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RESISTENCIA DE BACTERIAS ISOLADAS DO LEITE DE VACAS FRENTE A
DOZE DROGAS ANTIBACTERIANAS*

Milk Bacterial Resistance ‘Against Twelve Antibacterial Drugs

Sidoni Riedner*#*, Antconio Jorge Dreon de Albuquergue#®**,

Manoel Renato Telles Badke®*#%% e Rudi Weiblenkkkik

RESUMO

Duzentas e vinte e duas cepas bacterianas foram submetidas ao teste
de resistencia a doze drogas antimicrobianas. As cepas testadas foram:
Cithohacten sp., Escherichia cold, Klebsiella sp., Proteus sp. (Gram
negatives) e Staphyfocaccus aureus e Streptococcus 5p. (Grampositivos).
As drogas usadas,na forma de discos impregnados, foram: amicacina, ampi-
cilina, bacitracina, cloranfenicol, eritromicina, estreptomicina, gen-
tamicina, lincemicina, nitrofurantoina, penicilina G, sulfazotrine te-
tracilina. O teste foi realizado pelo método de difusao em agar Muel-
ler-Hinton para os bacilos Gram negativos e Staphylococcus aureus. Pa-
ra o Stneptococcus sp., foi adicionado 10% de sangue de eglino desfi-
brinado, 0s resultados encontrados mostram gque os bacilos Gram negati-
yos anresentam, de uma forma geral, uma alta resistencia as drogas tes-
tadas, encontrando-se alguma sensibilidade 3 ampicilina, gentamicina e
nitrofuranto?né, sendo ¢ melhor Tndice ¢ da Escheaichia cofd ao sulfa-
zotrin (5,3%). 0 Staphylococcus aunews apresentou uma resistencia pro-
ximo a 100% frente a ampicilina, penicilina G e tetraciclina; Uma va-
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riacdo de 10 a 30% com relacdo a eritromicina, nitrofurantoina, cloran-
fenicol, lincomicina e sulfazotrin e inferior a 8% frente a gentamici-
na e bacitracina. 0 Streptococcud $p., naoc apresentou a resistenciaes-
perada aos produtos testados, variando de 4,2% {nitrofurantoina)a 91,7%
(amicacina}. Estatisticamente ndo houve diferenca significativa entre
(P>0,001) os tipos de microorganismos testados.

UNITERMOS: resisténcia bacteriana, leite, drogas antimicrobianas.

SUMMARY

Two hundred and twenty two bacterial strains were submitted to the
resistance test against twelve antibacterial drugs. The strains tested
were: Citrobacter sp., Escherdchia cold, Klebsielfa sp., Proteus sp.
(Gram negatives); and Staphyfococcus awreus and Strepfococcus $p.;
(Gram positives). The drugs used in the form of impregnated discs were
amikacin, ampicillin, bacitracin, chloramphenicol, erythromvcin, strep-
tomicin, gentamycin, Tincomycin, nitrofurantoine, penicillin G, sulfa-
zotrin and tetracycline, The agar Mueller-Hinton diffusion test was u-
sed for Staphyfococcus awrews and for Gram negative bacillus. For the
Stheptococeus sp. 10% desfibrinated eguine erythrocytes were added.The
results showed that the Gram negative Bacilli had a high resistance
against the drugs used, some sensitivity were found with am-
picillin, gentamycin and nitrofurantoine, the best index was cbtained
with sulfazotrin against Escherdichia cofi, 5.3% of resistance close to
100%, when tested against erythromycin, nitrofurantoine, chlorampheni-
col, lincomycin and sulfazotrin varied from 10 to 30% and were Tower
than 8% for gentamycin and bacitracin. The Streptoccccus sp. did not
show the resistance expected for the drugs used, and varied from 4.2%
when nitrofurantoine was tested to 91.7% whit amikacin. There was no
significant difference among the drugs used, however, statistically
difference (P>0,01) between the type of bacteria was detected,

KEY WORDS: bacterial resistance, milk, antibacterial drugs.

INTRODUGCAD

Mastite @ uma reacdo inflamatoria dos tecidos do Ubere frente a
bactérias, produtos quimicos, lesGes termicas e mecanicas (BATHet alii,
3; GRUNERT & WEIGT, 12). Ela tem importancia em saude publica pela fa-
¢i1 transmissdo de agentes patogenicos pelo leite ao consumidor (ARA-
NALDE et alii, 1; VERMA et alii, 25) e pela presenca de altos niveis de
antibigticos {(KIMBALL, 18; WEIBLEN & SPAKR, 26) cue podemtrazer sérios
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problemas & populacdo consumidora. Quanto ao aspecto econdGmico ha pre-
juizos devido 3 reducdo da producao de leite, do incremento dos custos
de reposicdo e conseqliente perda do potencial genetico devido ao des-
carte da vaca, perda do leite, e outros custos, tais como: antibioti-
cos, servicos veterinarios, mao de obra incrementada e reducao da qua-
1idade do leite (JANZEN, 17; HOPKIRK, 14; DOBBINS, 7; BATH et alii, 3;
ARDA & ISTANVULLUOUGLU, 2; BLOSSER, 5; McDONALD, 21; WEIGT, 27). Apro-
filaxia desta doenca exige continuas medidas higienicas no estabulo e
na ordenha, bem como, cuidados sanitarios para evitar a introducdc e a
propagacao de novas infecgoes.

0 controle das infeccoes ja estabelecidas no ubere requer o diag-
nostico, se possivel etiologico, dentro do menor prazo viavelemedica-
¢30 com produtos terapeuticos eficazes contra o germe causador do pro-
cesso infeccioso {LANGENEGGER et alii, 20). A mastite clinica vem sen-
do descrita como doenca em bovinos ja ha dois seculos, havendoa neces-
sidade de se dar mais atencdo ao controle das mastites de forma subcli-
nica, devido 3 evolucdo da doenga e implicacdes no aspecto economico,
visando o emprego correto de exames periddicos {TOLLE, 24).

Um assunto de grande importa@ncia esta relacionado com o desenvol-
vimento da resisténcia bacteriana a drogas antibacterianas e a reduzi-
da pesquisa da mesma. A preocupacac de varios pesquisadores refere-se,
principalmente, ao uso indiscriminado dos antibioticos de largo espec-
tro de forma emnirica por leigos (LANGENEGGER et alii, 19: LANGENEGGER
et alii, 20).

Antibiogramas, realizados em 75 amostras bacterianas por FAGLIARI
et alif (8), revelaram diferentes niveis de sensibilidade aos dez me-
dicamentos testados, com grande nimero de amostras manifestando pouca
sensibilidade. 0 sulfazotrin foi a droga mais eficaz contra o Staphy-
fococcus awreus e a ampicilina, a substancia de melhor agao frente ao
Streptecoccus sp. Lonforme FERREIRD et alii (9), tem havido uma concor-
dancia geral nos resultados da maioria dos estudes dessa matureza no
Brasil, encontrando-se o Sfrepfoccccus sp. numa pOSi¢an secundaria na
casuistica da mastite bovina, ratificando o que se registra atualmente
em outras bacias Jeiteiras de diversos paises. Entre outras razdes, es-
sa tendéncia encontra respaldo na terapia, ja que estes germes saomui-
to sensiveis a acao teraputica exercida pela penicilina, antibictico de
largo emprego na pratica, principaimente, no combate a mastite. Os ger-
mes gram negativos, bem como o Staphylfococcus aureus podem surpreender
nos resultados quanto 3 sua resisténcia e sensibilidade ds drogas anti-
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bacterianas, principalmente se o uso destas for efetuado de forma 1in-
discriminada sem um previo teste, limitando-se o tratamentode mastites
diagnosticadas clinicamente, por tentativas, geralmente feitas pelo pro-
priet§r10 (LANGENEGGER et alii, 19; HOPKIRK, 14; LANGENEGGER et alii,
20). Fdce aos fatores expostos, existe a necessidade de conheceros in-
dices de resistencia da populacdo bacteriana potencialmente patogenica
aos Uberes das vacas de todo rebanho de forma previa, para que o tra-
tamento da mastite possa ser estabelecido rapidamente e com maior mar-
gem de eficacia nos casos ¢linicos (LANGENEGGER et alii, 20).

A presente pesquisa tem como escopo exaltar a importanciado diag-
nostico precoce na prevalencia da mastite subc17nicé, mediante o teste
de resisténcia &s drogas antibacterianas, apos o isolamento de bacte-
rias potencialmente patogenicas ao uUbere com avaliacdes periodicas. 0
objetivo e a obtencao de subsidios para que os clinicos possam ter da-
dos sobre a epidemiologia e obter melhores resultades no controle da
doenca no Estado do Rio Grande do Sul, mais especificamente, na regiao
de Santa Maria, RS.

MATERIAL E METOQDOS

Trinta e cinco vacas leiteiras de 2 propriedades foram objeto de
observacdo durante 3 periodos de 7 semanas consecutivas, sendo cada e-
tapa separada por intervalos de 10 semanas, e efetuada a coleta de 860
amostras de leite.

0s procedimentos empregados na ordenha e exame clinico da glandu-
las mamarias foram conforme descritas por HEIDRICH & RENK (13}. No la-
boratorio, para determinacao da prevalencia de bacterias potencialmen-
te patogéncicas aos tecidos do ubere, foi efetuada a pesquisa, isola-
mento e identificacao conforme indicado por CARTER (6) e BIER (4).

0 teste de sensibilidade as drogas antibacterianas foi realizado
utilizando-se o metodo de difusac em agar Mueller-Hinton (MERK)* para
Staphyfococaus awreus e bacilos gram negativos e para Streplococcus sp.
adicionava-se 10% de sangue desfibrinado de eqllino. Apos a solidifica-
¢ao do meio, a cepa bacteriana era espalhada uniformemente sobre a su-
nerficie do agar, utilizando-se um "swab" esteril.

As drogas usadas na forma de discos impregnados foram: amicacina
{(30mcg), ampici]iﬁa {10mcg), cloranfenicol (30mcg), eritromicinall5mcg),
gentamicina {10mcg), nitrofurantoina (300 UI), penicilina G (i0mcg),

* MERK S.A. - Industrias Quimicas =~ RS, Brasil.
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sulfazotrin {300 Ul) e tetraciclina {(30mcg) (LABORCLIN}*; bacitracina
{10 UL), estreptomicina (10mcg) e lincomicina (2mcg) (CECON}**,

0 delineamento experimental foi de blocos ao acaso com numero va-
riavel de repeticdes, de um experimento fatorial 3 X 2 (3 epocas X 2
propriedades). A analise estatistica inclui: analise de variancia edi-
ferencas significativas ao nivel de 5% ensejaram a aplicacao do teste
de Duncan ao mesmo nivel de probabilidade de "F", conforme STEEL & TOR-
RIE (£3).

RESULTADOS, DISCUSSAD E CONCLUSAD

Das 860 amostras de leite coletadas, 311 apresentaram resultados
positivos no isolamento de bact@rias patogenicas ao ubere de vacas lei-
teiras. Destas, 222 foram testadas frente 3 12 drogas antibacterianas.
Os resultados obtidos estao expressos nas Tabelas 1, 2 e 3.

Ds Staphyfoccccus aurens testados foram altamenteresistentes aam-
picilina, penicilina G e tetraciclina, com indices de resistencia pro-
ximo a 100%Z. A resisténcia a eritromicina, nitrofurantoina, cloranfe-
nicol, lincomicina e sulfazotrin variou de 10 a 30%. A resisténcia a
gentamicina e bacitracina foi inferior a 8%. 0s Stneptococcus sp. nao
mostraram a resisténcia esperada aos produtos testados. As cepas bac-
terianas gram negativas apresentaram uma alta resitencia no geral. Os
Unicos produtos aue apresentaram alguma sensibilidade foram a ampici-
1ina, centamicina e nitrofurantoina, sendo o melhor indice o da Esche-
nichia coli ao sulfazotrin com 94,7%.

E reconhecida a resisténcia dos Staphglococcus quande em infeccoes
crénicas. A terapia e mais eficaz nos casos agudos que nros cronicos. Em
funcio destas observacoes, GIRAUDC & TAMGNINI (11) recomendaram a pre-
vencao da implantacdo de mastites cronicas atraves da eliminacao deva-
cas que apresentarem um ou mais quartos que nao respondam aos tratamen-
tos, evitando-se com isso infeccoes em gquartos sadios ou passiveis de
tratamento.

Verificou-se, nas 2 propriedades, o emprego de antibioticos para
tratamento de animais suspeitos de portarem mastite sem previa compro-
vacao laboratorial. Para o combate dos casos clinicos, os proprietari-
os usavam produtos, cuja dosagem e frequéencia de aplicacao nao corres-
pondia ao indicado tecnicamente. Diante douso indiscriminade de agentes

% LABORCLIN - Produtos para laboratorio Ltda.-Piraquara - PR, BRASIL.
*%CECON - Centro de Comtrole e Produtos para Diagnéstico Ltda., SP, BR.
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TABELA 1. Taxa de resisténcia de microorganismos patogénicos, isola-
dos do Teite de vacas nos diferentes estagios da lactacdo,
durante a primavera, verdo e outono, de duas granjas leitei-
ras de Santa Maria, RS/1983-1984.

Drogas Microorganismos isolados
Usadas B
(%) *1 2 3 4 5 6

Total de cepas bacterianas testadas

174 24 1 19 3 1
**AK 48,3 91,7 - 84,2 100,0 -
AM 96,0 45,8 - 52,6 100,0 -
BC 4,6 12,5 100,0 109,0 100,0 -
M 13,2 8,3 100,0 100,0 - -
ER 23,0 12,5 100,0 100,0 160,0 -
ET 54,0 75,0 100,0 100,0 100,0 -
GE- 7,5 45,8 - 36,8 - -
LN 14,4 37,5 100,0 100,0 100,0 100,0
NI 27,6 4,2 - 47,4 100,0 100,0
PE 95,4 33,3 100,0 100,0 100,0 100,0
ST 14,4 8,3 - 5,3 33,3 -
TE 86,2 75,0 100,0 84,2 100,0 160,0
* 1 - Staphyfococcus aureus 4 - Eschendeida cold
2 - Sinepiococcus sp. 5 - Klebsiefla sp.
3 - Citacbacter sp. 6 - Proteus sp.
** AK - Amicacina AM - Ampicilina BC - Bacitracina
CM - Cloranfenicol ER - Eritromicina ET - Estreptomicina
GE - Gentamicina LN - Lincomicina NI - Nitrofurantoina

PE - Penicilina G ST - Sulfazotrin TE - Tetraciclina



257

TABELA 2. Media artimética da resisténcia das cepas bacterianas tes-
tadas frente a 12 drogas antimicrobianas, obtida para ana-
lise estatistica referente & Tabela 1.

Drogas Antibacterianas usadas (N$)

Media Aritmética

Amicacina
Ampicilina
Bacitracina
Cloranfenicol
Eritromicina
Estreptomicina
Gentamicina
Lincomicina
Nitrofurantoina
Penicilina G
Sufazotrin
Tetraciclina

20,8
31,8
5,7
7.5
11,0
22,5
5,2
9,7
10,3
33,0
4,8
31,5

{NS} = ndo significative para drogas usadas no teste resisténcia aos

microorganismos,

TABELA 3. Madia aritmética do numero de microorgarismos testados, ob-

tida para analise estatistica

referente a tabela 1.

Microorganismos Testados (5)

Media Aritmetica

Staphylococeus aureus
Streptoeoccus sp.
Citrobacten sp.
Escherdichia cold
Klebsiella sp.
Proteus sp.

76,3 &
o bc
0,6 9
14,4 0
2,3 €
0,3 d

(5} Significativo para tipos de microorganismos testados as drogas an-

tibacterianas.

(P<0,01} = Medias seguidas de letras diferentes sip significativamen-
te diferentes entre si pelo teste de Duncan ao mesmo nivel

da probabilidade de “F".
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antibacterianos nas glandulas mamarias das vacas em estudo, associado a
facilidade que certas bactérias patogénicas possuem para desenvolver
tolerdncia as drogas antibacterianas, o alto ndice de resistencia en-
contrado pelo Staphylocoecus aurews bactérias gramnegativas testadas
nac e surpreendente. 0 grande nimero de bacteérias com pouca sensibili-
dade ds drogas antibacterianas encontrado nesta pesquisa e pelos diver-
sos autores (IBRAHIM & HABIBALLA, 16; GIRAUDC & TAMAGNINI, 10; PIANTA
& FALLAVENA, 22, FAGLIARI et alii, 8), reforcam a necessidade dese fa-
zer cultura microbiologica e antibiogramas como rotina para a identifi-
cacio do agente e selecdo da droga de forma periodica e previa.

A diferenca significativa (P<0,01) da analise estatistica refe-
rente 3 resisténcia de microorganismos patogenicos a glindula mamaria
frente as drogas usadas, comprovam e evidenciam mais uma vez a2 impor-
tincia do exame bacteriolegico e antibiogramas no intuito de obter uma
rapida recuperacdo da mama e evitar o desenvolvimento denovas cepas re-
sistentes,

Resultados desta e de outras pesquisas comprovam que o Sfaphyle-
coccus aunews e o mais importante agente da mastite, pois, ao comparar-
se com mastite por Staeptecooccus Sp., tem demonstrado notavel resistén-
cia e capacidade de adaptacao para varias drogas antibacterianas, espe-
cialmente as penicilinas. Com relacdo as bacterias gram negativas, HU-
BER (15) observou que especialmente as da familia Entercbacterdiacese,
sdo representantes de um grupo de microorganismos de dificil tratamen-
to durante 0s processos infecciosos da mastite bovina. Sdo bacterias,
cuja presenca nas glandulas mamarias tem incrementado nos Ultimos anos
e apresentam habilidade em desenvolver rapidamente resistencia a dro-
gas antibacterianas.

Uma vez compreendendo-se o mecanismo da capacidade que o Staphy-
fococcus aureus e as bacterias gram negativas possuem para desenvolver
resistencia aos antibidticos, entende-se porque sdo encontrados resul-
tados tao diferentes pelos autores anteriormente mencionados. 0s resul-
tados constantes nas Tabelas 1, 2 e 3, comparados com os encontrados
por outros pesquisadores, vem corrgcborar na preocupacdoc em torno do uso
indiscriminade dos antibiotices, fator que indica haver urgente neces-
sidade de ser desenvolvido um trabalho de conscientizacdo a nivel de
campo.
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