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Resumo: A resisténcia a antimicrobianos € um assunto de interesse em Medicina Veterinaria assim como
em Saude Publica. Espécies do género Staphylococcus sdo agentes etioldgicos frequentes de mastite
bovina e bubalina e os padrées de resisténcia podem diferir consideravelmente entre as diferentes
espécies, sendo necessaria ndo somente a identificagdo das mesmas, mas também conhecer suas
caracteristicas de susceptibilidade ou resisténcia. O objetivo do presente estudo foi o de estabelecer o
fendtipo de resisténcia de estirpes de Staphylococcus isoladas de amostras de leite de bufalas com infecgéo
intramamaria. O fendtipo de resisténcia foi avaliado pelo teste de difusdo em agar com discos de
antibioticos. Quarenta e quatro estirpes (62%) foram susceptiveis a todos os antimicrobianos testados.
Dezessete estirpes (24%) foram resistentes as sulfonamidas e nove estirpes (12,6%) foram resistentes a
penicilina. Treze estirpes de S. chromogenes ndo apresentaram crescimento satisfatério em agar Mueller-
Hinton, para a realizacdo dos testes com estas estirpes foi necessario o enriquecimento do meio com soro
de bovino. As estirpes de S. aureus e S. chromogenes deste estudo apresentaram menor resisténcia a
penicilina, se comparada a resultados de estudos anteriores, entretanto as estirpes de S. chromogenes
apresentaram maior resisténcia as sulfonamidas.

Palavras—chave: Staphylococcus aureus, Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus hyicus,
sulfonamidas, resisténcia

Antimicrobial Susceptibility of Staphylococcus Species Isolated from Milk of Buffalo Cows with
Intramammary Infection

Abstract: Antimicrobial resistance is a subject of interest in Veterinary Medicine as well as in Public Health.
Species of the genus Staphylococcus are frequent etiological agents of bovine and buffalo mastitis.
Identifying the different species that cause intramammary infections and knowing their resistance patterns
are subjects of great importance. The objective of the present study was to access the resistance phenotype
of Staphylococcus isolates from milk of buffalo cows with intramammary infection. The resistance phenotype
was evaluated by the agar diffusion test with antibiotic discs. Forty-four strains (62%) were susceptible to all
antimicrobials tested. Seventeen strains (24%) were resistant to sulfonamides and nine strains (12.6%) were
resistant to penicillin. Thirteen strains of S. chromogenes did not show satisfactory growth on Mueller-Hinton
agar used for the susceptibility tests, and it was necessary to enrich the medium with bovine serum. S.
aureus and S. chromogenes strains of this study showed lower resistance to penicillin compared to results
from previous studies. However, S. chromogenes strains presented higher resistance to sulfonamides.
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INTRODUGAO

A utilizacado de forma indiscriminada ou errdnea de antimicrobianos como medida terapéutica ou de
profilaxia para tratamento de doencas e ganho em indices de crescimento e eficiéncia alimentar em
diferentes espécies animais contribui para a selecdo de microrganismos resistentes a antimicrobianos
usados em medicina veterinaria e medicina humana (Teuber, 2001).

A mastite € uma inflamagéo da glandula mamaria frequentemente causada por bactérias do género
Staphylococcus. Staphylococcus aureus é um agente etioldgico de mastite bovina frequentemente isolado
dos rebanhos leiteiros brasileiros (Santiago-Neto et al., 2014), e muita informacgéo a respeito deste agente é
encontrada na literatura. Em contrapartida, estudos com Staphylococcus coagulase-negativa (SCN) séo
feitos de forma menos intensiva, seja pelo fato de que a doenga causada por estes microrganismos ser de
curso relativamente moderado, seja pela dificuldade de identificacdo das diferentes espécies de SCN
(DEVRIESE, 2002). Entretanto, o impacto econémico causado por esta manifestagdo e os padrdes de
resisténcia podem diferir consideravelmente entre as espécies de Staphylococcus, tornando-se necessaria
a identificacédo das diferentes espécies e as caracteristicas inerentes a elas.

O objetivo do presente estudo foi estabelecer o fendtipo de resisténcia de trés espécies de
Staphylococcus isoladas de leite de bufalas com infecgéo intramamaria.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com 71 estirpes de Staphylococcus, 30 S. aureus, 40 S. chromogenes e um
S. hyicus, isoladas de amostras de leite de bufalas com mastite subclinica, coletadas entre margo e
novembro 2003, de rebanhos leiteiros localizados nos municipios de Luz, Dores do Indaia, Estrela do Indaia
e Corrego Danta, na regido do Alto Sao Francisco, Minas Gerais. As estirpes foram previamente
identificadas por caracteristicas fenotipicas, PCR do gene femA e pelo sequenciamento dos genes 16S
rRNA e tuf (Carvalho et al., 2007; Santos et al., 2015) e mantidas na Cole¢do de Microrganismos de
Interesse da Agroindustria e Pecuaria da Embrapa Gado de Leite.

A resisténcia aos antimicrobianos foi testada pelo teste de difusdo em agar com discos de
antibidticos, de acordo com as recomendagdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2013a), com os seguintes antimicrobianos (Oxoid, Hampshire, Reino Unido): penicilina G (10 Ul), ceftiofur
(30 pg), cefalotina (30 ug), cefoxitina (30 ug), tetraciclina (30 pg), gentamicina (10 ug), enrofloxacina (5 ug),
eritromicina (15 pg), clindamicina (2 pg), sulfonamidas (300 pg) e trimetoprim/sulfametoxazol (1,25/23,75
Mg). A estirpe S. aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle de qualidade do teste. A leitura foi realizada
comparando-se os resultados com os pontos de corte descritos no documento VET01-S2 (CLSI, 2013b).

Durante a realizagdo dos testes, foi observado que treze estirpes de S. chromogenes nao
apresentaram crescimento confluente ou ndo cresceram em agar Mueller-Hinton. Todas as etapas do teste
e os reagentes e materiais utilizados foram retestados, e ndo se detectou nenhum problema que pudesse
levar a inibicdo do crescimento destas estirpes. Desta forma, foi adicionado 5% de soro de bovino ao agar
Mueller-Hinton. As estirpes apresentaram crescimento confluente no meio adicionado de soro, o que
permitiu a realizagdo dos testes. A estirpe S. aureus ATCC 25923, utilizada como controle de qualidade do
teste, apresentou halos de inibicdo dentro dos limites recomendados pelo CLSI também no agar Mueller-
Hinton adicionado de soro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 30 estirpes de S. aureus testadas, todas foram susceptiveis a cefalotina, cefoxitina, ceftiofur,
clindamicina, enrofloxacina, gentamicina e sulfametoxazol com trimetoprim. Vinte e uma estirpes de S.
aureus (70%) foram susceptiveis a todos os antimicrobianos testados. Seis estirpes foram resistentes a
penicilina, uma estirpe resistente a penicilina e eritromicina, uma estirpe resistente a penicilina e tetraciclina,
e duas estirpes resistentes as sulfonamidas.

Das 40 estirpes de S. chromogenes testadas, todas foram susceptiveis a cefalotina, cefoxitina,
ceftiofur, clindamicina, enrofloxacina, gentamicina, tetraciclina e sulfametoxazol com trimetoprim. Vinte e
quatro estirpes (60%) de S. chromogenes foram susceptiveis a todos os antimicrobianos testados. Quinze
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estirpes de S. chromogenes apresentaram resisténcia as sulfonamidas (37,5%) e uma apresentou
resisténcia a penicilina. A Unica estirpe de S. hyicus foi susceptivel a todos os antimicrobianos testados.

Se comparado com estudos realizados com S. aureus (Oliveira et al., 2017) e SCN (Bonna et al.,
2007; Evangelista et al., 2018) isolados de mastite bovina e bubalina, as estirpes isoladas de bufalas deste
estudo apresentaram menor resisténcia a penicilina, entretanto as estirpes de S. chromogenes
apresentaram maior resisténcia as sulfonamidas. Em funcdo do grande numero de estirpes de S.
chromogenes resistentes as sulfonamidas, caracteristica também observada em estudo anterior
(Evangelista et al., 2018) com esta e outras espécies coagulase negativas isoladas de mastite bovina,
pretende-se confirmar a resisténcia das estirpes a este antimicrobiano estabelecendo-se as concentragées
inibitérias minimas do antimicrobiano para as diferentes estirpes.

Em relagéo as treze estirpes de S. chromogenes que nado cresceram de forma satisfatéria no agar
Mueller-Hinton, ndo foram encontradas informagbes na literatura relativas ao comportamento fastidioso
desta espécie nesse meio de cultura. Foi encontrada, entretanto, referéncia a estirpes de S. hyicus isoladas
de suinos com dermatite exsudativa com comportamento atipico em caldo Mueller-Hinton, quando testadas
com as sulfonamidas e o trimetoprim (Wegener et al., 1999).

CONCLUSOES

As estirpes de S. aureus e S. chromogenes deste estudo apresentaram menor resisténcia a
penicilina, quando se compara os resultados com os de estudos anteriores, entretanto as estirpes de S.
chromogenes apresentaram maior resisténcia as sulfonamidas. A alta resisténcia as sulfonamidas sera
melhor investigada futuramente.
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