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The susceptibility of antimicrobials was studied in Gram positive and catalase negative
cocci (21 samples of Lactococcus garvieae and 6 Enterococcus gallinarumy), isolated from the milk
of cows with subclinical mastitis, belonging to six buffalo herds in the State of Rio de Janeiro.
The test used was diffusion of disks in agar Miiller Hinton, according to recommendations of
the National Committee for Clinical Laboratory Standards — NCCLS. There were tested disks
with ampicillin (10mg), cefalotin (30mg), cefotaxime (30mg), cefoxitin (30mg), cloranfenicol
(30mg}), eritromycin (15mg), gentamycin (10mg), nitrofurantoin (300mg), norfloxacin (10mg),
penicillin (10 IU), tetracyclin (30mg) and vancomycin (30mg). The results showed that with
Lactococcus garvieae, the most efficient antimicrobial was nitrofurantoin, revealing 85.71%
sensibility, followed by cefotaxime (61.90%), vancomycin (52.38%), norfloxacin (47.62&) and
cefalotin (47.62%). The highest resistance was developed against penicillin and ampicillin,
with 95.24% resistance for the two antimicrobials. The susceptibility profile developed by the
strains of Enterococcus gallinarum showed low sensibility against the tested antimicrobials;
the highest resistance observed was against eritromycin and gentamycin, with 33.34% sensibility
for both. The antimicrobial evaluation showed 100% resistance against vancomycin and
tetracyclin, followed by cloranfenicol, penicillin, ampicillin, cefoxitin, cefotaxim, norfloxacin
and nitrofurantoin; all of them showed a resistance of 83.33% with the samples tested.

INDEX TERMS: Buffalo subclinical mastitis, antimicrobial susceptibility, Gram positive cocci.

RESUMO.- Estudou-se o perfil de susceptibilidade a antimicro-
bianos em cocos Gram-positivos catalase negativos (21 amos-
tras de Lactococcus garvieae e 6 de Enterococcus gallinarumy,
isoladas do leite de fémeas com mastite subclinica e perten-
centes a uma populagcao composta por seis rebanhos
bubalinos localizados no Estado do Rio de Janeiro. O teste
utilizado foi o da difusao de discos em agar Miiller Hinton,
segundo recomendac¢oes do National Committee for Clinical
Laboratory Standards - NCCLS, tendo sido testados discos com
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ampicilina (10mg), cefalotina (30mg), cefotaxima (30mg),
cefoxitina (30mg), cloranfenicol (30mg), eritromicina (15mg),
gentamicina (10mg), nitrofurantoina (300mg), norfloxacina
(10mg), penicilina (10 UI), tetraciclina (30mg) e vancomicina
(30mg). Os resultados evidenciaram que em se tratando de
Lactococcus garvieae, o antimicrobiano mais eficiente foi o
nitrofurantoina com 85,71% de sensibilidade, seguido da
cefotaxima (61,90%), vancomicina (52,38%), norfloxacina
(47,62%) e cefalotina (47,62%). A maior resisténcia foi desen-
volvida frente a penicilina e ampicilina, com 95,24% de resis-
téncia para os dois antimicrobianos testados. O perfil de
susceptibilidade desenvolvido pelas amostras de Entérococcus
gallinarum, mostrou baixa sensibilidade frente aos antimi-
crobianos testados, onde os maiores indices foram observa-
dos frente eritromicina e gentamicina, com 33,34% de sensi-
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bilidade para ambos; quanto a resisténcia desenvolvida, foi
possivel observar 100% de resisténcia com relagao a
vancomicina e tetraciclina, seguindo-se cloranfenicol, penici-
lina, ampicilina, cefoxitina, cefalotina, cefotaxima, norfloxa-
cina e nitrofurantoina, todas evidenciando uma resisténcia
de 83,33% das.amostras testadas. '

TERMOS DE lNDEXACf\O: Mastite subclinica bubalina, susceptibili-
dade a antimicrobianos, cocos Gram-positivos.

INTRODUCAO

Considerada uma doenca multifatorial de grande importan-
cia para a pecudria de leite, a mastite acarreta sérios prejui-
zos econdmicos decorrentes da diminuicao da secrecao lac-
tea, ou da perda total desta capacidade, além de representar
importante problema de Satide Pablica (Leite et al. 1976,
Rasool et al. 1985). O Jeite proveniente de fémeas infectadas
apresenta modificacdo em sua: composicao, alterando con-
seqiientemente suas caracteristicas organolépticas, fisicas,
quimicas e microbioldgicas (Vianni 1986).

Sob o ponto de vista econdmico, a mastite é a mais im-
portante enfermidade do gado leiteiro, apresentando alta
prevaléncia em todo o mundo, acometendo nao s6 os bovi-
nos, como também os caprinos e bubalinos e podendo se
manifestar clinicamente com evolu¢ao super-aguda, aguda e
cronica (Syamasundar & Choudhur 1988). Agravando o pro-
blema, a enfermidade se apresenta também sob a forma
subclinica, sendo esta mais prejudicial pela falta de sinais ou
sintomas, determinando, porém, perdas econémicas maio-
res devido a freqiiéncia e persisténcia do processo
(Langenegger et al. 1981).

A literatura internacional dispoe de informagoes que per-
mitem estimar a alta prevaléncia das mastites subclinicas
bovinas e caprinas, o0 mesmo acontecendo com relagao as
mastites bubalinas nos paises onde a exploragao leiteira dessa
espécie se constitui o principal objetivo. Na India por exem-
plo, a bubalinocultura de leite é uma atividade importante e
as perdas determinadas pelo processo subclinico alcangam
35% (Noori & Tauro 1979). No Paquistao a doenga foi repor-
tada com uma prevaléncia de 20,6% (Rasool et al. 1985), no
Iraque um estudo envolvendo 151 bifalas, comprovou 31,9%
de casos positivos (Khalaf 1989) e no Egito, esta prevaléncia
foi de 54,0% para as btfalas examinadas (Afifi & Barrada 1969).
No Brasil a falta de informagoes nao permite estimar a
prevaléncia da doenca

InGmeros sao os agentes causadores do processo infecci-
0s0, ja tendo sido descritos 84 microrganismos no complexo
etiologico das mastites (Philpot & Pankey 1975), entretanto,
investigacoes sobre sua etiologia demonstraram que 90% ou
mais dos casos tem como agentes etioldgicos os estafilococos
e os estreptococos (Fernandes et al. 1973, Ferreiro 1980, 1984,
Ferreiro et al. 1981).Na atualidade, Staphylococcus aureus é
provavelmente o agente etiol6gico mais freqiientemente iso-
lado das mastites bovinas (Devriese 1979, Pal et al. 1979,
Char et al. 1983, Kalra & Dhanda 1984, Watts 1986, Tuteja et
al. 1993), e esta predominancia ocorreu ap6s o advento dos
antibioticos e o seu uso indiscriminado, favorecendo o mi-
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crorganismo adquirir resisténcia (Ferreiro 1980, Blood &
Radostistis 1991).

As mastites bubalinas causadas por estafilococos também
sio consideradas um sério problema para as fazendas produ-
toras de leite, ocupando papel importante na patologia da
doencga e aumentando progressivamente sua incidéncia
(Rahman & Baxi 1983b).

Os estreptococos também sao reconhecidos como causa-
dores de mastite bovina (Schalm et al. 1971), e apesar de
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e Strepto-
coccus uberis serem considerados como as. trés espécies mais
comumente isoladas da glandula mamaria (Pedersen et al.
1981, Bramley & Dodd 1984), outras espécies de estreptococos
tém sido envolvidas no processo embora com freqiiéncia re-
lativamente baixa (McDonald & McDonald 1976). Fato seme-
lhante ocorre com relagdo as mastites bubalinas, onde os
estreptococos nao sao considerados como principais
patogenos da glandula mamaria, ja tendo sido descritos ou-
tros cocos catalase negativos, dentre eles Enterococcus (Jaffery
& Rizvi 1975).

Estudos sobre hibridizagao de acidos nucleicos permiti-
ram diferenciar o género Streptococcus em trés diferentes gé-
neros: Streptococcus, Enterococcus e Lactococcus (Garvie &
Bramley 1979, Farrow et al. 1983, 1984, Collins et al. 1984a,b,
Farrow & Collins 1984, Schleifer et al. 1985). Entretanto, a
taxonomia do grupo “D” de Lancefield foi considerada
insatisfatoria, sendo entao dividido em enterococos e nao
enterococos (Ludwig et al. 1985), onde no Grupo dos
enterococos, Enterococcus faecalis, E. faecium e E. durans, sao
os mais frequentemente isolados das mastites bovinas.
(Schalm et al. 1971, Philpot & Pankey 1975, McDonald &
McDonald 1976). Os lactococos e em especial Lactococcus
garvieae até bem pouco tempo somente haviam sido descri-
tos como agente infeccioso de trutas arco-iris, porém, re-
centemente esses organismos foram identificados como agen-
tes etiologicos das mastites bubalinas no Estado do Rio de
Janeiro (Vianni 1997).

Esse complexo etiologico e multifatorial das mastites di-
ficulta o controle da doenga, principalmente quando leva-
mos em consideragao a resisténcia desenvolvida pelos
microrganismos aos antimicrobianos. O uso indiscriminado
de antibiéticos com dosagens inadequadas, principalmente
em casos de mastite, favoreceu o desenvolvimento de ce-
pas patogénicas multiresistentes, cuja ocorréncia na glan-
dula mamaria vem sendo observada freqiientemente (Jhala
1976, Rahman & Baxi 1983a). Entretanto, rebanhos subme-
tidos a poucas interveng¢oes terapéuticas com antimicro-
bianos, apresentam grande sensibilidade, tanto assim que
o teste de sensibilidade ao cloranfenicol pelo método da
difusao em discos, em 217 amostras de Staphylococcus aureus
isolados de casos de mastite subclinica em rebanhos bovi-
nos praticamente isentos de tratamento terapeutico, mos-
trou resisténcia somente em 5,07% das amostras (Cardoso
& Schwarz 1992).

Utilizando a técnica da difusao em discos, Langoni et al.
(1994) estudaram a sensibilidade de amostras de Staphylo-
coccus aureus e Streptococcus agalactiae isolados da glandula
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mamadria de rebanhos bubalinos no Estado de Sao Paulo, ob-
servando que dentre os antimicrobianos testados, aqueles
que apresentaram maior eficiéncia para ambos os agentes
foram cloranfenicol, gentamicina e oxacilina. Jayaro & Oli-
ver (1992), utilizando a mesma técnica em discos, testaram a
resisténcia de estreptococos e enterococos isolados da se-
crecao da glandula mamaria de bovinos, com relacio aos
aminoglicosideos e macrolideos, verificando que em se tra-
tando de enterococos, 80% das amostras isoladas foram re-
sistentes a estreptomicina, 30% a canamicina e somente 5%
foram resistentes a gentamicina e ao cloranfenicol. Anterior-
mente, ja havia sido encontrada uma resisténcia a
gentamicina, para cepas de enterococos isoladas da glandula
mamadria de bovinos, da ordem de 14% (Owens et al. 1990). A
literatura entretanto nao cita testes de sensibilidade a
antimicrobianos para amostras de enterococos isoladas da
glandula mamaria de bubalinos (Vianni 1997).

Tendo em vista a inexisténcia de informacGes sobre a
resisténcia a antimicrobianos apresentada pelos agentes
etiologicos das mastites bubalinas, principalmente com re-
lacao aos cocos Gram-positivos e catalase negativos, o pre-
sente trabalho teve como objetivo realizar um estudo sobre
o perfil de sensibilidade desenvolvido no teste de difusao em
agar entre 27 espécimes isolados. do-leite- obtido de bifalas
com mastite 'subclinica.

 MATERIAL E METODOS

Um estudo realizado em seis rebanos bubalinos do Estado do Rio de
Janeiro permitiu identificar através de testes bioquimicos,
determinacao do perfil de proteinas e testes de hibridizagao de DNA,
27 amostras de cocos Gram positivos e catalase negativas sendo 21
de Lactococcus garvieae e 6 de Enterococcus gallinarum.

O perfil de susceptibilidade destas amostras foi determinado
frente aos principais agentes antimicrobianos através de testes de
difusao em agar, conforme recomendagoes do National Committee
for Clinical Laboratory Standards - NCCLS (1993). Assim, 3 a 5 colOnias
com as mesmas caracteristicas morfologicas eram passadas para
tubos de ensaio contendo 4 a 5 ml de Tryptone Soy Broth (TSB) e
incubadas a 35°C por um periodo suficiente (2-6h) para apresentar
uma turbidez equivalente a 0,5 da escala padrao de McFarland. Em
seguida era feita a semeadura, com a ajuda de swabs sobre a superficie
do meio de agar Miiller-Hinton. A etapa seguinte consistia na
colocagao dos discos, fazendo-se leve pressao para permitir o contato
entre os mesmos e a superficie do meio inoculado. Os agentes
antimicrobianos utilizados foram ampicilina (10 ug), cefalotina
(30 ug), cefazolina (30 ug), cefoxitina (30 ug), cloranfenicol (30 ug),
eritromicina (15 mg), gentamicina (10 ug), nitrofurantoina (300 ug),
norfloxacim (10 ug), penicilina (10 Ul), tetraciclina (30 ug) e
vancomicina (30 ug), utilizando-se como padroes Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922. A incubagao ocorreu
a temperatura de 37° C por um periodo de 24 horas, quando entao
era feita a leitura de acordo com o didmetro de sensibilidade
apresentado por cada amostra frente aos diversos antimicrobianos
utilizados:

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados percentuais obtidos para determinagao do perfil
de sensibilidade-em-testes-de difusao em “agar” para as 21

Quadro 1. Determinacao da susceptibilidade de amostras de
Lactococcus garvieae e Enterococcus gallinarum de origem bubalina
frente a 12 antimicrobianos através de testes de difusio em agar

Antimicrobianos Percentual de amostras

L. garvieae® E. gallinarum
S R S R

Cloranfenicol (30 ug)? 9,53 90,47 16,67 83,33
Vancomicina (30 ug) 52,38 47.62 - 100,00
Gentamicina (10 ug) 23,80 76,20 33,34 66,66
Penicilina (10 U.1.) 4,76 95,24 16,67 83,33
Ampicilina (10 ug) 4,76 95,24 16,67 83,33
Eritromicina (15 g) 19,05 80,95 33,34 66,66
Tetraciclina (30 ug) 14,28 85,72 - 100,00
Cefoxitina (30 ug) 14,28 85,72 16,67 83,33
Cefalotina (30 ug) 47,62 52,38 16,67 83,33
Cefotaxima (30 ug) 61,90 38,10 16,67 83,33 .
Norfloxacina (10 ug) 47,62 52,38 16,67 83,33
Nitrofurantoina (300 ug) 85,71 14,28 16,67 83,33

3Concentragao dos antimicrobianos.
bs = sensivel, R = resistente.

Quadro 2. Comparagao entre os percentuais de susceptibilidade a
antimicrobianos descritos na leitura para cocos Gram-positivos
catalase negativos de origem bubalina e aqueles observados neste

estudo
Autores Antimicrobianos

Pe? Er Cl Ni Te
Jhala (1976) 400 15,0 52,00 - -
Suri Babu et al. (1979) 87,50 - 100,00 87,50 100,0
Kalorey et al. (1983) 85,30 42,90 100,00 71,40 71,40
Rahman & Baxi (1983) 79,20 77,80 77,80 81,90 54,20
L. garvieae (presente estudo) 4,76 19,05 9,53 85,71 14,28
E. gallinarum (presente estudo) 16,67 33,34 16,67 8334  zero

4Pe = penicilina, Er = eritromicina, Ni = nitrofurantoina, Te = tetraciclina,
Cl = cloranfenicol.

amostras de Lactococcus garvieae e 6 de Enterococcus gallinarum,
bem como a comparagao entre percentuais de sensibilidade
descritos pela literatura para cocos Gram positivos catalase
negativos de origem bubalina e aqueles obtidos nesse traba-
lho, estao expressos respectivamente nos Quadros 1 e 2.

Na espécie humana, a resisténcia dos enterococos aos di-
ferentes antimicrobianos tem sido bastante divulgada e ca-
racterizada, entretanto, a literatura é extremamente limita-
da em se tratando de amostras originarias da glandula ma-
maria de bovinos (Jayaro & Oliver 1992, Rossito et al. 2002);
com relagao aos bubalinos, esta escassez é ainda maior.

0 Quadro 1 evidencia os resultados dos testes de sensibi-
lidade, por difusao em agar, a 12 antimicrobianos realizadas
em 21 amostras de Lactococcus garvieae e 6 de Enterococcus
gallinarum. Comparando-se os resultados entre os dois agen-
tes etioldgicos, nota-se que Enterococcus gallinarum com rela-
¢ao a cloranfenicol, gentamicina, penicilina, ampicilina,
eritromicina e cefoxitina apresentou indices de sensibilidade
aos antimicrobianos testados maiores do que aqueles apre-
sentados por Lactococcus garvieae. ’

Jayaro & Oliver (1992) observaram que em enterococos
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isolados da glandula mamaria de bovinos, somente 5% apre-
sentaram resisténcia a gentamicina e cloranfenicol, enquan-
to que no presente estudo, a resisténcia apresentada por
Enterococcus gallinarum foi da ordem de 66,66% para a
gentamicina e 83,33% em relagao ao cloranfenicol. Quanto as
cefalosporinas, penicilina, ampicilina, norfloxacina e nitro-
furantoina, foi possivel observar uma alta resisténcia (83,33%)
das cepas de Enterococcus gallinarum, porém menor resistén-
cia foi apresentada com relacao a gentamicina (66,66%) e
eritromicina (66,66%). Os resultados citados por Stern (1993)
para cepas de enterococos de origem humana, mostraram
indices de resisténcia da ordem de 43,00% contra 66,66% do
presente trabalho para a eritromicina. Com relagdo a vanco-
micina, todas as seis amostras apresentaram-se resistentes a
este antimicrobiano, de acordo com os novos critérios
adotados para enterococos, que considera como resistentes
as amostras que apresentarem um didmetro do halo de inibi-
¢ao de crescimento < 14 mm (NCCLS 1991).

Em contrapartida, as 21 amostras de Lactococcus garvieae
se apresentaram sensiveis a vancomicina, porém, elevada re-
sisténcia foi observada em relacao a outros antimicrobianos
testados, destacando-se a penicilina (95,24%), ampicilina
(95,24%) e o cloranfenicol (90,47%). Quando se analizou a sen-
sibilidade demonstrada pelas amostras de Lactococcus garvieae
aos antimicrobianos mais utilizados na terapéutica das
mastites bovinas, ficou evidenciado que o cloranfenicol foi

menos eficiente do que a gentamicina ja que, a resisténcia

destes microrganismos foi da ordem de 90,47% e 76,20% res-
pectivamente. Quanto as cefalosporinas, houve sensibilida-
de acima de 50% somente para a cefotaxima (61,90%), enquan-
to que a cefalotina (47,62%) e a cefoxitina (14,28%) se apre-
sentaram menos sensiveis.

Dentre os antimicrobianos testados, a nitrofurantoina nao
é rotineiramente recomendada para o tratamento das
mastites causadas por cocos Gram positivos. Entretanto, de-
monstrou ser o mais eficiente frente as amostras de
Lactococcus garvieae, com uma seqsibilidade de 85,71%, em-
bora o mesmo nao tenha ocorrido com relagcao as amostras
de Enterococcus gallinarum (16,67%).

Os indices percentuais de resisténcia aos antimicrobianos
demonstrados por estes microrganismos, associado a falta
de informagoes sobre o assunto, exige um cuidado muito
grande com relacao ao seu uso, principalmente por se tratar
de rebanhos “virgens”, ou seja, que nunca foram medicados
e por isso mesmo, ndo foram expostos a condigdes adversas
que propiciam o desenvolvimento de resisténcia.

Apesar da literatura nao citar trabalhos sobre a sensibili-
dade de enterococos isolados da glandula mamaria de
bubalinos, o Quadro 2 compara os dados obtidos nas amos-
tras de Lactococcus garvieae e Enterococcus gallinarum com aque-
les fornecidos por diversos autores, os quais testaram amos-
tras de estreptococos (outros cocos catalase negativos). E
possivel verificar que a semelhanca de Jhala (1976), que obte-
ve para estreptococos uma sensibilidade de 4% para a penici-
lina, Lactococcus garvieae também demonstrou a este mesmo
antimicrobiano uma sensibilidade de 4,76%, entretanto para
Enterococcus gallinarum tal sensibilidade foi maior (16,67%).
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Com relacao a eritromicina, os indices de sensibilidade
apresentados pelos diversos autores divergiram entre si, po-
rém Jhala (1976) obteve 15% de sensibilidade, valor proximo
aquele apresentado pelas amostras de Lactococcus garvieae

(19,05%) isoladas no presente estudo.

Suri Babu et al. (1979) e Kalorey et al. (1983) obtiveram
uma sensibilidade de 100% ao cloranfenicol enquanto que,
no presente trabalho, Lactococcus garvieae apresentou 9,53%
e Enterococcus gallinarum 16,67% de sensibilidade.

A semelhanga dos dados obtidos para Lactococcus garvieae
(85,71%) em relacao a nitrofurantoina, Suri Babu et al. (1979),
Kalorey et al. (1983) e Rahman & Baxi (1983), também apre-
sentaram elevados indices de sensibilidade, respectivamente
71,4% e 81,90%. '

Atetraciclina nao demonstrou sensibilidade sobre Entero-
coccus gallinarum e quanto a Lactococcus garvieae tal sensibili-
dade foi somente de 14,28%. Contrastando com tais resulta-
dos, Suri Babu et al. (1983), encontraram 100% de sensibilida-
de a este antimicrobiano. indices mais baixos porém foram
evidenciados por Kalorey et al. (1983) e Rahman & Baxi (1983),
respectivamente 71,40% e 54,20.

De acordo com os resultados apresentados nesse estudo,
foi possivel concluir que os indices percentuais de suscepti-
bilidade de Enterococcus gallinarum frente aos antimicrobianos
testados foram superiores aqueles demonstrados pelas amos-
tras de Lactococcus garvieae, somente tendo havido sensibili-
dade inferior a este segundo agente com relagao a cefalotina,
cefotaxima e nitrofurantoina; a nitrofurantoina foi o antimi-
crobiano que demonstrou maior eficiéncia in vitro tanto para
Lactococcus garvieae (85,71%) como para Enterococcus gallina-
rum (83,34%); e as seis amostras de Enterococcus gallinarum
(100%) se apresentaram resistentes a vancomicina pelo teste
de difusao em agar.
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