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RESUMO

A mastite bovina é considerada um problema sanitario frequente entre os rebanhos
leiteiros no mundo, causada, principalmente, por patégenos bacterianos. Seu
tratamento e prevencdo s&8o0 responsaveis pela maioria dos antimicrobianos
administrados a vacas leiteiras adultas. Uma vez que o uso de antibidticos em
animais produtores de alimentos contribui para as pressoes de selecdo
antimicrobiana, € necessario compreender o perfil de resisténcia dos
microrganismos isolados desses animais. Assim, 0 objetivo do presente estudo foi
avaliar a presenca de estafilococos e suas caracteristicas de resisténcia fenotipica
em vacas saudaveis e com mastite. Logo, foram coletadas 78 amostras de leite em
duas propriedades leiteiras no municipio de Jatai-GO, as quais foram selecionadas
para cultivo e isolamento de estafilococos. As colbnias caracteristicas foram
repicadas, identificadas bioquimicamente e submetidas a pesquisas de
Staphylococcus Resistentes a Meticila (MRS), teste de suscetibilidade em disco e a
Concentracdo Inibitéria Minima (MIC). No geral, foi identificado percentagens
superiores a 90% de cepas Staphylococcus Coagulase Negativos (SCNs) em ambos
grupos. Por outro lado, verificou-se mais Staphylococcus Coagulase Positivos
(SCPs) no grupo doente (7/89) quando comparado ao sadio (4/88). Em relacéo aos
testes de resisténcia fenotipica, foi verificado maior precisdo na MIC, a qual
identificou resisténcia em cepas consideradas sensiveis ao teste de disco difuséo.
Os estafilococos analisados pela técnica de disco difusdo demonstraram-se
sensiveis a sulfametoxazol-trimetoprim, clindamicina e ciprofloxacina (100%) e
resistentes a oxacilina (93,18%) e penicilina (42,05%) em vacas saudaveis. Todavia,
0 grupo com mastite exibiu maior sensibilidade a gentamicina (98,88%) e resisténcia
a penicilina (68,54%). Ao teste MIC, todos os isolados de SCPs apresentaram
suscetibilidade a vancomicina (100%) e resisténcia a sulfametoxazol+trimetoprim
(100%), em ambos os grupos. ldentificou-se também suscetibilidade a penicilina e
cefoxitina (100%) oriundos de vacas saudaveis. Ademais, a azitromicina e
clindamicina exibiram maiores perfis de resisténcia em vacas saudaveis e doentes
(63,64%). Ao todo, foi determinado percentagens de multirresisténcia (20,22%) e
MRS (30,33%) em vacas doentes, enquanto apenas duas cepas mostraram-se
multirresistentes e MRSs (2,27%) nos animais saudaveis. Esses resultados mostram
que a disseminacdo de espécies bacterianas resistentes é uma realidade e
confirmam a importancia de um monitoramento regular de outras cepas além do
Staphylococcus aureus.

Palavras-chaves: antibiograma, concentracdo inibitéria minima, glandula mamaria,
bovinos, testes de suscetibilidade



ABSTRACT:

Bovine mastitis is considered a frequent health problem among dairy herds around
the world, caused mainly by bacterial pathogens. Its treatment and prevention are
responsible for the majority of antimicrobials administered to adult dairy cows. Since
the use of antibiotics in food-producing animals contributes to antimicrobial selection
pressures, it is necessary to understand the resistance profile of microorganisms
isolated from these animals. Therefore, the objective of the present study was to
evaluate the presence of staphylococci and their phenotypic resistance
characteristics in healthy cows and those with mastitis. Therefore, 78 milk samples
were collected from two dairy farms in the municipality of Jatai-GO, which were
selected for cultivation and isolation of staphylococci. The characteristic colonies
were picked, biochemically identified and subjected to Methicillin-Resistant
Sthaphylococci (MRS) research, disk susceptibility testing and Minimum Inhibitory
Concentration (MIC). Overall, percentages greater than 90% of Coagulase Negative
Staphylococcus (SCNSs) strains were identified in both groups. On the other hand,
there were more Coagulase Positive Staphylococcus (SCPs) in the mastitis group
(7/89) when compared to the healthy group (4/88). In relation to phenotypic
resistance tests, greater precision was observed in the MIC, which identified
resistance in strains considered sensitive to the disk diffusion test. The staphylococci
analyzed by the disk diffusion technique proved to be sensitive to sulfamethoxazole-
trimethoprim, clindamycin and ciprofloxacin (100%) and resistant to oxacillin
(93.18%) and penicillin (42.05%) in healthy cows. However, the mastitis group
exhibited greater sensitivity to gentamicin (98.88%) and resistance to penicillin
(68.54%). In the MIC test, all SCPs isolates showed susceptibility to vancomycin
(100%) and resistance to sulfamethoxazole+trimethoprim (100%), in both groups.
Susceptibility to penicillin and cefoxitin (100% both) from healthy cows was also
identified. Furthermore, azithromycin and clindamycin exhibited higher resistance
profiles in healthy and sick cows (63.64%). In total, percentages of multidrug
resistance (20.22%) and MRS (30.33%) were determined in sick cows, while only two
strains were shown to be multidrug resistant and MRSs (2.27% both) in healthy
animals. These results show that the spread of resistant bacterial species is a reality
and confirm the importance of regular monitoring of strains other than
Staphylococcus aureus.

Keyword: antibiogram, minimum inhibitory concentration, mammary gland, cattle,
susceptibility tests
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CAPITULO 1
INTRODUCAO GERAL

De acordo com a Embrapa (2022), a cadeia produtiva do leite tem grande
importancia econbmica para o Brasil. Além disso, o pais representa um dos
maiores produtores mundiais de leite, com uma producdo que registrou, em 2022,
valor acima de 34 bilhGes de litros, de acordo com os dados do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE).

Mesmo com essa alta producéo, o Brasil ainda enfrenta muitos problemas
na pecudria leiteira. Apesar de haver politicas publicas voltadas para esse setor, 0
produtor se defronta com a dificuldade para a expanséo da producéo, uma vez que
0S precos de custos sdo oscilantes, 0 que gera margens instaveis. Esse fato
contribui com o atraso tecnolégico da atividade leiteira e por muitos produtores
desistirem desse mercado (Embrapa, 2022).

Entre os custos na industria leiteira, a mastite é considerada um problema
sanitario frequentemente observado, por se tratar de uma doenca endémica e
dispensiosa entre os rebanhos leiteiros no mundo (Halasa et al., 2007; Ruegg,
2017).

A mastite é definida como uma inflamacdo que afeta as glandulas
mamarias, resultante da entrada e multiplicacdo de microrganismos patogénicos na
glandula (Oliver & Murinda, 2012; Moritz & Moritz, 2016). E uma doenca
multifatorial e deriva principalmente de patdbgenos comuns no Ubere, como
estafilococos, estreptococos e espécies coliformes (Simbdes & Oliveira, 2012;
Ruegg, 2017).

As bactérias causadoras podem ser classificadas em dois grupos,
conforme o modo de transmissao. O grupo dos patdgenos contagiosos ou primarios
incluem microrganismos bem adaptados a sobrevivéncia no Uubere e séo
transferidos entre as vacas, principalmente, durante a ordenha. Ja o grupo dos
patdgenos ambientais ou secundarios abrange bactérias presentes no ambiente em
gue a vaca se aloja e a transmissdo normalmente ocorre no intervalo entre as
ordenhas (Brito et al., 2007; Simbes & Oliveira, 2012; Heikkila et al., 2018).

Por outro lado, de acordo com a manifestacéo clinica da doenca, a mastite
pode ser dividida em clinica e subclinica. Na forma clinica, o animal apresenta

sinais evidentes da doenca, como edema ou dor no Ubere, presenca de pus,



grumos e outras alteragcdes nas caracteristicas fisicas do leite, aumento na
contagem de células somaticas (CCS), além de pode ser acompanhada por sinais
sistémicos, como hipertermia, letargia ou anorexia. JA& a mastite subclinica é
caracterizada principalmente pela reducdo na producdo do leite, alteracdo na
composicdo com a presenca de componentes inflamatorios e bactérias, além do
aumento da CCS (Heringstad et. al., 2000; Brito et al., 2007; Ruegg, 2017).

Outro aspecto relevante € a terapia da vaca seca, o qual é considerado um
dos procedimentos mais utilizados para o controle da mastite subclinica. Tal
procedimento consiste no tratamento de todas as vacas ao final da lactacdo e tem
por objetivo eliminar as infecces subclinicas existentes e prevenir as infecgées de
ocorréncia comum no inicio do periodo seco. A depender do agente causador da
mastite, esse tratamento ser mostrar efetivo. Assim, é muito eficiente para
microrganismos contagiosos e pouco eficiente para microrganismos ambientais
(Brito et al., 2007; Ruegg, 2017).

Além disso, é importante evitar que as vacas secas figuem expostas a
ambientes sujos e umidos, principalmente no periodo pré6ximo ao parto, quando
estdo sob estresse e maiores riscos de infeccdo. Normalmente, quando o programa
de terapia da vaca seca nédo € eficaz, as causas de insucesso nos procedimentos
de aplicacdo de antibiéticos e/ou manejo inadequado das vacas durante o periodo
seco e paricao (Brito et al., 2007).

Em geral, essa doenca culmina em uma perda substancial na producéo de
leite, alteracdes nos niveis de componentes fisico-quimicos especificos do leite e
presenca de componentes inflamatérios, reduzindo a qualidade geral do produto e
levando ao aumento da contagem de células somaticas (CCS). Nesse contexto,
além da CCS e da contagem bacteriana, a maioria dos sistemas de pagamento de
leite testa a presenca de residuos de antibioticos (Heringstad et. al., 2000; Halasa
et al., 2007).

Destaca-se, ainda, que ha cada vez mais informacgcdes microbiologicas e
clinicas sobre bactérias e genes, incluindo aqueles relativos a resisténcia, que
podem passar entre 0s ecossistemas humanos e animais, resultando em infec¢oes
mais dificeis de tratar (Reygaert, 2018). Portanto, uma vez que as bactérias
poderem atuar como reservatérios de genes de resisténcia antimicrobiana, €
imprescindivel 0 monitoramento desses microrganismos.

No que diz respeito a resisténcia antimicrobiana, esta pode ser intrinseca



ou adquirida. A primeira, também chamada de natural, pode ser inata quando for
sempre expressa na espeécie bacteriana e independente da exposicdo prévia a
antibiéticos, de forma a néo estar relacionada a transferéncia horizontal de genes;
ou mediada, quando os genes estdo normalmente presentes nas bactérias, mas so
sao expressos em niveis de resisténcia apos exposicdo a um antibidtico (Reygaert,
2018; FDA, 2022).

Por outro lado, a resisténcia adquirida pode ocorrer através de varios
mecanismos diferentes. Dessa forma, pode ser o resultado de mutacdes em seu
préprio DNA cromossdmico que conferem as bactérias a capacidade de impedir
gue um medicamento se ligue ao seu alvo, a aquisicdo de enzimas que inativam o
medicamento e bombas de efluxo dependentes de energia que expelem
antimicrobianos das células bacterianas. Muitos desses mecanismos estao
associados a elementos moveis de DNA, como plasmideos que séo transferidos
entre bactérias da mesma espécie ou de espécies diferentes (Uddin et al., 2021;
FDA, 2022).

Além disso, os mecanismos de resisténcia antimicrobiana enquadram-se
em quatro categorias principais: limitacdo da absor¢cdo de um medicamento;
modificacdo de um alvo do medicamento; inativacdo do medicamento; efluxo de
droga ativa. Vale ressaltar que a resisténcia intrinseca pode ser realizada através
da limitacdo da absorcado, da inativacdo e efluxo de medicamentos; enquanto os
mecanismos de resisténcia adquiridos utilizados podem ser a modificacdo do alvo
do medicamento, inativacdo do medicamento e efluxo do medicamento (Reygaert,
2018; Uddin et al., 2021).

Os antibioticos tém como alvo especifico fungcdes microbianas vitais. Cada
classe pode atuar de maneira diferente para inibir as bactérias (Abushaheen et al.,
2020). No que tange a investigacao de cepas Staphylococcus resistentes, o Clinical
& Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020) preconiza algumas classes de
agentes antimicrobianos que devem ser testados, como os [-lactamicos,
glicopeptideos, aminoglicosideos, fluoroquinolonas, macrolideos, lincosamidas e
sulfonamidas

Acerca dos [-lactamicos, estes sao representados principalmente pela
penicilina, amoxicilina, meticilina, cefoxitina e cefalexina. Seu mecanismo de acéo
envolve a ligacdo as proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs), de forma a

interromper o mecanismo de transpeptidacao entre as cadeias de peptideoglicanos



e impedir a formacéo correta da parede celular bacteriana e, consequentemente,
resulta na perda de viabilidade e lise dos microrganismos. Outrossim, o principal
mecanismo de resisténcia bacteriana a esse grupo € através de mutacbes nas
proteinas ligantes de penicilina ou da producdo de enzimas B-lactamases, as quais
agem degradando o anel B-lactamico dos antibioticos (Ritter et al., 2020; Uddin et
al., 2021).

Por outro lado, a vancomicina constitui o grupo dos glicopeptideos e
também tem como mecanismo de a¢éo a inibicdo da sintese de peptidoglicanos da
parede celular bacteriana, o que torna a célula vulneravel a pressdo osmotica e a
autOlise. Apesar do mecanismo exato de resisténcia a vancomicina ser
desconhecido, é provavel que envolva alteracBes na parede celular de forma a
produzir uma parede celular espessa que dificulta a entrada do medicamento na
célula e proporciona uma resisténcia intermediaria a vancomicina (Reygaert, 2018;
CLSI, 2024).

Em relacdo aos aminoglicosideos, seu mecanismo de acdo consiste na
inibicdo da sintese proteica bacteriana, ao se ligar a subunidade ribossémica 30S
do RNA bacteriano. Os principais agentes sdo gentamicina, estreptomicina,
tobramicina e neomicina. De forma similar, o grupo dos macrolideos também atuam
na sintese proteica dos microrganismos, contudo se ligam a subunidade
ribossdmica 50S do RNA bacteriano e sédo representados principalmente pela
eritromicina, a claritromicina e a azitromicina. Igualmente aos macrolideos, a
clindamicina, descrita como uma lincosamida, se liga a subunidade 50S. Ademais,
a resisténcia desses trés grupos ocorre, sobretudo, através de mutacdes
cromossOmicas nesses ribossosmos (Ritter et al., 2020; Uddin et al., 2021).

N&o obstante, existem os agentes que inibem a sintese de acido nucleico.
S&ao caracterizados principalmente pelo grupo das fluoroquinolonas, as quais agem
inibindo a sintese de DNA bacteriana e englobam a ciprofloxacina, levofloxacina e
norfloxacina. Vale ressaltar que, apesar da ciprofloxacina ser um antibiético de
amplo espectro eficaz contra organismos Gram-positivos e Gram-negativos e a
mais utilizada do grupo, possui elevada incidéncia de resisténcia estafilocécica.
Dessa forma, a ciprofloxacina deve ser evitada em infec¢cbes por Staphylococcus
aureus Resistentes a Meticilina (MRSA) (Ritter et al., 2020; Uddin et al., 2021).

Por fim, outro grupo importante € o dos antimetabdlitos ou inibidores

competitivos de enzimas metabdlicas bacterianas, constituidos essencialmente



pelas sulfonamidas (sulfametoxazol) e trimetoprim. Seu mecanismo de acao
envolve a inibicdo das enzimas de sintese de acido félico. Como as sulfonamidas
inibem um estagio diferente da mesma via metabdlica bacteriana, elas podem
potencializar a acdo do trimetoprim ao inibirem dois estdgios na biossintese de
acidos nucleicos e proteinas bacterianas. Seu mecanismo de resisténcia € mediado
por plasmideos e resulta da sintese de uma enzima bacteriana insensivel aos
medicamentos (Reygaert, 2018; Ritter et al., 2020).

Apesar dessa gama ampla de mecanismos de agdo dos antibiéticos, ndo
h&a um melhor controle sobre os microrganismos bacterianos, visto que a prescricdo
e administracdo inadequada de agentes antimicrobianos em humanos e animais

contribuem com o desenvolvimento da resisténcia.
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Antimicrobial resistance in staphylococci isolated from the milk of
healthy cows and those with mastitis
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ABSTRACT
Bovine mastitis is considered a frequent health problem among dairy herds around the
world, caused mainly by bacterial pathogens. Its treatment and prevention are responsible
for the majority of antimicrobials administered to adult dairy cows. Since the use of
antibiotics in food-producing animals contributes to antimicrobial selection pressures, it is
necessary to understand the resistance profile of microorganisms isolated from these
animals. Therefore, the objective of the present study was to evaluate the presence of
staphylococci and their phenotypic resistance characteristics in healthy and sick cows.
Therefore, 78 milk samples were collected from two dairy farms in the municipality of Jatai-
GO, which were selected for cultivation and isolation of staphylococci. The characteristic
colonies were picked, biochemically identified and subjected to MRS research, disk
susceptibility testing and MIC. Overall, a greater number of SCNs strains were identified in
both groups. On the other hand, there were more SCPs in the sick group (7/89) when
compared to the healthy group (4/88). In relation to phenotypic resistance tests, greater
precision was observed in the MIC, which identified resistance in strains considered
sensitive to the disk diffusion test. Staphylococci analyzed by the disk diffusion technique
proved to be sensitive to Sulfamethoxazole-Trimethoprim, Clindamycin and Ciprofloxacin
(100%) and resistant to Oxacillin (93.18%) and Penicillin (42.05%) in healthy cows.
However, the group with mastitis exhibited higher rates of sensitivity to Gentamicin
(98.88%) and resistance to Penicillin (68.54%). In the MIC test, all SCPs isolates showed
susceptibility to Vancomycin (100%) and resistance to Sulfamethoxazole+Trimethoprim
(100%), in both groups. Susceptibility to Penicillin and Cefoxitin (100% both) from healthy
cows was also identified. Furthermore, Azithromycin and Clindamycin exhibited higher
resistance profiles in healthy and sick cows (63.64%). In total, percentages of multidrug
resistance (20.22%) and MRS (30.33%) were determined in sick cows, while only two
strains were shown to be multidrug resistant and MRSs (2.27% both) in healthy animals.
These results show that the spread of resistant bacterial species is a reality and confirm the
importance of regular monitoring of strains other than Staphylococcus aureus.

Keyword: antibiogram, minimum inhibitory concentration, mammary gland, cattle,
susceptibility tests



RESUMO

A mastite bovina é considerada um problema sanitario frequente entre os rebanhos leiteiros
no mundo, causada, principalmente, por patégenos bacterianos. Seu tratamento e
prevencdo sdo responsaveis pela maioria dos antimicrobianos administrados a vacas
leiteiras adultas. Uma vez que o uso de antibiéticos em animais produtores de alimentos
contribui para as pressdes de selecdo antimicrobiana, é necessario compreender o perfil de
resisténcia dos microrganismos isolados desses animais. Assim, 0 objetivo do presente
estudo foi avaliar a presenca de estafilococos e suas caracteristicas de resisténcia
fenotipica em vacas saudaveis e com mastite. Logo, foram coletadas 78 amostras de leite
em duas propriedades leiteiras no municipio de Jatai-GO, as quais foram selecionadas para
cultivo e isolamento de estafilococos. As colbnias caracteristicas foram repicadas,
identificadas bioquimicamente e submetidas a pesquisas de Staphylococcus Resistentes a
Meticila (MRS), teste de suscetibilidade em disco e a Concentracdo Inibitéria Minima
(MIC). No geral, foi identificado percentagens superiores a 90% de cepas Staphylococcus
Coagulase Negativos (SCNs) em ambos grupos. Por outro lado, verificou-se mais
Staphylococcus Coagulase Positivos (SCPs) no grupo doente (7/89) quando comparado ao
sadio (4/88). Em relagdo aos testes de resisténcia fenotipica, foi verificado maior precisdo
na MIC, a qual identificou resisténcia em cepas consideradas sensiveis ao teste de disco
difusdo. Os estafilococos analisados pela técnica de disco difusdo demonstraram-se
sensiveis a sulfametoxazol-trimetoprim, clindamicina e ciprofloxacina (100%) e resistentes
a oxacilina (93,18%) e penicilina (42,05%) em vacas saudaveis. Todavia, 0 grupo com
mastite exibiu maior sensibilidade a gentamicina (98,88%) e resisténcia a penicilina
(68,54%). Ao teste MIC, todos os isolados de SCPs apresentaram suscetibilidade a
vancomicina (100%) e resisténcia a sulfametoxazol+trimetoprim (100%), em ambos os
grupos. ldentificou-se também suscetibilidade a penicilina e cefoxitina (100%) oriundos de
vacas saudaveis. Ademais, a azitromicina e clindamicina exibiram maiores perfis de
resisténcia em vacas saudaveis e doentes (63,64%). Ao todo, foi determinado percentagens
de multirresisténcia (20,22%) e MRS (30,33%) em vacas doentes, enquanto apenas duas
cepas mostraram-se multirresistentes e MRSs (2,27%) nos animais saudaveis. Esses
resultados mostram que a disseminacdo de espécies bacterianas resistentes é uma realidade
e confirmam a importancia de um monitoramento regular de outras cepas além do
Staphylococcus aureus.

Palavras-chaves: antibiograma, concentracdo inibitéria minima, glandula maméria,
bovinos, testes de suscetibilidade



1. INTRODUCAO

Apesar da cadeia produtiva do leite ter grande importancia econdmica para o
Brasil, ha muitos custos que prejudicam esse setor. Entre eles, a mastite € considerada um
problema sanitario frequente, por se tratar de uma doenca endémica e dispendiosa entre 0s
rebanhos leiteiros no mundo (Ruegg, 2017).

Além disso, a mastite constitui uma ameaca a satde publica devido a veiculagdo
de patogenos, como os estafilococos, e suas toxinas; ou pela presenca de residuos de
antibioticos no leite cru (Heikkila et al., 2018; FDA, 2022). Outro aspecto importante é que
as bactérias atuam como reservatérios de genes de resisténcia antimicrobiana, sendo,
portanto, fundamental a vigilancia da resisténcia desses microrganismos para a saude e o
bem-estar animal e humano.

No que diz respeito aos perfis de resisténcia das cepas envolvidas, estas podem
ser variaveis entre rebanhos de diferentes fazendas e ao longo do tempo. Ademais, o local da
infecgdo intramamaria (IMI), o aspecto clinico dessas diferentes formas da doenca, as
caracteristicas de viruléncia e as capacidades imunogénicas diferem entre os pat6genos
(Ruegg, 2017).

Diante do cenario atual da pecuaria de leite brasileira, torna-se essencial
viabilizar solugdes para a sustentabilidade da cadeia produtiva do leite. De modo a promover
conhecimentos sobre os principais agentes envolvidos na mastite bovina e o seu perfil de
sensibilidade as drogas antimicrobianas.

Uma vez que o uso de antimicrobianos em animais produtores de alimentos
contribui para as pressbes de selecdo antimicrobiana, é necessario conhecer o perfil de
resisténcia dos isolados, visando a escolha mais adequada para as terapias. Assim, o objetivo
do presente estudo é avaliar a presenca de estafilococos e suas caracteristicas de resisténcia

fenotipica em vacas saudaveis e doentes.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Coleta e Isolamento

O estudo foi realizado durante o periodo de 2022 a 2023 em duas propriedades
rurais no municipio de Jatai-GO. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Jatai — UFJ, Protocolo N. 004/21.

As propriedades foram identificadas como Fazenda 1 e Fazenda 2. O sistema de

producdo da Fazenda 1 era do tipo Free Stall e com uma producdo média de 27



litros/vaca/dia de leite. Ja na Fazenda 2 os animais eram confinados em sistema de Extensivo
e a producdo média era de 12 litros/vaca/dia de leite. Ambas as propriedades possuiam
animais da raca Girolando e as ordenhas eram automatizadas.

Previamente a coleta das amostras de leite, foi realizada a higienizacdo dos tetos
através do preé-dipping. As coletas (pool dos quatros tetos) foram divididas em dois grupos
de vacas em lactagdo, um constituido por animais clinicamente saudaveis (38 coletas) e
outro por animais doentes (40 coletas) diagnosticados através do teste de caneca de fundo
escuro e sintomatologia clinica.

Apos, as amostras foram acondicionadas em caixa de isopor a 4°C e levadas ao
Laboratorio de Microbiologia Veterinéria, na Universidade Federal de Jatai (UFJ), para
iniciar as analises microbiologicas. Para o isolamento dos Estafilococos, 0,05 mL de leite de
cada amostra, previamente homogeneizada, foi semeada no agar Manitol. As placas
inoculadas foram incubadas por 24 horas a 35°C.

Foram repicadas 3 a 5 coldnias caracteristicas de cada placa e identificadas
bioquimicamente através dos seguintes testes: coloracdo de Gram, prova da catalase, teste da
oxidase e prova da coagulase. Por fim, todos os isolados foram estocados em Caldo
Nutriente (500 uL) com 40% de glicerol (500 pL) a -40°C.

2.2. Teste de Suscetibilidade em Disco:

A avaliacdo da suscetibilidade dos isolados aos antimicrobianos foi determinada
pela técnica de difusdo em disco, de acordo com as normas do Clinical & Laboratory
Standards Institute CLSI/M100-S30 (2020). Para tal, os isolados de cultura-estoque foram
semeados em Agar Nutriente a 35°C por 24 horas, repicadas em tubos contendo 3 mL de
caldo nutriente e incubadas a 35°C até atingirem o padréo de turbidez 0,5 de McFarland.

Em seguida, as culturas foram semeadas, com o auxilio de suabes estéreis, em
placas contendo Agar Mueller-Hinton. Apds secagem da superficie do meio por
aproximadamente 3 a 10 minutos, foram colocados os discos contendo o antimicrobiano e
incubadas a 35°C por 18 horas para posterior leitura e interpretagdo dos resultados.

Conforme recomendado pelo CLSI (2024), foram testados os antimicrobianos
penicilina 10Ul (Pen), sulfametoxazol-trimetoprim 25ug (Sult), oxacilina 1 pg (Oxa),
ciprofloxacina 5ug (Cip), clindamicina 2pug (Clind) e gentamicina 10ug (Gen), os quais séo
alguns dos agentes antimicrobianos indicados para testes primarios e de rotina in vitro para
cepas de estafilococos. As cepas foram considerados multirresistentes (MDRS) quando

apresentaram resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos.
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2.3. Teste de Concentracdo Inibitéria Minima (MIC):

Esse teste foi realizado nas 11 cepas coagulase positivas identificadas. A
determinacdo da MIC (Minimum Inhibitory Concentration) dos antimicrobianos, frente a
esses agentes Staphylococcus Coagulase Positivo (SCP) isolados, foi realizada pelo método
da microdiluicdo em caldo Mueller-Hinton. Para tal, empregou-se microplacas de ELISA
contendo 96 pocos distribuidos em 12 colunas.

Os procedimentos de escolha dos antibioticos a serem testados, elaboracdo do
método empregado, leitura e interpretacdo desse teste procedeu-se de acordo com as
recomendacdes do CLSI/M07-A9 (2012) e CLSI/M100-A34 (2024). Assim, foram testados 0s
antimicrobianos: azitromicina (Azi), cefoxitina (Cef), clindamicina (Clind), oxacilina (Oxa),
penicilina (Pen), trimetoprima com sulfametoxazol (Sult) e vancomicina (Van).

Para preparar os antimicrobianos, foi realizado a pesagem de cada composto
através do célculo:

Volume (mL) x Concentragio (ug/mlL)

P =
eso (mg) Poténcia (ug/mg)

A vista disso, procedeu-se com a preparagio da suspensdo-indculo ao semear 0s
isolados da cultura-estoque em Agar Nutriente a 35°C por 24 horas, repicar em tubos com 4
mL de Caldo Nutriente e, entdo, incubar a 35°C durante 6 horas, até atingirem o padrdo de
turvacédo 0,5 de McFarland.

Em cada pogo da microplaca foi acrescentado 100 pL de caldo Mueller-Hinton.
Apbs, 100 pL de antibidtico foi adicionado em todos os pocos da coluna um da placa, de
modo que cada antibidtico fosse incorporado em trés linhas seguidas para formar a triplicata
de um mesmo antibiotico para cada cepa. Por conta da diluicdo no caldo Mueller-Hinton,
ocorrido em cada poco, as soluges de antimicrobiano foram preparadas em concentragdes
duas vezes da concentracgéo final desejada.

Depois, procedeu-se com a diluicdo seriada, retirando 100 pL da coluna um
(solucdo Mueller-Hinton + antibidtico) para a coluna dois e assim sucessivamente, até
chegar na coluna dez, em que se fez a ultima diluicdo e descartou-se, posteriormente, 100
pL. Dessa maneira, atingiu-se diversas concentragdes de um mesmo agente antimicrobiano.
Por fim, foi acrescetado 10 pL da suspensdo-inoculo do microrganismo nos pocos da coluna
onze a um.

Em todas as linhas da microplaca foram incluidas um poco de controle positivo de
crescimento, com bactéria e sem o antimicrobiano; e um poco negativo, ou seja, sem bactéria

nem antimicrobiano. Apo6s a inoculacdo, as microplacas foram incubadas a 37 °C por 24
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horas. Ademais, o reagente cloreto de trifeniltetrazélio-2,3,5 (TTC) a 0,125% foi utilizado
para auxiliar na interpretacdo das placas, sendo acrescentado 20 ul em cada poco duas horas
antes da leitura.

Passado o tempo, a leitura da placa iniciou-se pelos controles negativo e positivo,
comparando-se as MIC obtidas as esperadas. Para a interpretacdo dos resultados, a MIC de
cada bactéria avaliada foi definida a partir da identificacdo visual da menor concentracdo de
antibiotico em que nao foi verificada a ocorréncia de turvacao, o qual representaria um indicio
de crescimento bacteriano.

As solugbes de agentes antimicrobianos foram preparadas de acordo com as
recomendacdes de ponto de corte do CLSI (2024). O volume apropriado das solugdes foi
adicionado para se obterem as concentracdes desejadas. Assim, a clindamicina e oxacilina
iniciaram com a concentracdo de 16 pg/ml; a penicilina e sulfametoxazol com trimetoprim

com 32 pg/ml; vancomicina e azitromicina com 64 pg/ml; e cefoxitina com 128 pg/ml.

2.4. Testes Meticilina Resistente (MRS):

Os procedimentos para a analise de Staphylococcus sp. resistente a meticilina
(MRS) foram realizados de acordo com as recomendag¢fes do CLSI/M100-S30 (2020). A
técnica utilizada para o teste de meticilina resistente através da difusdo em disco ocorreu da
mesma maneira que as instrucdes para o teste de suscetibilidade em disco, sendo testado o
antimicrobiano cefoxitina 30ug (Cef). A leitura e interpretacdo dos resultados foram
realizadas ap6s 24 horas, conforme os padrdes do CLSI (2020).

Também foi realizado a pesquisa de cepas resistentes a meticilina pelo método
da MIC nos Staphylococcus coagulase positivos, a qual foi efetuada conforme as

recomendacdes para o teste MIC descritos acima e com o uso do antimicrobiano oxacilina.

2.5. Andlise Estatistica

Os perfis de resisténcia antimicrobiana obtidos nos diferentes testes fenotipicos
foram tabulados, expressos em porcentagens e analisados de forma descritiva. Para a
verificacdo dos percentuais obtidos nos testes empregados nas amostras considerou-se
observagOes qualitativas (positivo e negativo) de acordo com os padrdes fornecidos pelo
CLSI/M100-S30 (2020). Além disso, foi calculada a correlagdo pelo teste de Qui-Quadrado
(x%) para a presenca de cepas resistentes de Staphylococcus spp. pelo teste de disco-difuséo.
N&o foi efetuado o mesmo tipo de correlacdo para o teste de MIC, pois 0 numero de

repeticdes era menor, ndo possibilitando a realizagcdo do mesmo.
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3. RESULTADOS

3.1. Amostras:
Apos o isolamento e repique (3 a 5 coldnias de cada amostra), obteve-se 88

isolados de Estafilococos do grupo de animais saudaveis e 89 isolados do grupo de animais
doentes (Grafico 1), totalizando 177. Os isolados analisados ao microscopio, apds a
coloragéo de Gram, que eram bastonetes e Gram-negativos foram descartados. Ademais,
foram selecionados isolamentos positivos para o teste da catalase e negativo para o teste da
oxidase.

Das 88 cepas do grupo de vacas saudaveis, 84 eram Staphylococcus Coagulase
Negativa (SCN) e 4 cepas de Staphylococcus Coagulase Positiva (SCP). Enquanto isso, no

grupo de animais doentes, observou-se 82 SCN e 7 cepas SCP.

Gréfico 1 — Distribuicdo dos Estafilococos oriundos das amostras de leite coletadas em granjas leiteiras de
Jatai-GO, de acordo com os grupos de animais.

84 SCN
38 Coletas de
| Vacas Saudaveis 88 Cepas
4SCP
78 vacas em |
Lactagao
82 SCN
40 Coletas de
Vacas Doentes 89 Cepas
7 SCP

SCN: Staphylococcus coagulase negativo; SCP: Staphylococus coagulase positivo.
3.2. Testes Meticilina Resistente (MRS):

No que diz respeito ao teste MRS, 26 cepas do grupo com mastite apresentaram-
se resistentes a meticilina no teste de disco-difusdo. Destas, 24 eram SCN, ao passo que
apenas 2 SCP se mostraram MRS. Em contrapartida, apenas uma amostra no grupo das vacas
saudaveis foi resistente aos testes MRS, também representada pelo grupo de SCN. Por outro
lado, por meio do método da MIC, 3 cepas SCP foram verificadas como MRSs oriunda de

vacas doentes e 1 cepa do grupo saudavel.
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3.3. Teste de Suscetibilidade em Disco:

Os resultados dos testes de suscetibilidade foram compilados nos Apéndices 1 e 2.
No grupo de vacas saudaveis, houve resisténcia em apenas trés antibioticos, sendo a oxacilina
em 82 cepas (93,18%), penicilina em 37 (42,05%) e gentamicina em 5 (5,68%), conforme
apresentado na Tabela 1. Observou-se, também, 5 cepas sensiveis a todos os antibidticos
testados.

Tabela 1 - Perfil de resisténcia por disco-difusdo em cepas de Staphylococcus spp isoladas do leite de vacas
saudaveis e com mastite, em duas granjas leiteiras do municipio de Jatai-GO, 2023.

Resisténcia - Mastite (n=89) Resisténcia - Saudaveis (n= 88)
I . SCP SCN Total
Antibioticos SCP (n=7) SCN (n=82) Total Mastite (n=4) (n= 84) Saudavel
n % n % n % n % n % n %
Pen 5 71,43 56 68,29 61 6854 0 0 37 44,04 37 42,05
Oxa 2 28,57 36 43,90 38 42,70 3 75 79 94,04 82 93,18
Sult 3 42,86 16 19,51 19 2135 O 0 0 0 0 0,00
Clind 2 28,57 9 10,98 11 1236 O 0 0 0 0 0,00
Cip 2 28,57 3 3,66 5 5,62 0 0 0 0 0 0,00

Gen 0 0 1 1,22 1 1,12 2 50 3 3,57 5 5,68

SCP: Staphylococcus Coagulase Positivo; SCN: Staphylococcus Coagulase Negativo; Pen: Penicilina; Oxa:
Oxacilina; Sult: Sulfametoxazol-Trimetoprima; Clind: Clindamicina; Cip: Ciprofloxacina; Gen: Gentamicina.

A interpretacdo do perfil de multirresisténcia foi apresentada no gréafico 2. Os
resultados mostraram que a maior parte das cepas do grupo saudavel (83 cepas) se mostraram
resistentes a pelo menos uma classe de antibiotico e nenhuma apresentou multirresisténcia.

Gréfico 2 - Resisténcia multipla de Staphylococcus spp isolados de leite de vacas saudaveis e com mastite por
meio da técnica de disco-difusdo, em duas granjas leiteiras do municipio de Jatai-GO, 2023.

Perfil de Resisténcia Multipla

[41]
o
1

Saudaveis
W =88

Mastite

B n=89)

Cepas Resistentes
- (%] w £
o (=) o [=] o
L 1 1 1 1

Enquanto isso, nos amostrados com mastite, pOde-se observar uma maior

discrepancia entre os isolados, desde um maior nimero de cepas suscetiveis a todos



14

antimicrobianos (17 cepas), quanto a cepas MDR (16 cepas), em comparacdo aos achados do
grupo saudavel. Foi constatado, também, resisténcia fenotipica para todas as classes de
antibidticos testadas e que 72 cepas mostraram-se resistentes a pelo menos uma classe.

Ainda sobre o grupo doente, a penicilina e oxacilina apresentaram maior indice de
cepas resistentes, com valores de 61 (68,54%) e 38 cepas (42,70%), respectivamente. Baixos
indices de resisténcia foram observados para gentamicina e ciprofloxacina, com valores de 1
(1,12%) e 5 cepas (5,62%), respectivamente (Tabela 1).

A analise estatistica de correlacdo pelo teste de Qui-Quadrado (x?) de comparacgédo
entre animais positivos para mastite e presenca de cepas resistentes de estafilococos
demonstrou que ndo houve correlagdo estatistica entre animais com mastite e cepas resistentes
a gentamicina (p = 306). Por outro lado, houve correlacdo entre animais saudaveis que
apresentaram cepas resistentes a oxacilina por conta do resultado da OR menor que 1 (tabela
2). Todos os demais antibioticos testados tiveram sua resisténcia correlacionada com o grupo
de animais com mastite, conforme tabela 2.

Tabela 2 — Correlacdo entre a presenca de mastite e cepas de Staphylococcus spp. resistentes a antibioticos pelo
teste de Qui-Quadrado ().

Antibiotico & p-valor OR IC (OR)
Pen 10,48 0,001* 2,71 1,47-4,99
Cef 26,98 <0,001* 35,9 4,74 - 271,60
Oxa 48,91 <0,001* 0,06 0,02-0,15
Sult 21,04 <0,001* 21,34 12,83 — 29,86

Clind 11,59 <0,001* 12,35 552-19,19
Cip 5,08 0,024* 1,05 0,83 -10,04
Gen 1,04 0,306 - -

¥? = valor de Qui-Quadrado; OR = Odds ratio; IC = intervalo de confianca.
*Significativo estatisticamente ao nivel de 5% de confianga.
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3.4. Teste da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC):

Em relacdo a concentragéo inibitdria minima, os resultados estdo apresentados na
tabela 2. N&o foi possivel determinar a concentracdo inibitoria minima para o antimicrobiano
trimetoprim com sulfametoxazol em nenhum isolado, conforme as concentragdes testadas.
Igualmente, as MICs de azitromicina, clindamicina, cefoxitina e oxacilina também ndo foram
determinadas para alguns isolados.

Tabela 3: Concentracéo inibitéria minima (MIC) de sete antimicrobianos para 11 isolados de Staphylococcus
Coagulase Positivo provenientes de rebanhos leiteiros saudaveis e com mastite, no municipio de Jatai, Goias,

2022-2023.
Concentracao Inibitéria Minima (ug/mL)
Azi Cef Clind Oxa Pen Sult Van
Ponto de Corte (ug/mL): >8 >8 >4 >1 >0,25 >4/76 >32
23.1 4 2 0,06 0,5 0,06 > 32/608 2
Vacas 140.2* 8 1 > 16 0,12 0,06 > 32/608 2
Saudaveis:  834.1* > 64 0,25 > 16 1 0,06 > 32/608 1
834.2 > 64 0,25 1 0,12 0,06 > 32/608 2
Cepas Resistentes 3 0 2 1 0 4 0
729* > 64 4 > 16 0,12 0,03 > 32/608 2
852.1* > 64 8 > 16 4 1 > 32/608 0,5
852.2* > 64 > 128 > 16 > 16 4 > 32/608 4
vecasoom  gr131 012 05 0,12 0,12 0,06 > 32/608 2
917* 2 16 > 16 4 1 > 32/608 0,12
1197 0,12 0,5 > 16 0,12 0,06 > 32/608 0,12
1197.1 > 64 1 0,03 0,06 0,12 > 32/608 2
Cepas Resistentes 4 3 5 3 3 7 0
TOTAL RESISTENCIA 7 3 7 4 3 11 0
% 63,64 27,27 63,64 36,36 27,27 100 0

Azi = Azitromicina; Cef = Cefoxitina; Clind = Clindamicina; Oxa = Oxacilina; Pen = Penicilina; Sult =
Trimetoprima com Sulfametoxazol; Van = Vancomicina; *Multirresisténcia.

Os padrdes de resisténcia mais prevalentes foram trimetoprim com sulfametoxazol
(100%), azitromicina (63,64%) e clindamicina (63,64%). Por outro lado, todos os isolados
foram suscetiveis a vancomicina. Quanto a penicilina e cefoxitina, apesar de todas as cepas
oriundas de vacas saudaveis apresentarem sensibilidade a esse antibiotico, foi observado, no
grupo com mastite, resisténcia de 27,27% cada.

Referente a meticilina resistente, foi constatado uma cepa MRS na concentragdo
inibitéria minima do grupo saudavel e trés cepas MRSs no grupo doente. Por fim, foram
detectadas duas cepas com perfil de multirresisténcia no teste de MIC do grupo de animais
saudaveis; e quatro cepas MDRs oriundos de animais com mastite, conforme demonstrado na
tabela 2.
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4. DISCUSSAO

De acordo com Heikkild et al. (2018), ao considerar todo o setor leiteiro, as
maiores perdas na producédo de leite resultam da mastite. Quanto a essa afeccdo, apesar das
espécies estafilocdcicas coagulase positivas e, em especial a Staphylococcus aureus, ainda
serem 0s principais agentes estudados em relacdo a infeccBes intramamarias, linhagens de
estafilococos coagulase negativos tém sido detectadas como agentes emergentes causadores
da mastite em todo o mundo, levando a um impacto negativo substancial por serem comuns
e poderem reduzir a producdo de leite (Rojas, 2014; Moritz & Moritz, 2016; Ruegg, 2017).

O presente estudo investigou a frequéncia e caracterizacdo de Staphylococcus
spp, além da diversidade fendtipa relacionada a resisténcia antimicrobiana. Das amostras de
leite cru colhidas de vacas leiteiras com mastite, 92,1% (82/89) foram SCNs. Essa incidéncia
é semelhante a outras pesquisas realizadas no mesmo Estado (Martins, 2012), em outras
localidades do Brasil (Noel et al., 2016; Cades et al., 2017) e em outros paises (Lago et al.,
2011; Heikkila et al., 2018).

Por outro lado, a elevada ocorréncia de SCNs nas amostras de leite cru de vacas
saudaveis (95,4%; 84/88) encontrada nessa investigacdo também foi similar a outras
literaturas (Chaffer et al., 1999; Rakotozandrindrainy & Foucras, 2007; Lemos, 2015), o que
confirma a relevancia desses microrganismos na industria leiteira. Essa constatacdo
evidencia que a mastite bovina causada por esse grupo de microrganismos, a qual ainda é
vista como menos patogénica, deve ser estudada, a fim de buscar informacdes especificas
sobre esses patdgenos e o potencial risco para a satde publica.

Apesar de alguns estudos detectarem valores consideraveis de SCPs em amostras
de leite com mastite (Pinto et al., 2011; Lemos, 2015), a atual pesquisa identificou baixos
valores para esse agente (7,86%; 7/89). Em compensacdo, Freitas et al. (2005) tém referido
resultados semelhantes a essa pesquisa.

Essas variagdes na distribuicdo dos patdgenos, entre o presente estudo e outros
relatorios, podem ser atribuidas as diferencas regionais; no manejo das fazendas e na
prestacdo de servigos veterinarios; ou ainda a fatores relacionados as caracteristicas de
viruléncia e resisténcia das cepas predominantes em cada propriedade leiteira estudada.

Uma vez que a mastite € causada por uma variedade de patdgenos bacterianos,
com cepas que variam entre as fazendas e ao longo do tempo e que possuem caracteristicas
de viruléncia e capacidades imunogénicas diferentes entre elas (Ruegg et al., 2017), os
programas de controle dessa afeccdo devem ser especificos e de acordo com a etiologia da

mastite presente nos animais das fazendas.
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No que concerne a pesquisa de MRS, entre as contagens obtidas a partir de todas
as amostras de leite, verificou-se um maior valor de cepas fenotipicamente MRSs no grupo
dos animais doentes, comparado ao grupo de animais saudaveis, de modo que a presenca do
quadro inflamatorio e infeccioso pode estar associada ao aumento dessas contagens. Ainda,
os isolados que demonstraram-se resistentes foram, em sua maioria, SCNSs.

Essa observacdo é significativa, pois a presenca de SCNs meticilina-resistentes é
descrita por Ibrahim et al. (2022) como uma causa de grande relevancia, devido ao seu
potencial de propagacdo através da cadeia alimentar lactea. Esses resultados obtidos
permitem afirmar que o Staphylococcus coagulase negativo resistente a meticilina oriundos
dos animais de producdo podem servir como reservatérios para a transferéncia de genes de
resisténcia antimicrobiana.

As cepas meticilina-resistentes sdo aquelas que apresentam resisténcia a
cefoxitina, indicando resisténcia a toda classe dos p-lactdmicos, devido a presenca do gene
mecA, que codifica a proteina suplementar de ligacdo a penicilina (PBP2a) e determina
resisténcia inclusive, as penicilinas resistentes as B-lactamases. Essas cepas frequentemente
apresentam resisténcia a outras classes antimicrobianas e constituem um achado
preocupante, principalmente quando ocorre em amostras isoladas de animais de producao
(Rojas, 2014; CLSI, 2024).

Ainda de acordo com os critérios sobre os testes de suscetibilidade em disco a
antimicrobianos do CLSI (2024), os métodos de disco-difusdo de oxacilina ndo devem ser
usados para a deteccdo de resisténcia a meticilina para os estafilococos, por sua imprecisao.
Assim, os métodos baseados em cefoxitina sdo atualmente preferiveis por serem melhores
preditores da presenca de mecA. Contudo, ainda de acordo com o CLSI, apesar de haver
pontos de cortes para a utilizacdo da cefoxitina no método de difusdo em disco, esta pode
ndo ter um desempenho confiavel para todas as espécies Staphylococcus spp.

Em conformidade a essas informaces, foi possivel constatar falhas no uso da
oxacilina como um bom preditor para a expressdo fenotipica do gene mecA, de modo que
alguns isolados resistentes a oxacilina foram suscetiveis a cefoxitina no teste em disco.
Logo, foi observado que a maior parte das amostras de ambos 0s grupos mostraram-se
resistentes a oxacilina, quando comparado com a resisténcia a cefoxitina.

Ainda sobre a deteccdo de cepas MRSs, no grupo de animais doentes constatou-
se que as duas cepas positivas para MRS no teste de disco-difusdo também se mostraram
positivas na MIC. De resto, uma cepa no grupo de animais saudaveis e uma no grupo doente

se mostraram MRS apenas na MIC.
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Salienta-se que a avalia¢do da concentracdo inibitéria minima define com mais
precisdo o grau de suscetibilidade do patdgeno, pois demonstra a concentra¢cdo minima do
medicamento que inibe o crescimento da bactéria. Assim, os resultados sdo quantitativos,
tornando-o um método mais Util para confirmar a ocorréncia de resisténcias nas cepas
investigadas quando comparado ao teste qualitativo de disco-difusdo (Giguére, 2013;
Reygaert, 2018; CLSI, 2020).

No que diz respeito a multirresisténcia, ndo foi demonstrado nessa investigacéo,
MDR fenotipica nas amostras de leite saudavel testadas com a difusdo em disco. Em
contrapartida, observou-se duas cepas SCPs multirresistentes através da MIC. Néo obstante,
verificou-se quatro cepas SCPs multirresistentes oriundas de animais doentes no teste MIC,
enguanto apenas duas dessas cepas se mostraram MDR no teste de disco-difusdo. Esses
resultados demonstram que pode haver colonizacdo de espécies estafilococicas mais
patogénicas mesmo na auséncia de antimicrobianos no microambiente do Ubere saudavel, de
modo a contribuir para que haja pressao de selecéo.

Foi detectado também, no teste de difusdo em disco, uma taxa consideravel de
cepas SCNs multirresistentes de animais doentes. Esses dados demonstram que apesar da
SCN ser classificada como menos patogénica e, muitas vezes, considerada como
autolimitante, ndo sendo tratadas com antibiéticos, a mesma tem potencial para adquirir
genes de resisténcia (Pyorala, et al. 2009; Ruegg, 2017).

Além disso, os genes multirresistentes, quando presentes no leite, podem
contribuir com as falhas terapéuticas e transferéncia genética através da cadeia alimentar
(Kalaba et al., 2023). Portanto, o surgimento de cepas MDRs, particularmente MRSs,
levando a infec¢Ges em animais e humanos € uma preocupacao crescente de satde publica.

Dessa forma, embora o porcentual de isolados MDR e MRS tenha sido baixo
nesse estudo, a presenca de resisténcia a pelo menos um antibiotico, cepas MDR e MRS
proveniente de vacas saudaveis denota 0s potenciais riscos que esses patdgenos podem
desencadear na saude dos animais de producéo e, consequentemente, no ser humano. Logo,
a sua patogenicidade e risco de transmissao através da cadeia alimentar, particularmente pela
pasteurizacao insuficiente do leite, ndo pode ser ignorado.

Nesse estudo, foi verificada eficacia de 100% sobre todas as cepas de animais
saudaveis nos testes de difusdo em disco para ciprofloxacina, clindamicina e
sulfametoxazol+trimetoprim. Contudo, a resisténcia dos Staphylococcus Coagulase Positivos
neste estudo também foram confirmadas pela determinagdo da MIC, a qual detectou 100%

de resisténcia das bactérias a sulfametoxazol+trimetoprim. Além disso, essa analise também
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constatou a presenca de resisténcia para clindamicina.

Foi notavel também resisténcia a sulfametoxazol + trimetoprim em todas as
cepas do grupo com mastite. Essa alta taxa de resisténcia antimicrobiana percebido pelas
sulfonamidas em ambos 0s grupos de animais pode estar associado ao maior uso desse
principio ativo na produgdo animal em todo o mundo (Van Boeckel et al., 2019). Entretanto,
ha relatos sobre altas taxas de suscetibilidade para esse medicamento (Teixeira, 2013). Essa
divergéncia pode ser devido a maior exposicao nesses ambientes de fazendas leiteiras ou a
menor rotacdo de diferentes agentes antimicrobianos no tratamento dos animais.

Em relacdo a azitromicina e a clindamicina, foi observado, nesse estudo, uma
taxa semelhante entre a resisténcia pelo teste da MIC. Vale ressaltar que esses principios
ativos atuam se ligando a subunidade ribossdmica 50S do RNA bacteriano e,
consequentemente, a resisténcia de ambos ocorre através de mutagdes cromossdmicas nesses
ribossosmos (Uddin et al., 2021).

Outro aspecto importante sobre a clindamicina é a possibilidade de haver
crescimento residual de microrganismo na técnica da MIC através da microdiluicdo em
caldo, o que pode dificultar a determinacdo do ponto de inibicdo e sua interpretacdo. Por
1SS0, 0 CLSI (2024) orienta realizar a leitura desse teste na menor concentragdo em que
comegar o crescimento residual. Dessa maneira, devem ser ignorados 0S pogos com
pequenos crescimentos. Ademais, a MIC é uma andlise a olho nu, sendo sua interpretacao
subjetiva.

Além disso, nos SCPs advindos de vacas saudaveis, foi detectado 100% de
eficacia para a penicilina em ambas as anlises in vitro. Em compensacdo, no grupo com
mastite, houve divergéncia entre os testes, visto que a difusdo em disco demonstrou uma
taxa de resisténcia maior (5/7 cepas) que aquela detectada pela concentracdo inibitéria
minima (3/7).

Esse percentual de resisténcia observado nos SCPs pelo teste de MIC para
Penicilina foi inferior ao relatado no estudo de Wang (2018). Isso sugere que a pressao
seletiva causada pelo uso de antimicrobianos para tratamento de mastite nos rebanhos
estudados foi menor, resultando na selecdo de um menor ndmero de Staphylococcus
Coagulase Positivos resistentes a esse antibiotico.

Moritz & Moritz (2016) evidenciaram que a baixa eficacia da penicilina entre
diversos rebanhos esté associada ao fato dos p-lactdmicos serem a classe de antimicrobianos
mais frequente no tratamento das infecgdes estafilococicas em bovinos. Em contraste a esse

fato, alguns estafilococos isolados no presente estudo apresentaram suscetibilidade a
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penicilina. Esses resultados obtidos ressaltam a importancia de avaliar a sensibilidade
antimicrobiana in vitro para os patdgenos isolados de casos de mastite antes da indicacdo de
medicamentos de ultima geracdo para o tratamento desses animais.

Foi notavel que a vancomicina se mostrou sensivel a todas cepas analisadas,
situacdo semelhante ao constatado por Wang (2018). De acordo com Freitas, et al. (2005),
essa alta eficacia deve-se, possivelmente, ao pouco uso desse antibidtico na medicina
veterinaria, sendo a sua utilizacdo clinica preconizada no tratamento de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (Ritter et al., 2020; Uddin et al., 2021).

No que se refere ao grupo doente, a gentamicina e ciprofloxacina foram os
antibidticos que exibiram a melhor atividade bioldgica antibacteriana para os agentes SCNs
na difusdo em disco, tal como relatado por Ibrahim, et al. (2022). Porém, esses dados estdo
em divergéncia com os citados por outras literaturas (Freitas et al., 2005; Martins, 2012;
Cades et al., 2017).

Em contrapartida, a gentamicina foi o antibiotico que se mostrou 100% eficaz
para todos os SCPs. Contréario a esses dados, Lemos (2015) obteve consideraveis indices de
resisténcia frente a gentamicina. Por outro lado, a penicilina e oxacilina apresentaram maior
percentual de resisténcia para os microrganismos SCNs pelo teste em disco, tal como
demonstrado por Martins (2012) e Ibrahim, et al. (2022).

Os resultados do presente estudo, juntamente com os dos investigadores citados,
indicam que as taxas de resisténcia a antimicrobianos encontram-se em crescimento, de
modo que esses rebanhos sdo submetidos a uma alta pressdo seletiva frente a essas
medicacBes. A vista disso, ainda que a terapia da mastite estafilocdcica seja um desafio
global, ha divergéncia entre os rebanhos nas taxas de resisténcia frente a cada antibiotico.

No que se refere aos resultados em que ndo foram obtidos uma concentragédo
inibitéria minima, foi possivel observar que as SCPs mostraram-se resistentes as
concentracdes de alguns antibidticos testadas, diferentemente dos padrbes de sensibilidade e
resisténcia intrinseca disponiveis no CLSI (2024), definido como uma organizacdo que
promove diretrizes e padrdes de consenso em laboratdrios. 1sso demonstra que, apesar de
seguir os padrbes de pontos de corte, ha ocorréncia de resisténcias adquiridas nas bactérias.
Segundo Reygaert (2018), as bactérias ndo sdo necessariamente suscetiveis ou resistentes de
maneira uniforme a qualquer agente antimicrobiano especifico e os niveis de resisténcia
podem variar muito dentro de grupos bacterianos relacionados.

E importante mencionar que, nem sempre, um resultado indicando

susceptibilidade in vitro é garantia de efetividade in vivo. Uma vez que a efetividade do
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agente antimicrobiano depende de diversos fatores, o tipo microrganismo envolvido; a
resposta imune do animal; a distribuicdo do antimicrobiano e concentragdo atingida no
tecido mamario inflamado; e a capacidade da resposta imune do animal pode influenciar no
sucesso da terapia.

Embora o uso indevido de antimicrobianos na medicina humana sejam o
principal fator que favorece o desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana em humanos, a
complexa interacdo entre pessoas e animais pode potencialmente contribuir para o
surgimento e transmissdo de bactérias resistentes (Kalaba et al., 2023). Uma vez que a
terapia de doencas bacterianas € a principal razdo para o uso de antimicrobianos em animais,
sd80 necessarios programas que possam rastrear, de forma continua, a resisténcia
antimicrobiana em microrganismos bacterianos importantes para a satde animal.

Segundo Giguere (2013), o medicamento ideal é aquele que o patégeno é
sensivel, atinge concentracdo efetiva no local da infeccdo, é barato, ndo é toxico para o
animal e requer estresse minimo. Para auxiliar o veterinario na escolha do agente

antimicrobiano apropriado, um laboratdrio deve fornecer o maximo de informacdes possivel.

5. CONCLUSAO

No geral, pode-se observar um perfil de resisténcia mais acentuado em
estafilococos oriundos de vacas com mastite quando comparado com as vacas saudaveis, 0
gue apoia a importancia do desafio no controle da mastite. Foram detectados, também, perfis
de multirresisténcia e cepas MRs inclusive em isolados oriundos de vacas saudaveis. Esses
achados revelam estafilococos resistentes isolados de leite cru, 0 que pode representar um
risco potencial, em termos de transferéncia de genes de resisténcia através da cadeia
alimentar, para os humanos. Além disso, foi observado divergéncia entre os dados de
suscetibilidade dos antimicrobianos do presente estudo entre os testes in vitro, de forma a
evidenciar que o método de concentracdo inibitdéria minima se mostrou mais preciso na
deteccdo de resisténcia quando comparado com a técnica de disco difusdo. Uma vez que a
disseminacdo de espécies bacterianas resistentes € uma realidade, é fundamental monitorar

os perfis de resisténcia antimicrobianos na préatica veterinaria.
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bovinas, muitas podem de- sencadear doengas aos seres humanos. Portanto a mastite” afeta
substancialmente a satde e o bem-estar ani- mal, bem como a renda da fazenda.
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A mastite bovina deriva principalmente de patdgenos comuns no Ubere, como estafilococos,
estreptococos e espécies coliformes (Ruegg, 2017). Os patdgenos responsaveis pela mastite
bovina podem ser divididos em dois grupos de acordo com a sua origem e o modo de
transmissdo: contagiosos e ambientais. Entre 0s conta- giosos podemos destacar o
Staphylococcus aureus. A mastite clinica é a principal razdo para o uso de anti- microbianos
em fazendas leiteiras, embora a terapia antimicrobiana ndo seja necessaria em todos 0s casos
(Lago et al.,, 2011). Um aspecto muito frustrante da mastite € sua natureza recorrente
(Schukken et al., 2010), e os principais fatores de risco sdo, paricdo em vacas mais velhas,
alta producdo, tipo de patégeno ese houve cura bacterioldgica de mastites anteriores (Jamali
et al., 2018). Considera-se que uma vaca tem mastite clinica, se apresentar secrecdo anormal
de leite de um ou mais quartos, com possiveis sinais de infla-macéo dos tecidos do Ubere
(calor, inchago). Uma proporcdo relativamente alta de vacas leiteiras tem masti- te subclinica;
isto é, inflamac&o do ubere como indicado por uma CCS elevada, mas sem sinais de mastite
clinica. A mastite subclinica também afeta a producéo e a qualidade do leite e é caracterizada
pela presenca de componentes inflamatoérios no leite (Heringstad et al., 2000). A reducdo na
producdo de leite a longo pra- zo representa uma parcela notavel das perdas econdmicas
causadas pela mastite bovina. Medidas eficientes, econdmicas e seguras para evitar essas
perdas requerem conhecimento do agente causal da doenca (Heikkila et al., 2018). A mastite
bovina foi classificada como o desafio de salude e bem-estar mais importante e 0 mo- tivo
mais comum para 0 uso de antibidticos, entretanto a assisténcia veterinaria frequente foi
associada a uma diminuicdo no uso de antibi6ticos, tratamentos mais direcionados e
conhecimento maior sobre resistén- cia antimicrobiana (Higham et al. 2018). Os
antimicrobianos sdo utilizados em varios momentos na vida de uma vaca leiteira, para o
tratamento de mastite clinica, para a prevencao de mastite subclinica (terapia da vaca seca), na
pneumonia e diarreia de bezerros, pododermatites etc. A colonizacdo de rebanhos leiteiros e a
subsequente contaminacdo do leite cru por S. aureus, especialmente aqueles que expressam
resisténcia a maultiplas drogas (MDR), capacidade de producdo de biofilmes e toxinas,
continua sendo uma questdo im- portante tanto para o produtor quanto para a saude publica
(Wang et al. 2018). Sabemos que as bactérias tro-cam material genético, seja por conjugacao
ou pela simples absorcdo de DNA livre de outras bactérias j& mortas. Essas trocas propiciam a
dispersdo de genes de resisténcia aos antibidticos entre linhagens proximas, essa dispersdo
tambem poderia estar ocorrendo no microambiente do Ubere bovino. Caracteristicas
fenotipicas, bem como informagdes acerca do genoma de bactérias presentesno Ubere, séo
fundamentais para elucidarmos caracteristicas relacionadas a mastite e a sua epidemiologia.
Na bacia leiteira do sudoeste de Goids, os principais agentes envolvidos na ocorréncia de
mastite bovina ouo perfil de sensibilidade desses agentes as drogas antimicrobianas séo pouco
conhecidos. Outro ponto pouco estudado é a relacdo da resisténcia antimicrobiana entre
bactérias altamente virulentas e bactérias pouco vi- rulentas no mesmo género. Sabe-se que a
microbiota do Ubere € bastante heterogénea, essa diversidade pato-génica também se reflete
na sensibilidade as drogas antimicrobianas?
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IV- Sumaério do projeto:
Q Discussao sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do nimero de animais:

Como o objetivo do trabalho é pesquisar e caracterizar a presenca regional/local dos
microrganismos, é fun-damental que a coleta seja realizada nos animais.
Q Prevé Projeto Piloto: Néo

Q Espécie animal utilizada/namero total de animais/NUmero de animais por tratamento ou
grupo experimental: Bovino-Girolanda/40 animais/20 com sintomas de mastite e 20
saldaveis (grupo controle)

Q Descricao do animal utilizado (Explicitar: espécie/ linhagem/ sexo (informar numero por
sexo0)/ peso e/ouidade etc): Girolanda/40 fémeas/500Kg/3-4 anos
Q Fonte de obtencdo do animal: Fazenda UFJ
Q Descricdo das instalacdes utilizadas e nimero de animais/area/qualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade), alimentacdo/hidratacdo: Os animais utilizados fazem parte do
rebanho regular da fazenda da UFJ. Nao haverd segregacdo. Temperaturas e condigoes
ambientais naturais.
O Utilizacdo de agente infeccioso/gravidade da infecgdo a ser observada e anélise dos riscos
aos pesquisadores/alunos: Nao ha. Os riscos bioldgicos oriundos da manipulagao do leite em
laboratdrio sdo minimizados utilizando-se a técnica asséptica juntamente com o uso de EPIs.
Q Procedimentos experimentais do projeto de pesquisa: Serdo coletadas 40 amostras (pool
dos quatro tetos de cada animal em lactacdo, serdo utilizados 20 animais com sintomatologia
clinica ou subclinica, e 20 animais saudaveis) em uma granja leiteira localizada no
municipio de Jatai-GO. As amostras serdo transportadas e mantidas a 4° C até o inicio das
andlises. Para o isolamento dos Estafilococos as amostras de leite serdo semeadas no agar
Manitol e cultivados por 24h a 35°C, cinco colbnias caracteristicas de cada placa serdo
utilizadas. Nao sera feita experimentacdo animal. As coletas de leite serdo feitas (sem a
necessidade de contengdo dos animais) no horario da ordenha, pelo préprio ordenhador (ao
qual as vacas ja estdo acostumadas com a sua presenca na sala de ordenha). Os animais nédo
serdo retirados de sua rotina normal.
Q Métodos utilizados para minimizar o sofrimento e aumentar o bem-estar dos animais
antes, durante e apds a pesquisa. Pontos Finais Humanitérios: Nao seré feita experimentacao
animal. As coletas serdo feitas (sem a necessidade de contengdo dos animais) no horério da
ordenha, pelo proprio ordenhador (ao qual as vacas ja estdo acostumadas com a sua presenca
na sala de ordenha). Os animais ndo serdo retirados de sua rotina normal.
Q Grau de invasividade: 1
Q Material utilizado em outros projetos: N&o
Q Método de eutanasia: N&o se aplica ”
QO Destino do animal: Os animais ndo serao retirados da sua rotina normal. :.&
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V — Comentarios do relator frente as orientacées da CEUA:

O Quanto aos documentos exigidos pela CEUA/UFJ: constam todos os documentos
exigidos e devidamente assinados pelos responsaveis pelo projeto.

O Quanto aos cuidados e manejo dos animais e riscos aos pesquisadores: O projeto sera
conduzido dentro da rotina normal dos animais ndo oferendo qualquer risco e/ou
sofrimento aos mesmos. Em relacdo aos pesquisadores, havera utilizacdo de EPI para a
manipulacédo do leite em laboratério, minimizando os riscos a0s mesmos.

UHIVERSIDADE FEDERAL DE JATA|

VI - Parecer da CEUA:
De acordo com a documentacdo apresentada a CEUA, consideramos 0 projeto

APROVADO, smj desta Comissao.

Solicitamos aos pesquisadores:
v Nao se aplica

Informacéo aos pesquisadores:
Reiteramos a importancia deste Parecer Consubstanciado, e lembramos que a pesquisadora

responsavel devera encaminhar a8 CEUA-Jatai o Relatorio Final baseado na conclusdo do
estudo e na incidéncia de publicacdes decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei
n°. 11.794 de 08/10/2008, e Resolucdo Normativa n° 01, de 09/07/2010 do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal-CONCEA. O prazo para entrega do
Relatério é de até 30 dias ap6s o0 encerramento da pesquisa, a qual estd prevista para
finalizar suas a¢des até 01 de setembro de 2026.

VIl - Data da reuniao: 19/03/2021.

Dra. Mirian Machado Mendes
Coordenadora da CEUA-Jatai
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ANEXO B — NORMAS PARA SUBMISSAO NA REVISTA BRAZILIAN JOURNAL OF VETERINARY
RESEARCH AND ANIMAL SCIENCE

Author Guidelines

SPECIAL NUMBER: COLLECTIVE VETERINARY MEDICINE

When submitting a paper for this special, select the section "Special
Collective Veterinary Medicine"

Topics covered:

One Health — human, animal and environmental health; shelter medicine;
forensic veterinary medicine; veterinary medicine in disasters; dogs, cats
and equine population management; indigenist veterinary medicine and
social veterinary medicine.

Submissions must be made in English, until Oct 31st, 2023, in one of the
following text forms: full article, review article, preliminary note or case
report. Papers will be peer-reviewed for publication until late 2023.

The published articles will have a 20% discount.

Guidelines for Authors

The Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science
(BJVRAS) is published quarterly, exclusively online, and in English. The
BJVRAS is linked to the School of Veterinary Medicine and Animal
Science, University of Sdo Paulo (SP, Brazil), being supported by the
Veterinary Medicine Foundation (FUMVET). The BJVRAS is intended to
publish scientific studies on veterinary medicine and related sciences.

Editorial Policy

The manuscripts sent for publication are subject to approval by the editorial board,
who is assisted by experts in the field (peer review). The list with names of
collaborators (reviewers) of the BJVRAS is published annually when the volume is
closed. The manuscripts whose texts need revision or corrections that cannot be
made by our editors will be returned to the authors. The studies accepted for
publication become property of the BJVRAS. The authors are responsible for the
concepts and information contained in their articles. The studies involving animal
use must have the experimental protocol approved by the Ethics Committee.



Irrespective of the type of study, it should be original and sent only to the BJVRAS.
The manuscripts for publication should be submitted at the USP journals portal, at
the following URL: http://www.revistas.usp.br/bjvras.

Copyrights

The copyright law requires that the authors provide permission for the BJVRAS to
use materials (including figures, tables, and images) posted by others journals or
publishers. When the article publication was approved the Journal will sent a letter
of ownerships rights transference to the Authors that will be signed and included in
the system as a supplemental arquive.

Publication Fee

After the manuscript is accepted, an US$200 fee will be charged. All procedures
necessary to publish the article will begin after the fee is paid.

Conditions for Submission

As part of the submission process, the authors should ensure that their submission
complies with all items listed below. Submissions that are not in agreement with the
rules will be returned to the authors.

« The contribution is original and unpublished.

o The English text was edited by a professional tested [in scientific manuscripts]
and the voucher was attached.

e The "Guidelines for Authors" were completely followed.

« The figures and tables are inserted after the reference list in the same file.

e The experimental protocol approved by the Ethics Committee was attached.

Manuscript Presentation

The full article must

1. Be written in English.

2. Be limited to a maximum of fifteen typed pages, not counting the final pages
where tables and illustrations are included.

3. Contain only official nomenclatures and consecrated abbreviations, not using
abbreviations in the title of the article.

4. Be structured within the following items:

a) Title in English and Portuguese;


https://www.revistas.usp.br/bjvras

b) Authors and institutional affiliation;

c) Abstract/Keywords and Resumo/Palavras-chave (limited to five);

d) Introduction;

e) Materials and Methods;

f)  Results;

g) Discussion (the "Results" and "Discussion"” topics may be combined, if
appropriate);

h) Conclusion;

i)  Acknowledgements;

) References.

The Preliminary Note and Case Report must

1. Be written in English.

2. Be limited to the maximum of five typed pages.

3. Use only official nomenclatures and consecrated abbreviations, not using
abbreviations in the title of the article.

4. Not be divided into separate sections (Introduction, Materials and Methods,
Results, etc.), but include two abstracts (English and Portuguese), Keywords
/Palavras-chave, and references.

Review articles

It will be published by acknowledgeable specialists at the invitation of the editorial
board. They must not be divided into separate sections (Introduction, Materials and
Methods, Results, etc.), but must include two abstracts (English and Portuguese),
Keywords/Palavras-chave, and references.

* When the article is originated from a dissertation or thesis, the authors must
mention it in a footnote.

Characteristics

Digitation: Word document, A4 format, 1.5-line spacing, 2-cm margins, and Times
New Roman (12) fonts.

Cover page: is a mandatory element that should contain the article title (in English
and Portuguese), author’s full names (no abbreviations), home institutions (in
Portuguese), and e-mail address of all authors. The corresponding author should
indicate the full institutional address.



Language: the manuscripts must be written in English. The authors must provide a
professional tested in scientific manuscripts, who revise the text and issue a
certificate of revision, and pay for his/her service.

Tables: must be numbered with Arabic numerals and headed by a title, followed by
time and place. The limit number of tables per manuscript is five. This number may
be exceeded in exceptional cases, depending on the editorial board opinion. For
table citation in the text, write its name in full as follows: use initial uppercase letter if
the word is between brackets [e.g., "(Table 1)"] and lowercase letter if the word is
part of the text [e.g., "table 1"]. Tables should be inserted in the manuscript file just
after the reference list.

Figures (photographs, graphs, pictures, drawings, or schemes): should be
consecutively numbered with Arabic numerals and cited in the text. lllustrations
should be identified (title and source) when done by the authors themselves. Graphs
should always show the numbers corresponding to the points. For illustration citation
in the text, write its name in full as follows: use initial uppercase letter if the word is
between parentheses [e.qg., "(Figure 1)"] and lowercase letter if the word is part of the
text [e.g., "figure 1"]. Figures should also be inserted in the manuscript file just after
the references list.

Acknowledgements are made at the discretion of authors. In this item, citing the
project funding agency is recommended, if any.

References

« References must be written according to Vancouver
Style: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/

e The journal titles must be abbreviated according to the Index
Medicus/Medline: http://www?2.bg.am.poznan.pl/czasopisma/medicus.php?lan
g=eng

« In the list of references, all authors’ names must be included.

« If the articles cited in the manuscript have title and abstract available in more
than one language, the English version must be used.

« Citations of abstracts of findings presented at meetings are not accepted in the
references.

« References are arranged alphabetically and listed at the end of the
manuscript.

e The Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science style is
available in Mendeley and Zotero software.

In order to cite document types not found in the following examples, authors are
advised to consult the issues already published.

Journal articles
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PMid:24496575
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Ackermann MR. Inflammation and healing. In: Zachary JF, McGavin MD. Pathologic
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8. APENDICES

APENDICE A - Descricdo de resisténcia a antimicrobianos testados para 89 cepas de
Staphylococcus sp. isoladas de mastite em bovinos leiteiros em duas granjas no estado de Goias.
(continua)

NeO: Isolado: SCP/SCN: MRS: Resisténcia Antimicrobiana:
1 873.1 SCP - PEN

2 917 SCP - PEN

3 1197 SCP MRS OXA-PEN-SULT-CLIND-CIP
4 1197.1 SCP MRS OXA-PEN-SULT-CLIND-CIP
5 729 SCP - PEN

6 852.1 SCP - -

7 852.2 SCP - SULT

8 423.1 SCN - PEN-CLIND

9 423.2 SCN - PEN-SULT

10 488.1 SCN - -

11 488.2 SCN - OXA-PEN

12 527 SCN - SULT-PEN

13 527.1 SCN - -

14 574.1 SCN - PEN

15 574.2 SCN - PEN

16 575 SCN - SULT

17 625 SCN - PEN

18 643 SCN - PEN

19 771 SCN MRS OXA-PEN

20 772.1 SCN - OXA-PEN

21 772.2 SCN MRS OXA-PEN

22 778.1 SCN - PEN

23 781 SCN - PEN

24 782 SCN MRS OXA-PEN

25 808 SCN - -

26 808.1 SCN - -

27 852.3 SCN - PEN

28 852.4 SCN - SULT

29 852.5 SCN - -

30 887.1 SCN - -

31 899.2 SCN - PEN

32 899.1 SCN - -

33 917.1 SCN - PEN

34 917.1 SCN - SULT

35 917.3 SCN MRS OXA-PEN

36 919 SCN MRS OXA-PEN

37 921 SCN MRS OXA-PEN

38 921.1 SCN MRS OXA-PEN

39 921.2 SCN - PEN-CLIND-CIP

40 940 SCN MRS OXA-PEN

41 943.3 SCN - SULT

42 949.1 SCN - OXA-PEN-CLIND

43 960 SCN MRS OXA-PEN-CLIND

44 989 SCN - PEN

45 1012 SCN MRS OXA-PEN-SULT

46 1027 SCN - OXA-PEN

47 1119 SCN - OXA-PEN

48 1135.1 SCN MRS OXA-PEN

49 1135.2 SCN - OXA-PEN

50 1144 SCN - SULT

51 1154.2 SCN - -



APENDICE A - Descricdo de resisténcia a antimicrobianos testados para 89 cepas de
Staphylococcus sp. isoladas de mastite em bovinos leiteiros em duas granjas no estado de Goiés.

Ne:

52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

Isolado:

1157.1
1157.2
1157.3
1167.1
1171
1265.1
1265.2
1900
439
481
486
500
533.1
533.2
639.1
639.1
716
739
778
801.3
868
887
859
914
947
957
977

985.1
985.2
1117
1122
1142
11421
1193.1
1193.3
1197.1

1197.2
1262

SCP/SCN:

SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN

SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN
SCN

SCN
SCN

MRS:

MRS

(continuacéo)
Resisténcia Antimicrobiana:

OXA-PEN
OXA-PEN
PEN

OXA-PEN-CLIND
PEN
OXA-PEN
OXA-PEN
OXA-SULT-PEN
PEN

OXA-PEN
OXA-PEN
PEN
SULT
OXA-PEN-CLIND
OXA-SULT

CLIND-GEN-SULT-PEN-OXA
SULT-PEN

SULT-CLIND-CIP-PEN-OXA
PEN
OXA-PEN

PEN
PEN

OXA-PEN
OXA-PEN
CIP-SULT-PEN-OXA
OXA-PEN
OXA-PEN
CLIND

OXA
SULT

SCN: Staphylococcus Coagulase Negativo;, SCP: Staphylococcus Coagulase Positivo; MRS:
Meticilina Resistente; CIP: Ciprofloxacina; CLIND: Clindamicina; GEN: Gentamicina; OXA: Oxacilina;

PEN: Penicilina; SULT: Sulfazotrim.



APENDICE B - Descricdo de resisténcia a antimicrobianos testados para 88 cepas de
Staphylococcus sp. isoladas em bovinos leiteiros saudaveis em duas granjas leiteiras no estado de

Goias.
(continua)
N°: Isolado: SCP/SCN: MRS: Resisténcia Antimicrobiana:
1 23.1 SCP - OXA
2 140.2 SCP - OXA
3 834.1 SCP - OXA-GEN
4 834.2 SCP - GEN
5 23.2 SCN - PEN - OXA
6 23.3 SCN - OXA
7 38.1 SCN - -
8 38.2 SCN - OXA
9 38.3 SCN - OXA
10 42.1 SCN - PEN - OXA
11 42.2 SCN - PEN - OXA
12 42.3 SCN - OXA
13 49.1 SCN - OXA
14 49.2 SCN - OXA
15 49.3 SCN - OXA
16 52.1 SCN - OXA
17 52.2 SCN - OXA
18 52.3 SCN - OXA
19 56.1 SCN - OXA
20 56.2 SCN - PEN - OXA
21 56.3 SCN - PEN - OXA
22 57 SCN - OXA
23 58.1 SCN - PEN - OXA
24 58.2 SCN - PEN - OXA
25 58.3 SCN - PEN - OXA
26 62.1 SCN - OXA
27 62.2 SCN - PEN - OXA
28 62.3 SCN - OXA
29 140.1 SCN - OXA
30 140.3 SCN - -
31 831.2 SCN - OXA
32 831.3 SCN - OXA
33 834.3 SCN - OXA-GEN
34 1805.1 SCN - OXA
35 1805.2 SCN - -
36 1805.3 SCN - -
37 2003.1 SCN - OXA
38 2003.2 SCN - PEN - OXA
39 2003.3 SCN - OXA
40 2011.1 SCN MRS PEN - OXA
41 2011.2 SCN - OXA
42 2011.3 SCN - OXA
43 16008.1 SCN - OXA
44 16008.2 SCN - OXA
45 16008.3 SCN - OXA
46 SN.1 SCN - PEN - OXA
47 SN.2 SCN - OXA
48 SN.3 SCN - OXA
49 23.1 SCN - -
50 23.2 SCN - OXA



APENDICE B — Descri¢do de resisténcia a antimicrobianos testados para 88 cepas de Staphylococcus sp.
isoladas em bovinos leiteiros saudaveis em duas granjas leiteiras no estado de Goias.
(continuacdo)

Ne: Isolado: SCP/SCN: MRS: Resisténcia Antimicrobiana:
51 23.3 SCN - OXA
52 38.1 SCN - OXA
53 38.2 SCN - PEN-OXA
54 38.3 SCN - OXA
55 49.1 SCN - OXA
56 49.2 SCN - PEN-OXA
57 49.3 SCN - OXA
58 56.1 SCN - OXA
59 56.2 SCN - OXA
60 56.3 SCN - OXA
61 811.1 SCN - OXA
62 811.2 SCN - OXA
63 811.3 SCN - OXA
64 831.2 SCN - PEN-OXA
65 831.3 SCN - PEN-OXA
66 834.1 SCN - PEN-OXA
67 834.2 SCN - PEN-OXA
68 834.3 SCN - PEN-OXA
69 1242.1 SCN - PEN-OXA
70 1242.2 SCN - PEN-OXA
71 1242.3 SCN - PEN-OXA
72 1957.1 SCN - PEN-OXA
73 1957.2 SCN - PEN-OXA
74 1957.3 SCN - PEN-OXA
75 17028.1 SCN - PEN-OXA
76 17028.2 SCN - PEN-OXA
77 17028.3 SCN - PEN-OXA
78 18041.1 SCN - PEN-OXA
79 18041.2 SCN - PEN-OXA
80 18041.3 SCN - PEN-OXA
81 19058.1 SCN - PEN-OXA
82 19058.3 SCN - PEN-OXA
83 19059.1 SCN - PEN-OXA
84 19059.2 SCN - PEN-OXA
85 19059.3 SCN - PEN-OXA
86 20011.1 SCN - PEN-OXA
87 20011.2 SCN - OXA
88 20011.3 SCN - OXA

SCN: Staphylococcus Coagulase Negativo; SCP: Staphylococcus Coagulase Positivo; MRS: Meticilina
Resistente; OXA: Oxacilina; PEN: Penicilina; GEN: Gentamicina.
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