Relagdo da média da contagem de células somaticas e a frequéncia de isolamento

de S. aureus obtidos de amostra de leite bubalino.

Isolamento CCS (células/mL) Frequéncia
+ 422.727+581.546" 22
- 166.912+267.041° 58

Médias seguidas de letras maiusculas iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste

de Kruskal Wallis (P>0,05)



As estirpes de S. aureus obtidas no
estudo  demostram  sensibilidade a
(96,9%),

cloranfenicol

Clindamicina Vancomicina
(96,9%), (100%),
rifampicina  (100%), cefepime(100%),
oxacilina(100%), , ciprofloxacina (96,9%),
gentamicina(100%), cotrimoxazol (93,8%)

(100%),
resisténcia a penicilina
(31,3%), e a eritromicina (43,8%) (Tabela

3). Somente uma estirpe demonstrou

e tetraciclina entretanto

demonstraram

multirresisténcia a trés antimicrobianos
simultaneamente (eritromicina, penicilina
e cotrimoxazol). Memon et al. (2013)
relataram a presencga de 100% de isolados
de S.aureus multirresistentes em amostras
de leite bovino na China, Medeiros et al.
(2011)  encontraram  amostras  de
Staphylococcus com 71,8% de resisténcia
a penicilina, 65,8% oxacilina 58,7%
eritromicina, 35,1% a gentamicina. 35,1%
ao cotrimoxazol em rebanhos brasileiros.
Khudaier et al. (2014) observaram

S.aureus isolados de leite bubalino

apresentando 37,5% de resisténcia ao
cloranfenicol, 100% de resisténcia a
oxacilina, 100% de sensibilidade a
gentamicina e 75% de sensibilidade a
vancomicina. Embora Medeiros et al.
(2011) sugerirem que exista uma
disseminagédo de mecanismos associados a
resisténcia antimicrobiana entre
Staphylococcus em rebanhos bubalinos no
Brasil, neste estudo entretanto
demonstrou-se  baixa resisténcia  aos
antimicrobianos utilizados, com excec¢éo
da penicilina e da eritromicina, o que
condiz com as sugestdes de Queiroz et al.
(2012) de que a aquisicio de
resisténcia/multirresisténcia esta
relacionada ao wuso indiscriminado e
inadequado de antimicrobianos, sendo
assim intimamente relacionado com um
bom programa sanitario na propriedade. A
resisténcia a penicilina e a eritromicina
pode estar relacionada a estes serem 0s
farmacos de eleicdo em casos de

enfermidades nos animais.

Tabela 3. Resistencia e sensibilidade antimicrobiana dos S. aureus isolados de amostras de leite bubalino.

Antibidtico Resistencia Sensibilidade

Cefepime 100%
Cloranfenicol 100%
Gentamicina 100%

Oxacilina 100%




Rifampicina 0,00 100%

Tetraciclina 0,00 100%
Ciprofloxacina 3,13 96,9%
Clindamicina 3,13 96,9%
Vancomicina 3,13 96,9%
Cotrimoxazol 6,25 93,8%

Penicilina 31,3 68,8%

Eritromicina 43,8 56,3%

Conclusoes EL-JAKEE, J.K.AH.; ZAKI, E.R.; FARAG,

Devido a positividade do exame
microbiologico, mesmo nas amostras em
teste do CMT negativo é preocupante, pois
mostra que ha veiculacdo do S. aureus no
rebanho. O relato de multirresisténcia de
estirpe de S. aureus a trés antimicrobianos
simultaneamente é preocupante, pois a
persisténcia deste microrganismo dificulta
0 tratamento da doenca e contribui para
disseminacdo de estirpes resistentes. Estes
resultados reforcam que assim como nos
bovinos, os bubalinos necessitam de um
rigido programa de controle sanitario,
principalmente da mastite.
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