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Resumo

A mastite é uma das principais enfermidades que acomete o rebanho leiteiro, sendo causada por diversos micro-
organismos dos quais se destacam as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli. O tratamento para esta
enfermidade é realizado, geralmente, por meio do uso de antibioticos via intramamaria. No entanto, o uso inadequado
desses medicamentos tem contribuido para a selegdo de cepas de micro-organismos resistentes, dificultando o
tratamento e controle da mastite. Com isso, objetivou-se avaliar cepas das bactérias S. aureus e E. coli frente aos
antibiéticos: Florfenicol, Enrofloxacina, Gentamicina, Amicacina, Tetraciclina, Norfloxacina, Cefalotina, Cefalexina,
Gentamicina, Neomicina, Amoxilina, Ampicilina + Sulbactam, Cefoxitina, Bacitracina, Ampicilina e Penicilina. As
bactérias foram inoculadas em solucdo salina 0,9% e semeadas em 100 pL de meio Mueller Hinton com os discos de
antibidticos. Os testes foram realizados em quadruplicata e as placas incubadas a 37°C durante 24h. Os resultados
mostraram que S. aureus foi resistente a penicilina (10ug) e ampicilina (10ug), apresentando maior sensibilidade ao
antibidtico florfenicol (30ug). A bactéria E. coli também apresentou maior sensibilidade ao florfenicol (30ug), sendo
resistente a bacitracina (10pg). Nossos resultados indicaram que a investigagdo por novas alternativas para o
tratamento da mastite é urgente e necessaria.

Palavras-chave: Mastite; Antibiéticos; Resisténcia; Staphylococcus aureus; Escherichia coli.

Abstract

Mastitis is one of the main diseases that affects the dairy cattle, being caused by several microorganisms, which
Staphylococcus aureus and Escherichia coli stand out. The usually treatment performed through using intramammary
antibiotics. However, unappropriated use these drugs has contributed to selection resistant strains, became difficult the
treatment and control of mastitis. Thereby, the objective is to evaluate strains S. aureus and E. coli against the
antibiotics: Florfenicol, Enrofloxacin, Gentamicin, Amikacin, Tetracycline, Norfloxacin, Cephalothin, Cephalexin,
Gentamicin, Neomycin, Amoxicillin, Ampicillin + Sulbactam, Cefoxitin, Bacitracin, Ampicillin and Penicillin. The
bacteria were inoculated in 0.9% saline and seeded in 100 pL of Mueller Hinton medium with the antibiotic disks.
The tests were performed in quadruplicate and plates were incubated at 37°C for 24h. Results showed that S. aureus
was resistant to penicillin (10ug) and ampicillin (10ug), showing greater sensitivity to antibiotic florfenicol (30ug).
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Bacteria E. coli also showed greater sensitivity to florfenicol (30ug), being resistant to bacitracin (10ug). Our results
indicated that search for new alternatives for treatment of mastitis is urgent and necessary.
Keywords: Mastitis; Antibiotics; Resistance; Staphylococcus aureus; Escherichia coli.

Resumen

La mastitis es una de las principales enfermedades que afecta al hato lechero, siendo causada por varios
microorganismos, de los cuales se destacan las bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia coli. El tratamiento de
esta enfermedad se suele realizar mediante el uso de antibi6ticos intramamarios. Sin embargo, el uso inadecuado de
estos farmacos ha contribuido a la seleccion de cepas resistentes de microorganismos, dificultando el tratamiento y
control de la mastitis. Con esto, el objetivo fue evaluar cepas de bacterias S. aureus y E. coli contra los antibidticos:
Florfenicol, Enrofloxacina, Gentamicina, Amikacina, Tetraciclina, Norfloxacina, Cefalotina, Cefalexina,
Gentamicina, Neomicina, Amoxicilina, Ampicilina + Sulbactam, Cefoxitina, Bacitracina, Ampicilina y Penicilina.
Las bacterias se inocularon en solucién salina al 0,9 % y se sembraron en 100 pl de medio Mueller Hinton con los
discos de antibiético. Las pruebas se realizaron por cuadruplicado y las placas se incubaron a 37°C durante 24h. Los
resultados mostraron que S. aureus fue resistente a penicilina (10pg) y ampicilina (10pg), mostrando una mayor
sensibilidad al antibiético florfenicol (30ug). La bacteria E. coli también mostré mayor sensibilidad al florfenicol (30
Kg), siendo resistente a la bacitracina (10 pg). Nuestros resultados indicaron que la blsqueda de nuevas alternativas
para el tratamiento de la mastitis es urgente y necesaria.

Palabras clave: Mastitis; Antibidticos; Resistencia; Staphylococcus aureus; Escherichia coli.

1. Introducéo

A mastite bovina é um dos principais problemas na bovinocultura de leite, causando prejuizo financeiro aos
produtores rurais. Esta doenca caracteriza-se por um processo inflamatério da glandula mamaéria, podendo ser causada por
varios tipos de patégenos, tendo a influéncia do meio ambiente e os fatores inerentes a cada animal (Coser, Lopes & Costa,
2012). Os micro-organismos que causam mastite sdo classificados em: contagiosos ou ambientais, de acordo com a fonte de
infeccdo e a forma de transmissdo. A principal fonte de infeccdo de micro-organismos contagiosos € a glandula mamaéria das
vacas infectadas, os quais podem ser transmitidos de um animal para o outro ou entre quartos mamarios do mesmo animal, por
meio dos equipamentos de ordenha ou das méos dos ordenhadores. J& 0s micro-organismos ambientais sdo advindos do
ambiente, como cama e pastagem (Contreras & Rodriguez, 2011). Os principais micro-organismos ambientais sdo: Escherchia
coli, Klebsiella spp., Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae. Dentre 0s micro-organismos contagiosos, destacam-se
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae (Benedette et al., 2008).

S. aureus é o principal patégeno da mastite, geralmente colonizam o interior da glandula mamaria, canal do teto ou
superficie desse, principalmente quando lesionado. Pelo fato de induzir resposta imune menos intensa, o animal infectado por
este micro-organismo desenvolve infeccdo intramamadria crénica com atrofia do alvéolo mamario, fibrose e microabscessos,
dificultando a acdo de medicamentos antimastiticos (Langoni et al., 2017). As infec¢Bes por E. coli sdo caracterizadas
exclusivamente por sintomas agudos seguidos de cura espontanea. No entanto, dentre 0s casos em que a mastite resultou em
morte, 0s casos mais prevalentes foram causados por essa bactéria (Rinaldi, 2010). Este agente patoldgico produz toxinas
durante sua multiplicacdo, as quais quando caem na corrente sanguinea, provocam sinais clinicos nas vacas em poucas horas,
de forma que a gravidade do caso dependera da resposta imune do animal (Santos & Fonseca, 2007).

A antibioticoterapia é o procedimento mais comumente utilizado no tratamento da mastite bovina (Freitas et al.,
2018). Diferentes antibidticos estdo sendo usados em todo o mundo para o tratamento da doenca e muitos patdgenos da mastite
bacteriana sdo agora resistentes a varios deles (Amber et al., 2017). Isso acontece porque este medicamento é utilizado
equivocadamente como agente de prevencdo da enfermidade, tornando-se uma das principais causas da ocorréncia de
resisténcia bacteriana (Tozzeti et al., 2008). Essa resisténcia dos patégenos aos antimicrobianos é importante no controle da
mastite, ndo sé pela dificuldade do tratamento dessa doenca, como também pelo risco que representa para a salde publica
(Acosta et al., 2016), devido a veiculagdo de patdgenos e suas toxinas, ou pela presenca de residuos de antibidticos no leite

(Costa et al., 2013). As infecgBes causadas por cepas resistentes ndo respondem ao tratamento, resultando no prolongamento da
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doenca, risco de descarte e morte do animal, além de expor o rebanho ao risco de infecgdo por estirpes resistentes (Alekish et
al., 2013). Segundo Santos et al. (2004), a razdo para a maior taxa de descarte de vacas com mastite estd, possivelmente,
associada a diminuicdo da produgdo de leite, uma vez que vacas infectadas se tornam improdutivas devido a mastite cronica
apos o tratamento malsucedido.

De acordo com a Alianca Mundial contra a Resisténcia aos Antibiéticos (WAAR), os antibiéticos podem perder
completamente sua eficacia nos proximos cinco anos devido a uma combinacdo da automedicacdo e da prescricdo e uso
irracional desses agentes terapéuticos. Esses fatores levaram ao desenvolvimento de cepas bacterianas multirresistentes, sendo
algumas delas resistentes a todos os antibiéticos disponiveis. Portanto, a necessidade de desenvolver alternativas vidveis aos
antibidticos se torna cada vez mais importante (Rios et al., 2016). Essa pesquisa, objetivou avaliar a resisténcia de cepas de

bactérias causadoras de mastite frente a dezesseis tipos de antibidticos.

2. Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratdrio de Microbiologia Agricola do Campus de Engenharias e Ciéncias Agrérias da
Universidade Federal de Alagoas, CECA-UFAL. A atividade antimicrobiana dos antibidticos foi realizada pelo método de
difusdo em disco (Bauer et al., 1966). Para a realizagdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas as cepas comerciais de
bactérias causadoras de mastite: S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922). A suspensdo dessas bactérias foi realizada
em solugdo salina 0,9% e a turvacdo do meio, ocasionada pelo crescimento bacteriano, foi comparada visualmente com a
escala McFarland n°1, que corresponde a 3x108 bactérias/mL (Lopes et al., 2019). Foi utilizado 100 pL desta solugdo para o
semeio no meio de cultura agar Mueller Hinton com discos de antibidticos. As placas foram incubadas a 37°C por 24h. Os
didmetros dos halos de inibicdo foram mensurados. Todos os ensaios foram realizados em quadruplicata. Foram testados 16
antibioticos: Florfenicol 30 pg, Enrofloxacina 5 pg, Gentamicina 10 pg, Amicacina 30 pg, Tetraciclina 30 pg, Norfloxacina 10
pg, Cefalotina 30 pg, Cefalexina 30 pg, Gentamicina 30 g, Neomicina 30 pg, Amoxilina 30 pg, Ampicilina + Sulbactam
10/10 pg, Cefoxitina 30 g, Bacitracina 10 pg, Ampicilina 10 pg e Penicilina 10 pg.

As varidveis em estudo foram as medidas de halos produzidos pelo fungo frente as bactérias desafiantes (S. aureus e
E. coli), as quais foram mensuradas com paquimetros. Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia. As

médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey a 0,05%.

3. Resultados e Discussao

Os valores médios (desvios padrdo, valores minimos e méaximos) dos halos de inibicdo (eficicia do antibidtico no
combate a bactéria) para cada bactéria em estudo, produzidos por todas as unidades experimentais sdo aparentados na Tabela
1.

Tabela 1 - Andlise descritiva do halo de inibicéo dos antibidticos frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Tratamento N Média (mm) Desvio Padrdo Minimo (mm) Maéximo (mm)

Staphylococcus aureus
Antibidticos 48 22,33 5,86 6,50 31,70

Escherichia coli
Antibidticos 44 19,28 7,27 6,10 32,60

Fonte: Autores (2022).
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Os resultados das atividades antimicrobianas dos antibiéticos: Florfenicol 30 pg, Enrofloxacina 5 pg, Gentamicina 10
Mg, Amicacina 30 pg, Tetraciclina 30 pg, Norfloxacina 10 pg, Cefalotina 30 pg, Cefalexina 30 pg, Gentamicina 30 pg,
Neomicina 30 pg, Amoxilina 30 pg, Ampicilina + Sulbactam 10/10 pg, Cefoxitina 30 pg, Bacitracina 10 pg, Ampicilina 10 pg

e Penicilina 10 pg frente a bactéria S. aureus podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 2 - Atividade antimicrobiana de antibidticos frente a Staphylococcus aureus.

Tratamento Média (mm) N  Tukey 0,05%*
Florfenicol 30 ug 30,200 4 a
Enrofloxacina 5 pg 26,600 4 a,b
Gentamicina 10 ug 26,100 4 a, b
Amicacina 30 g 25,300 4 a,b,c
Tetraciclina 30 pg 25,225 4 a,b,c
Norfloxacina 10 pg 24,200 4 a,b,c
Cefalotina 30 pg 23,700 4 a,b,c
Cefalexina 30 pg 20,375 4 b, c,d
Gentamicina 120 pg 19,775 1 b, c,d
Neomicina 30 pg 19,725 2 b,c,d
Amoxilina 10 pg 18,533 2 c,d
Ampicilina + Sulbactan 10/10 pg 15,050 1 d
Cefoxitina 30 pg 7,800 2 e
Bacitracina 10 pg 7,000 3 e

*Letras iguais na mesma coluna indicam atividade antimicrobiana
similar. Fonte: Autores (2022).

A bactéria S. aureus foi totalmente resistente aos antibiéticos Ampicilina 10 pug e Penicilina 10 pg, uma vez que nao
apresentaram halos de inibicdo (halo=0). Portanto, ndo foram incluidas nas analises de comparacdo de médias (Tabela 2). Os
resultados mostraram que os antibiéticos Florfenicol 30 pg, Enrofloxacina 5 pg, Gentamicina 10 pg, Amicacina 30 g,
Tetraciclina 30 pg, Norfloxacina 10 pg e Cefalotina 30 ug foram eficientes para controlar a bactéria S. aureus. Por outro lado,
os antibidticos Cefoxitina 30 ug e Bacitracina 10 ug tiveram os piores desempenhos no controle de S. aureus (Tabela 2).

Estes resultados corroboram com os obtidos por Silva et al. (2012), ao analisar a sensibilidade a agentes microbianos
de S. aureus, isolados de amostras de leite no municipio de Garanhuns (PE). Esses autores relataram que 95% e 88% dos 83
isolados de S. aureus apresentaram resisténcia a penicilina e a ampicilina, respectivamente. Pinto et al. (2021) também
mostraram que este micro-organismo, isolado de amostras de leite da regido Noroeste Paulista, apresentou resisténcia aos
antibidticos Penicilina G e Ampicilina. De acordo com Barkema et al. (2006), a resisténcia a penicilina poderia ser um
indicador da presenca de ilhas de patogenicidade que contém outros fatores de viruléncia, além da propria resisténcia a
penicilina, contribuindo para a capacidade de sobrevivéncia da bactéria diante do tratamento antimicrobiano. Dal Vesco et al.
(2017) realizaram teste de susceptibilidade dos Staphylococcus (coagulase positiva) a antimicrobianos, em amostras de leite
coletadas no Rio Grande de sul e constataram que as bactérias se mostraram sensiveis & bacitracina (90%), & penicilina
(92,96%), cefalexina (84,78%), gentamicina (84,78%), neomicina (82,32%) e tetraciclina (82%). Lima et al. (2020) avaliaram
a sensibilidade de S. aureus de amostras de leite provenientes da Regido Sudeste do Estado do Pard. Segundo esses autores, S.
aureus apresentaram sensibilidade a alguns antibiéticos, tais como: enrofloxacina, neomicina e norfloxacina e, diferente do

achado neste estudo, maior resisténcia a bacitracina. Embora S. aureus seja suscetivel a uma variedade de antibidticos in vitro,
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agricultores frequentemente reclamam que as taxas de cura in vivo sdo decepcionantes (Barkema et al., 2006). No entanto,
apesar de as vezes o resultado in vitro ndo corresponder ao resultado in vivo, é recomendado realizar o perfil de sensibilidade
dos antimicrobianos (Langoni et al., 2017), pois 0 uso das informacfes existentes pode resultar em maior eficiéncia e
prudéncia no uso de antibidticos (Barkema et al., 2006).

Os resultados das atividades antimicrobianas dos antibidticos frente a bactéria E. coli sdo apresentados na Tabela 3. A
bactéria E. coli foi resistente ao antibiético Bacitracina 10 g, ndo apresentando a formacédo de halo durante os experimentos in
vitro, indicando ser resistente a este firmaco. De acordo com nossos resultados, a bactéria E. coli foi sensivel aos antibioticos
Florfenicol 30 pg, Tetraciclina 30 pg, Amicacina 30 pg, Gentamicina 120 pg, Enrofloxacina 5 pg, Norfloxacina 10 pg,
Neomicina 30 pg, Gentamicina 10 pg, Amoxilina 10 pg e Cefalexina 30 pg (Tabela 3). Entretanto, os antibiéticos Penicilina

10 g, Cefoxitina 30 pg, Ampicilina 10 pg mostraram baixa eficiéncia para combater E. coli (Tabela 3).

Tabela 3 — Atividade antimicrobiana de antibioticos frente a Escherichia coli.

Antibioticos Média (mm) N Tukey 0,05%*
Florfenicol 30 pg 26,675 4 a
Tetraciclina 30 pg 25,775 4 a
Amicacina 30 pg 23,950 4 a,b
Gentamicina 120 pg 23,325 4 a, b
Enrofloxacina 5 pg 22,900 4 a, b
Norfloxacina 10 pg 20,975 4 a,b,c
Neomicina 30 pg 20,700 4 a,b,c
Gentamicina 10 pg 17,875 4 a,b,cd
Amoxilina 10 pg 16,400 1 a,b,cd
Cefalexina 30 pg 13,600 2 a,b,cd
Cefalotina 30 ug 12,450 2 b,c,d
Ampicilina + Sulbactan 10/10 pug 9,000 1 c,d
Penicilina 10 pg 8,250 2 d
Cefoxitina 30 pg 6,400 3 d
Ampicilina 10 pg 6,400 1 d

*Letras iguais na mesma coluna indicam atividade antimicrobiana similar.
Fonte: Autores (2022).

Pesquisando o tratamento de mastite ambiental, Moreira et al. (2008), observaram que cinco dos seis isolados de E.
coli coletados de leite mastitico apresentaram multirresisténcias aos antimicrobianos Tetraciclina, neomicina e gentamicina.
Ribeiro et al. (2006), em estudo realizado com 120 linhagens de E. coli isoladas de mastite bovina, mostraram que 20% das
linhagens desta bactéria foram resistentes a dois ou mais antimicrobianos, incluindo drogas consideradas efetivas na terapia
deste patégeno, como ampicilina, neomicina e gentamicina.

A resisténcia antimicrobiana nos isolados de E. coli é particularmente preocupante, porque trata-se de um patogeno
gram-negativo mais comum em humanos. Esses agentes patogénicos dos animais, também podem ser transmitidos aos seres
humanos por meio de produtos lacteos ou meio ambiente, tornando indispensével o conhecimento dos padrdes de resisténcia
aos antimicrobianos utilizados na medicina veterindria e humana (Rasheed et al., 2014). Segundo Arévalo et al. (2021), a
maioria dos casos de mastite clinica inicia-se como um caso subclinico; desta forma, a melhor maneira de reduzir os casos

clinicos de mastite, é controlar os casos de mastite subclinica.
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Ampicilina, penicilina e tetraciclina sdo os antibidticos mais empregados nos tratamentos de mastite e de outras
infeccBes em bovinos, no entanto sdo ineficientes quando comparados com outros antimicrobianos (Santos et al., 2011).
Acosta et al. (2016) observaram que a penicilina, ampicilina, amoxicilina e neomicina s&o os antimicrobianos para aos quais 0s
micro-organismos causadores de mastites apresentam maior resisténcia.

Os antibioticos sdo de grande importancia para uso terapéutico na medicina veterinaria (Oliveira & Medeiros, 2015),
pois estes farmacos reduziram as taxas de morbidade e mortalidade associadas a infeccdes bacterianas (Costa & Silva Junior,
2017). Entretanto, o uso indiscriminado e inadequado do medicamento tem contribuido para aceleracdo da resisténcia
microbiana e selecdo de micro-organismos adaptados, consequentemente, causando problema de grande relevancia, pois
dificulta o tratamento de doengas originadas deste tipo de patégeno. Os antibiéticos aumentam a pressdo seletiva nas
populagBes bacterianas, causando a morte de bactérias sensiveis e aumentando a porcentagem de bactérias resistentes. O
aumento de bactérias resistentes aos antibioticos induz uma maior necessidade de tratamentos alternativos (Santé, 2018). Além
disso, diversas classes de antimicrobianos usadas nos tratamentos de doencas em animais também sdo empregados em
tratamentos humanos, reforcando que o uso indevido de antimicrobianos em animais pode favorecer o desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana em humanos (Freitas et al., 2021).

Os resultados da presente pesquisa podem contribuir para subsidiar as antibioticoterapias de forma mais assertiva e
adequada no controle das bactérias mais recorrentes da mastite. Embora os micro-organismos possuam sensibilidade a alguns

antibioticos, faz-se é necessario buscar alternativas eficazes para o tratamento da mastite.

4. Concluséo

A bactéria S. aureus foi resistente aos antibidticos Ampicilina 10 pg e Penicilina 10 g, e apresentou sensibilidade a
50% dos farmacos testados. A bactéria E. coli foi resistente ao antibidtico Bacitracina 10 pg e sensivel a aproximadamente
67% dos antibidticos estudados.

S. aureus e E. coli sdos os principais micro-organismos que causam mastite subclinica e clinica, respectivamente. A
resisténcia dessas bactérias aos antibidticos usualmente utilizados no tratamento desta enfermidade, indica a necessidade de se

buscar tratamentos alternativos para o controle da mastite.
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