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ABSTRACT.- Costa E.O., Coutinho S.D., Castilho W. & Teixeira C.M. 1985 [Sensitivity of
microorganisms isolated from bovine mastms to antibiotics and chemotherapeutlc drugs.]
Sensibilidade a antibidticoss e quimioterdpicos de bactérias isoladas de mastite bovina. Pesquisa
Veterindria Brasileira 5(2): 65-69. Depto Med. Vet. Preventiva e Saide Animal, Fac. Med. Vet.
Zootec. USP, Cidade Universitdria, Sdo Paulo, SP 05508, Brazil.

Antibiotic and chemotherapeutic drug sensitivity of 951 cultures of Staphylococcus sp., 590
cultures of Streptococcus sp. and 550 cultures of Corynebacterium sp., isolates of bovine mastitis
were studied. Staphylococcus'sp. showed the highest levels of sensitivity (75-90%) to Cephalothin,
Nitrofurantoin Vancomycin and Novobiocion: Complete resistance was seen against Phospho-
mycin, Polymyxin B, Colestin Sulphate and Rifamycin. In relation to Streptococcus sp., the
most effective antibiotics were Chloramphenicol, Novobiocin and Vancomycin (72-77%). High
levels of resistance (90-100%) were seen with Rifamycin, Streptomycin, Colestin Sulfate, Sulfo-
methoxazole, Phosphomycin and Polymyxm B. As for the cultures of Corynebacterium sp., the
greatest sensitivity was seen with Cephalosporin (100%), followed by Erythromycin, Chloram-
phenicol, Gentamycin, Kanamycin, Tetracycline, Carbenicillin and Tobramycin (80-97%). None

of the samples of Corynebacteriumisp.studied showed complete resistance to any of the drugs

tested.

INDEX TERMS: in vitro sensitivity, antibiotics, chemotherapeutic drugs, mastitis, cattle.

SINOPSE.- Estudou-se in vitro a sensibilidade a antimicrobia-
nos de 951 amostras de bactérias do género Staphylococcus,
590 amostras do género Streptococcus e 550 do género
Corynebacterium, isoladas de mastites bovinas. Obtiveram-se
os seguintes resultados em relagdo as bactérias do género
Staphylococcus: os maiores indices de sensibilidade (75 a
90%) foram os observados frente 4 cefalosporina, nitrofuran-
toina, vancomicina e novobiocina. Observou-se 100% de resis-
téncia frente a fosfomicina, polimixina B, sulfato de colistina e
rifamicina. Em rela¢do a Streptococcus sp., os antimicrobianos
mais efetivos foram cloranfenicol, novobiocina e vancomicina
(sensibilidade de 72 a 77%). Altos indices de resisténcia (90 a
100%) foram observados frente a rifamicina, estreptomicina,
sulfato de colistina, sulfametoxazol, fosfomicina e polimixina
B. Quanto as amostras de Corynebacterium sp., a maior sensi-
bilidade fc & observada frente a cefalosporina (100%), seguida
da eritromicina, cloranfenicol, gentamicina, canamicina, te-
traciclina, carbenicilina e tobramicina (97 a 80%). Ndo foi
observada resisténcia mdxima (100%) aos antimicrobianos nas
amostras de Corynebacterium sp. estudadas.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Sensibilidade in vitro, antimicrobianos,
mastite, bovinos.
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INTRODUCAO

A mastite é o maior problema sanitdrio da exploragdo leiteira,
encurtando a vida produtiva dos animais e causando sérios
prejuizos econdmicos (Blosser 1977). A natureza infecciosa da
mastite foi constadada por Franck em 1876. Posteriormente,
verificou-se ser a forma mais prevalente somando entdo aos
aspectos jd citados, sua unportancm em satde publica.

No controle dessa afec¢do tém sido empregados antibi6ticos
e quimioterdpicos. A sulfanilamida foi o primeiro quimioterapi-
co empregado no tratamento de mastite bovina em 1937, por
Aloot, enquanto que a primeira referéncia do uso de antibi6ti-
cos data de 1940, quando Little et al. utilizaram a gramicidina.

Lumtagao ao uso dos antimicrobianos é representada pela
crescente resisténcia dos microrganismos. J4 em 1948, Barber e
Rozwadowska-Dowsenko observaram evolugdo de resisténcia
em amostras de Staphylococcus sp. isoladas em um hospital
londrino: 14,1% dos Staphylococcus sp. isolados em 1946
eram resistentes 4 penicilina; 38% em 1947 e 59% em 1948,
Jacquet (1953) assinalou que o emprego de antibi6ticos nas
mastites resultara em sele¢do de espécies resistentes aos mes-
mos, no desaparecimento de certos germes a eles sensiveis e no
aumento do nimero de mastites provocadas por outros germes
ndo habitualmente ligados a esses processos.

Foi objetivo deste trabalho avaliar a situagdo da sensibilida-
de dos microrganismos mais prevalentes na etiologia da mastite
infecciosa bovina frente aos antimicrobianos. A escolha desses
microrganismos baseou-se em trabalho dos autores (Costa et al.
1983) sobre a etiologia da mastite bovina no Estado de Sdo
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Paulo, quando se constatou o predominio dos géneros Staphy-
lococcus (49,23%), Streptococcus (27,08%) e Corynebacterium
(30,67%) nas 2.533 amostras de leite analisadas.

MATERIAL E METODOS

Estudou-se a sensibilidade in vitro frente a antibidticos e quimioterdpi-
cos de 951 amostras do género Staphylococcus, 590 amostras de
Streptococcus e 550 amostras de Corynebacterium. Essas cepas foram
isoladas de leite de vacas com mastite, em estudo realizado em 32 dife-
rentes propriedades de exploragdo leiteira, localizadas em 18 municipios
do Estado de Sio Paulo, Brasil.

No exame microbioldgico procedeu-se ao isolamento e identificacao
das coldnias conforme a seguinte metodologia: as amostras foram semea-
das em 4gar infusdo cérebro-coragdo, dgar sangue acetato de tdlio-esculi-
na-cristal violeta, d4gar Levine, “manitol salt agar” e dgar Sabouraud
dextrose com cloranfenicol (100 mg). Apds exame bacterioscopico
das coldnias isoladas, procedeu-se a identificagdo bioquimica segundo
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Lennette et al. (1974), sendo os microrganismos classificados de acor-
do com Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Buchanan e
Gibbons 1974). '

O antibiograma foi realizado em meio de Mueller & Hinton, método
de difusdo, segundo a técnica de Bauer et al. 1966, conforme orientagdo
do Projeto Coba, implantado desde 1980, que propde uniformizagio da
metodologia no Brasil. Foram testados 21 antibidticos e quatro quimio-
terdpicos, nas seguintes concentragdes: dcido nalidixico (30 ug); amica-
cina (30 ug); ampicilina (10 pg); canamicina (30 ug); carbenicilina
(100 ug); cefalosporina (30 ug); cloranfenicol (30 ug); eritromicina
(15 pg); estreptomicina (10 pug); fosfomicina (SO pg); gentamicina
(10 pg); lincomicina (2 pg); neomicina (30 Mg); nitrofurantoina
(300 ug); novobiocina (30 ug); oxacilina (5 ug); penicilina (6 ug); poli-
mixina B (300 UI); rifamicina (5 ug); sulfametoxazol (23,75 ug); sul-
fato de colistina (10 pg); tetraciclina (30 ug); trimetoprim (1,25 ug);
tobramicina (10 yg); vancomicina.

Acido nalidixico, estreptomicina, neomicina, nitrofurantoina, novo-
biocina, polimixina B, sulfato de colistina e vancomicina ndo foram
testados frente as amostras do género Corynebacterium, dada a alta sen-

Quadro 1. Antibiogramas de 951 amostras de Staphylococcus, 590 amostras de Streptococcus e 550
amostras de Corynebacterium, associados @ mastite bovina, Estado de Sdo Paulo, 1983

Staphylococcus sp. Streptococcus sp. Corynebacterium sp.
Antibidticos R 1% SO RO 1% SO R% 1% . S%
Penicilina (6 ug) 92 2 6 60 5 35 84 3 13
Tetraciclina (30 ug) 76 4 20 55 15 30 9 7 84
Lincomicina (2 ug) 62 0 38 60 4 36 60 0 40
Canamicina (30 ug) 32 16 43 54 0 46 15 0 85
Eritromicina (15 ug) 44 5 51 38 0. 62 3 0 97
Cloranfenicol (30 ug) 57 17 26 28 0 72 9 0 91
Gentamicina (10 ug) 32 13 55 38 19 43 7 3 90
Ampicilina (10 ug) 41 16 43 75 0 25 87 0 13
Oxacilina (5 ug) 66 4 30 83 0 17 87 0 13
Cefalosporina (30 Mg) 6,5 3,5 90 46 2 52 0 0 100
Carbenicilina (100 ug) 47 12 41 31 20 49° 6 10 84
Rifamicina (5 ug) 100 0 0 90 0 10 50 0 50
Fosfomicina (50 ug) 100 0 0 98 2 0 74 0 26
Tobramicina (10 ug) 27 12 51 60 31 9 13 7 80
Amicacina (30 ug) 40 25 35 82 4 14 30 21 49
Sulfametoxazol (23,75 ug) 80 9 11 96 0 4 - - -
Sulfametoxazol/Trimetoprim 45 0 5§ 54 0 46 23 0 77

(23,75 ug) (1,25 ug)

2R = resisténcia, I = reagdo intermedidria, S = sensibilidade.

Quadro 2. Antibiogramas de 951 amostras de Staphylococcus e 590 amostras de Streptococcus, associadas @
mastite bovina, Estado de Sdo Paulo, 1983

Antibiéticos Staphylococcus sp. Streptococcus sp.
R(%)2 1(%) - S(%) R(%) 1(%) S(%)
Novobiocina (30 ug) 18 7 75 14 10 76
Vancomicina 18 0 82 15 8 77
Estreptomicina (10 ug) 65 25 10 91 9 0
Nitrofurantoina (300 ug) 18- 0 82 36 0 64
Neomicina (30 ug) 28 8 64 67 0 33
Sulfato Colistina (10 ug) 100 0 0- 95 0 5
Ac. Nalidixico (30 ug) 88 12 0 S5 35 10
Polimixina B (300 UI) 100 0 0 100 0 0

aR = resisténcia, I = reagdo intermedidria, S = sensibilidade.
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sibilidade apresentada por esse género frente a virios outros antimicro-
bianos.

A interpreta¢do dos antibjogramas foi realizada pela medida do dia-
metro do halo de inibigdo, comparada as tabelas padrdes de difusio des-
ses antimicrobianos. As concentragbes, bem como o critério de interpre-
tagdo foram os recomendados pela World Health Organization (1977) e
pelo NCCLS (1979).

RESULTADOS

Os resultados obtidos estdo apresentados nos Quadro 1 e 2.
Verifica-se que a resisténcia (R) observada em rela¢do s amos-
tras do género Staphylococcus variou de 6,5 a 100%. A cefa-
losporina foi o antibidtico mais eficiente, frente ao qual se
observou sensibilidade (S) de 90%. Também foi alta a sensibili-

dade frente a novobiocina (75%), vancomicina (82%) e nitrofu-
rantoina (82%). As amostras de Staphylococcus sp. apresenta-

ram 100% de resisténcia frente a rifamicina, fosfomlcma sulfa-
to de colistina e polimixina B.

Em relagdo-ao género Streptococcus, a resisténcia variou de.
14 a 100%. Os antimicrobianos mais efetivos foram cloranfeni-

col (72% S), novobiocina (76% S), vancomicina (77% S). Altas
percentagens de resisténcia foram verificadas frente 4 polimixi-
na B (100%), fosfomicina (98%), sulfametoxazol (96%), sulfa-
to de colistina (95%), estreptomicina (91%) e rifamicina (90%).

A resisténcia das amostras de Corynebacterium sp. frente
aos antimicrobianos variou de 0 a 87%. Observou-se 100% de
sensibilidade a cefalosporina. Corynebacterium sp. mostrou-se
muito -sensivel a vdrios antimicrobianos: tobramicina (80%),
carbenicilina (84%), tetraciclina (84%), canamicina (85%), gen-
tamicina (90%), cloranfenicol (91%) e eritromicina (97%).

Para melhor visualizagdo dos resultados, a sensibilidade
apresentada .pelos diferentes microrganismos foi agrupada em
faixas de porcentagens nos Quadros 3,4 ¢ 5.

DISCUSSAO

E sabido que a resisténcia dos microrganismos aos z"mtimicro-
bianos pode ser natural (Bryan 1982), como o observado com
a polimixina B e sulfato de colistina em rela¢do as bactérias
Gram positivas, explicando a alta percentagem de resisténcia

Quadro 3. Antibiogramas de 951 amostras de Staphylococcus associadas é mastite bovina, Estado de Sao
Paulo, 1 983 agrupados em faixas de percentagem de senbilidade

Sensibilidade Antimicrobianos
%
0 ' Rifamicina, fosfomicina, sulfato de colistina, polimixina B
1—25 Penicilina, tetraciclina, sulfametoxazol, dcido nalidfxico
26+——50 Lincomicina, cloranfenicol, oxacilina, estreptomicina
51——175 Canamicina, eritromicina, gentamicina, ampicilina, carbenicilina, tobramicina, amicacina,
. ~ sulfametoxazol/trimetoprim, neomicina
76 ——99

Novobiocina, vancomicina, nitrofurantofna, cefalosporina

Quadxo 4. Antibiogramas de 590 amostras de Streptococcus gssociadas & mastite bovina, Estado de Sdo
Paulo, 1983, agrupados em faixas de percentagem de sensibilidade

Sensibilidade - .
Antimicrobianos
%
0 Polimixina B
1—25 Ampicilina, oxacilina, rifamicina, fosfomicina, amicacina, sulfametoxazol, estreptomicina,
" sulfato de colistina

26——50 Pemcxlma,’ tetraciclina, lincomicina, canamicina, tobramicina, sulfametoxazol/trimetoprim,
. neomicina, dcido nalidixico : :
51—175 Eritromicina, cloranfemcol gentamicina, cefalosporina, ca.rbemcnl.ma, nitrofurantoina.
76——99" Novobiocina, vancomicina

Quadro 5. Antibiogramas de 550 amostras de Corynebacterium associadas a mastite bovina, Estado de Sdo
Paulo, 1983, agrupados em faixas de percentagem de senbilidade

Sensibilidade

Antimicrobianos

%
1——25 Penicilina, ampicilina, oxacilina
26——50 Lincomicina, fosfomicina, rifamicina
51——175 Amicacina
76——99 Tetraciclina, canamicina, eritromicina, cloranfemcol gentamicina, carbenicilina, tobramlcma,
. sulfmnetoxazol/tmnetopmn
100 . .Cefalosporina
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obtida neste estudo. A resisténcia pode ser adquirida através da
mutagdo de genes cromossdmicos ou da transferéncia de genes
extracromossomicos, em plasmideos (Amato Neto et al. 1978,
Lacey 1980). Como exemplo de resisténcia adquirida através
da mutagdo temos a impermeabiliza¢ado da membrana bacteria-
na aos aminoglicosideos amicacina, gentamicina, neomicina,
estreptomicina,. tobramicina (Hull et al. 1976). A resisténcia a
esse mesmo grupo de antibiticos também pode ser mediada
por plasmideos, através da produgdo de enzimas inativadoras
adenil, acetil e fosfotransferases (Mandell et al. 1979, Knight &
Casewell 1981). A resisténcia apresentada aos aminoglicosi-
deos variou de 65% 4 estreptomicina a 27% 4 tobramicina em
relagdo aos estafilococos e 91% & estreptomicina a 32% a
gentamicina em relaggo aos estreptococos.

Os aminoglicosideos s@o pouco efeicazes frente aos micror-
ganismos Gram positivos, 4 exce¢do do género Staphylococcus
(Fonseca 1982), o que também se verifica néste estudo, uma
vez que as amostras do género Strepfococcus mostraram, no
geral, sensibilidade bem menor aos aminoglicosideos, quando
comparadas as do género Staphylococcus.

Dada a estrutura semelhante de alguns antibiéticos, observa-
se muitas vezes a ocorréncia de resisténcia cruzada, como € o

caso da penicilinase produzida pelas amostras de Staphylo-

coccus sp., que hidrolizam o anel f-lactamico presente nas
penicilinas, carbenicilina, oxacilina, ampicilina, amoxacilina, e
nas cefalosporinas, cefalotina, cefoxitina, cefaloridina (Giam-
biagi et al. 1983).

A resisténcia observada pelas amostras de Staphylococcus
sp. as penicilinas variou de 41% (ampicilina) a 92% (penicilina).
Em relagdo & cefalosporina a resisténcia observada foi bem
menor, da ordem de 6,5%, j4 que estruturalmente o seu anel
f-lactamico se encontra menos exposto 4 agdo dasf-lactamases.
Nas amostras do género Streptococcus, a resisténcia as penicili-
nas variou de. 31% a carbenicilina a 83% 4 oxacilina.

Entre os antibiéticos heterosideos, como a lincomicina, e os
macrolideos, como a eritromicina (heterosideo com anel ma-
crolideo delactona no nicleo) pode ocorrer resisténcia cruzada
total ou parcial (Fonseca 1982). Pela andlise dos resultados
verifica-se que a resisténcia apresentada pelos microrganismos
testados foi da ordem de 60% frente a lincomicina, maior que
a observada frente a eritromicina, em relagdo a qual 44% das
amostras de Staphylococcus sp. e 38% das amostras de Strep-
tococcus sp. foram resistentes.

A agdo bacteriostdtica das tetraciclinas é exercida ao nivel
da subunidade 30 S do ribossomo bacteriano, inibindo o aco-
plamento entre o RNA transportador ¢ o RNA mensageiro;
como conseqiiéncia da ndo leitura do RNA mensageiro, as pro-
teinas ndo sdo produzidas (Bryan 1982). A agdo bacteriostdti-
ca do cloranfenicol situa-se ao nivel da subunidade 50 S; ndo
permitindo a unido dos aminodcidos, formam-se peptideos e
dipeptideos, mas ndo a proteina completa. Os mecanismos de
resisténcia apresentados pelos microrganismos em relagdo a
esses dois antimicrobianos de amplo aspectro podem ser tanto
mediados por plasmideos (produgdo de enzimas inativadoras)
como por mutagdo (impermeabilizagdo) da membrana bacteria-
na (Bryan 1982). A resisténcia observada no presente estudo
frente as tetraciclinas foi de 76% pelos estafilococos e 55%
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pelos estreptococos; ao cloranfenicol foi de 57% pelos estafilo-
~ocos e 28% pelos estreptococos.

Os menores indices de resisténcia apresentados pelos
microrganismos testados foram os observados frente & vanco-
micina, novobiocina e nitrofurantoina (nitrofurano). Respecti-
vamente, 18% das amostras de estafilococos e 15% das amos-
tras de estreptococos foram resistentes a vancomicina; 18% das
de estafilococos e 14% das de estreptococos, foram resistentes
4 novobiocina, e 18% das de estafilococos e 36% das de estrep-
tococos a nitrofurantoina.

Em relag8o & associagdo de anfhnicrobianos, os dados obti-
dos vieram a confirmar o sinergismo existente entre as sulfona-
midas e o trimetoprim, pois frente ao sulfametoxazol encon-
tram-se resisténcias de 80% entre os Staphylococcus sp. e de
96% entre os Streptococcus sp. J4 com a associagdo do sulfa-
metoxazol e trimetoprim, essas percentagens baixaram muito:
45% entre os Staphylococcus sp. e 54% entre Streptococcus
sp. Contudo, deve-se considerar que associagdes entre diferen-
tes antimicrobianos também podem gerar antagonismo (Fonse-
ca 1982). )

Nenhuma amostra de Staphylococcus sp. ou Streptococcus
sp. apresentou 100% de sensibilidade a qualquer dos antimicro-
bianos testados e grande parte delas encontra-se na faixa abai-
x0 de 50%. Ao contririo, Corynebacterium sp. apresentou sen-
sibilidade acima de 75% 4 maior parte dos antimicrobianos.

Apesar da alta sensibilidade apresentada in vitro, sabe-se
que o que compromete o tratamento das corinebacterioses é o
dificil acesso dos antimicrobianos ao agente, devido a reagdo
tecidual determinada por esse microrganismo no hospedelro
(Heindrich & Renk 1969). '

Lacerda et al. (1954) em 88 amostras, Figueiredo (1959)
em 99 amostras, e Cury (1977) em 76 amostras verificaram a
sensibilidade de microrganismos isolados de mastite bovina no
Brasil. A limitag@o encontrada na compara¢do com esses estu-
dos deve-se 4 falta de uniformidade das técnicas empregadas.
Os dados dos Quadros 1 e 2 salientam a alta resisténcia apre- -
sentada pelos microrganismos dos géneros Staphylococcus e
Streptococcus frente aos antimicrobianos utilizados. Esses
resultados estdo de acordo com os verificados por Ferreiro
(1980), quando o autor compara os padrdes de suscetibilidade
de Staphylococcus aureus isolados, no Rio Grande do Sul (Bra-
sil) e na Califérnia (Estados Unidos), do leite de vacas com
mastite, concluindo que as amostras brasileiras revelaram
maior resisténcia a todos os antimicrobianos estudados em
relagdo as cepas californianas.

A alta percentagem de resisténcia apresentada pelos micror-
ganismos reflete a pressdo seletiva exercida pelo uso indiscrimi-
nado ‘e inadequado de antimicrobianos. Como foi mencionado
ao ser citado o trabalho de Ferreiro ( 1980) o nivel de resisténcia
observado no Brasil é maior do que o verificado em outros pai-
ses (Dupont 1980, Davidson et al: 1982, Singh & Baxi 1982,
Valente 1978, Ruffo et al. 1981), evidenciando a necessidade
de estudos periddicos que venham determinar a evolugdo de
resisténcia e que constituam suporte adequado para a orienta-
¢do terapéutica a nivel clinico.

Concluindo, cabe ressaltar que os testes de sensibilidade
foram efetuados in vitro, com uma confrontagdo direta entre o
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antimicrobiano e o microrganismo, nfo havendo, portanto,
interferéncia, em sua agdo, de fatores como: 1) produgdo de
leite, a qual pode diluir o antimicrobiano e impedir que seja
atingida a concentragdo adequada para sua ago; 2) reagdo teci-
dual d_e fibrosamento, que limitaria o acesso do antimicrobiano
ao local de infecgdo; 3) veiculo utilizado no tratamento. Por
outro lado, no.teste in vitro ndo sdo medidos os mecanismos
de defesa do préprio organismo animal, que podem, muitas ve-
zes, potencializar a a¢do do antimicrobiano e mesmo levar i
cura espontinea (Guidry et al. 1980a, b, ).
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