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Bovine mastitis is an important disease in dairy cattle due to its high incidence and
economic losses associated mainly with reduced milk production and treatment costs. The
use of antimicrobials to treat clinical cases and at dry off raises the concern of selection of
resistant bacterial strains. This may also reflect on public health, since resistant bacteria,
such as methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), may be transmitted to humans
by direct contact with infected animals or by dairy products. The resistance of bacteria to
antimicrobials has risen, in general, due to ineffective therapy. Studies in Brazil with non-
-random samples show increase in resistance pattern, mainly in S. aureus. The exposition
to repeated antimicrobial treatment throughout the consecutive lactations of cows may be
a predisposing factor to development of antimicrobial resistance in bacteria that infect the
udder. Thus, the aim of this study was to determine the possible causal association between
antimicrobial resistance in bacteria isolated from bovine udder milk and animal data such
as age and lactation period. Milk samples were collected from 21 randomly selected dairy
herds from Rio Grande do Sul, southernmost Brazilian state, from the target population of
1656 semi-intensive dairy farms, stratified by her size. The sample unit was considered
the bacteria, and for the prevalence estimation a frequency of 35% Staphylococcus sp. pe-
nicillin resistant; an absolute precision of 12%; and 90% confidence level were used. Bac-
teria were isolated from composite milk samples obtained from all quarters of each cow
after discarding the initial three or four streams of milk. To access potential risk factors,
animal characteristics were obtained through an interview with the producers. Laboratory
tests were done according to National Mastitis Council recommendations. A total of 242
isolates was obtained from 195 cows out of 251 cows sampled. The prevalence of animal
infections was described in groups according to the epidemiological profile: environmen-
tal, contagious and other bacteria. These were 57.3%, 26.3% and 11.2%, respectively of
the sampled animals. Antimicrobial susceptibility tests against 12 different antimicrobials
were performed in 159 isolates. Altogether, 30% of the isolates tested showed resistance to
at least three different antimicrobial groups and were classified as multidrug-resistant. Hi-
gher frequencies of resistance were observed against ampicillin to coagulase-negative sta-
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phylococci, followed by erythromycin to coagulase-positive staphylococci and tetracycline
to streptococci. The logistic regression analysis showed a significant relationship between
age of the cows and presence of multidrug-resistant coagulase-positive staphylococci and
distribution of different class of bacteria, suggesting a competition dynamic throughout

the ages (p < 0.05). Animals with three to four years old had 13.7 times more chances (IC

95%

1.4 - 130.2; p = 0,02) to have multidrug-resistant coagulase-positive staphylococci compa-
red to those with two to three years. Time of exposure to infectious agents and consequent
therapies suggests a greater chance of udder’s colonization by resistant pathogens due to

repeatedly selection pressure during lifetime.

INDEX TERMS: Antimicrobial resistance, coagulase-positive staphylococci, coagulase-negative

staphylococci, ageing epidemiology, dairy cattle.

RESUMO.- A mastite bovina é uma doen¢a importante na
bovinocultura de leite, devido a sua alta incidéncia e perdas
econOmicas associadas principalmente com a producdo de
leite reduzida e aos custos do tratamento. O uso de anti-
microbianos para o tratamento de casos clinicos e no pe-
riodo seco tem levantado preocupagdes quanto a selegdo
de cepas bacterianas resistentes. Isso também pode refletir
na saude publica, uma vez que bactérias resistentes, como
o Staphylococcus aureus meticilina-resistente (MRSA), po-
dem ser transmitidas aos seres humanos por contato direto
com animais infectados ou produtos lacteos. A resisténcia
das bactérias aos agentes antimicrobianos aumentou, em
geral, devido a tratamentos ineficazes. Estudos realizados
no Brasil com amostras ndo planejadas mostram aumento
no padrao de resisténcia, principalmente em S. aureus. A
exposicdo ao tratamento antimicrobiano repetido ao lon-
go das lactagdes consecutivas de vacas pode ser um fator
predisponente para o desenvolvimento da resisténcia an-
timicrobiana em bactérias que infectam o tibere. Assim, o
objetivo deste estudo foi determinar a possivel associagio
causal entre resisténcia antimicrobiana em bactérias isola-
das a partir do leite bovino e dados como idade e periodo
de lactagdo. As amostras de leite foram coletadas de 21 re-
banhos leiteiros do Rio Grande do Sul, Brasil, selecionados
aleatoriamente a partir da populacio-alvo de 1.656 explo-
racdes leiteiras semi-intensivas, estratificada por tamanho
do rebanho. A bactéria foi considerada a unidade amostral,
e para a estimativa de prevaléncia foram utilizados os se-
guintes parametros: uma frequéncia de 35% de Staphylo-
coccus sp. resistentes a penicilina; um nivel de confianca de
90%; e uma precisdo absoluta de 12%. As bactérias foram
isoladas de amostras de leite compostas de todos os quar-
tos mamarios de cada vaca apds descartar os primeiros trés
ou quatro jatos de leite. Para acessar os potenciais fatores
de risco, caracteristicas dos animais foram obtidas através
de uma entrevista com os produtores. Os exames laborato-
riais foram realizados de acordo com as recomendac¢des do
National Mastitis Council. Um total de 242 isolados foi obti-
do de 195 vacas a partir da amostra do rebanho total (251
vacas). A prevaléncia de infecgdes foi descrita em grupos
de acordo com o perfil epidemioldgico: bactérias ambien-
tais, contagiosas e outras. Estas perfizeram 57,3%, 26,3%
e 11,2%, respectivamente, dos animais amostrados. Testes
de suscetibilidade antimicrobiana contra 12 diferentes an-
timicrobianos foram realizados em 159 isolados. No total,
30% dos isolados testados mostraram resisténcia a pelo
menos trés grupos diferentes de antimicrobianos e foram
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classificados como multirresistentes. Foram observadas as
freqliéncias mais elevadas de resisténcia contra a ampici-
lina para os estafilococos coagulase-negativo, seguida de
eritromicina para estafilococos coagulase-positivo e tetra-
ciclina para estreptococos. A andlise de regressao logistica
mostrou uma relagao significativa entre a idade das vacas e
a presenca de estafilococos coagulase-positivo multirresis-
tentes e distribuicdo de classes diferentes de bactérias nos
diferentes estratos etarios, o que sugere uma concorréncia
dindmica ao longo do tempo (p < 0,05). Animais com trés
a quatro anos tiveram 13,7 vezes mais chances (ICQS% 1,4
- 130,2, p = 0,02) de ter estafilococos coagulase-positivo
multirresistentes em comparacdo com aqueles com dois
ou trés anos. O tempo de exposicdo a agentes infecciosos e
consequentes terapias sugere uma maior chance de coloni-
zacdo do Ubere por patdgenos resistentes devido a pressio
de selecgdo repetida durante a vida.

TERMOS DE INDEXACAO: Resisténcia antimicrobiana, estafiloco-
cos coagulase-positivo, estafilococos coagulase-negativo, epide-
miologia do envelhecimento, bovinos de leite.

INTRODUCAO

A mastite bovina é uma doenca importante para a bovino-
cultura leiteira, devido a alta incidéncia de casos clinicos
e subclinicos e aos prejuizos econdmicos que acarreta. A
mastite resulta da infec¢do da glandula mamaria, principal-
mente por bactérias dos géneros Staphylococcus, Strepto-
coccus e Gram-negativos do grupo dos coliformes (Ruegg
2012).

Na pecuaria leiteira, é a doenca que demanda maior em-
prego de antimicrobianos (Erskine et al. 2004) administra-
dos para tratamento dos casos clinicos e na terapia da vaca
seca. Em alguns estudos, o uso terapéutico e preventivo de
antimicrobianos na mastite nao foi relacionado ao aumento
ou emergéncia da resisténcia entre os patégenos da masti-
te (Erskine et al. 2002, Erskine et al. 2004). Entretanto, va-
riacdes nos indices de resisténcia sdo observadas entre re-
gides ou rebanhos devido a pressdo seletiva exercida pelo
agente antimicrobiano (O’Brien 2002 apud Rajala-Schultz
et al. 2004). A antibioticoterapia executada continua e im-
prudentemente é relatada como fator determinante para a
selecdo de cepas resistentes, podendo repercutir sobre a
saude publica (Piddock 1996, OIE 2008b). Estudos tém su-
gerido o potencial de selecdo de cepas devido ao tratamen-
to no periodo seco e a idade das vacas em combinagdo com
alta contagem de células somaticas e histérico de mastite
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clinica (Rajala-Schultz et al. 2009), demonstrando a com-
plexidade de avaliar-se tal risco.

Entre os agentes da mastite, as bactérias do género Sta-
phylococcus tém apresentado maior resisténcia aos antimi-
crobianos, sobretudo Staphylococcus aureus, com destaque
para a resisténcia aos antibiéticos beta-lactamicos (Brito et
al. 2001, Pitkala et al. 2004, Olsen et al. 2006,). Entretanto,
estafilococos coagulase-negativos (ECN) tem sido indica-
dos como protetores contra infec¢des por patégenos mais
virulentos (Schukken et al. 1989) e, por outro lado, tendem
a ser mais resistentes quando comparados a S. aureus e
com facilidade desenvolvem multirresisténcia (Pitkala et al.
2004), servindo como reservatdrio de genes de resisténcia.

A idade é um reconhecido fator de risco, ou predispo-
nente, contribuindo para a ocorréncia de doengas multifa-
toriais, sendo o conhecimento do seu papel relevante par-
ticularmente para a estimacdo de morbimortalidade das
doencas em populacdes e identificacdo de causas das do-
encas (Thrusfield 2010). O monitoramento periédico das
mudancas na prevaléncia de bactérias resistentes a nivel
animal constitui uma parte essencial na estratégia destina-
da a limitar a propagacdo da resisténcia antimicrobiana e
otimiza a escolha dos antimicrobianos utilizados na terapia
(OIE 2008a).

O objetivo deste estudo foi avaliar a possivel associa¢ao
causal entre variaveis de desfecho (1 e 2) e variaveis pre-
ditoras (3): (1) a prevaléncia de bactérias relevantes cau-
sadoras de mastite na glandula mamaria de bovinos, des-
tacando o género Staphylococcus, e (2) a resisténcia dessas
bactérias aos antimicrobianos, e (3) fatores ligados ao hos-
pedeiro como a idade, nimero de partos e dias em lactagao.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

O célculo da amostra considerou a bactéria como unida-
de primaria visando saber quantos rebanhos seriam neces-
sarios para obter o nimero de isolados de Staphylococcus
Spp. necessario para estimar a frequéncia de resisténcia
aos antibiéticos beta-lactamicos. Os parametros utilizados
para o calculo da amostra foram: frequéncia de Staphylo-
coccus spp. resistentes a penicilina de 35% (Brito et al.
2001); precisdo absoluta de 12%; e nivel de confianca de
90%. O calculo de amostra baseou-se no género Staphylo-
coccus, por ser este o microrganismo mais isolado na glan-
dula mamaria de bovinos.

Em janeiro de 2010, foram amostrados aleatoriamente
21 rebanhos da populacio alvo, constituida de 1656 pro-
priedades leiteiras de criagdo semi-intensiva do Rio Gran-
de do Sul estratificadas por tamanho de rebanho. Foram
coletadas amostras de leite de todas as vacas em lactacdo
nas propriedades amostradas, totalizando 251 animais. As
amostras foram compostas, isto é, formadas por aliquotas
de leite colhidas dos quartos de cada vaca. Antes da cole-
ta foi feita a antissepsia dos tetos e descarte dos primeiros
jatos. As amostras foram acondicionadas em frascos indi-
viduais estéreis e armazenadas em caixa isotérmicas. Da-
dos dos animais - idade, nimero de lactagdes e periodo em
lactagdo - foram obtidos por meio de entrevista realizada
com os produtores. As andlises foram realizadas no Setor

de Medicina Veterinaria Preventiva da Faculdade de Veteri-
naria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Exames microbioldgicos

A cultura das amostras de leite foi realizada semeando-
-se volumes de 0,01mL em agar sangue contendo 5% de
sangue desfibrinado de carneiro, seguindo-se incubacdo
a 37°C durante 24-48 h. As coldnias foram analisadas se-
gundo recomendagdes do National Mastitis Council (NMC
2004) quanto a morfologia, padrdes hemoliticos, coloragdo
de Gram e testes bioquimicos. Os microrganismos isolados
foram classificados em grupos (contagioso, ambiental e ou-
tros), considerando a epidemiologia da infecgdo do tibere.

Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

Foi empregado o teste de agar-difusdo para testar a
suscetibilidade dos isolados de Staphylococcus spp., Strep-
tococcus spp. e Enterococcus spp., seguindo as recomenda-
¢des do Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI 2008).
S. aureus ATCC 29213 foi empregado como controle dos
testes. Foram testados discos impregnados com os seguin-
tes antimicrobianos (Oxoid, USA, Columbia, Maryland):
ampicilina 10pg, cefalotina 30pg, ceftiofour 30pug, clinda-
micina 2pug, enrofloxacina 5ug, eritromicina 15ug, gentami-
cina 10pg, oxacilina 1pug, penicilina 10 Unidades, trimeto-
prima/ sulfametoxazol 1,25/23,75ug; sulfonamida 300pg;
e tetraciclina 30pg. De acordo com o critério interpretativo
das zonas de inibicdo, as bactérias foram classificadas em
resistentes (R), intermediarias (I) ou suscetiveis (S) aos an-
timicrobianos testados. Bactérias resistentes a trés ou mais
classes de antimicrobianos foram consideradas multirre-
sistentes (Schwarz et al. 2010).

Anadlise estatistica

As caracteristicas dos animais - idade, periodo de lac-
tacdo, raca e nimero de partos - foram descritas quanto as
distribuicées de frequéncia e compiladas aos resultados
dos isolados e dos perfis de sensibilidade encontrados. Os
indicadores analisados na estatistica descritiva foram: (1)
animais com pelo menos um patégeno relevante em masti-
te bovina (animais infectados), (2) infec¢des por Staphylo-
coccus spp. e (3) infecgcdes por Staphylococcus spp. multir-
resistentes. As varidveis: idade animal, partos e dias em
lactacdo foram categorizadas de acordo com seus quartis
por faixa etaria em anos [(1) dois a trés, (2) quatro a cinco,
(3) seis a sete e (4) mais que sete], por nimero de partos
[(1) um ou dois, (2) trés ou quatro e (3) mais de quatro], e
por quartis dos dias em lactacdo [(1) até 82, (2) 82 a 180,
(3) 180 a 245 e (4) mais que 245].

A unidade amostral utilizada na analise estatistica para
verificar a hipétese de associagdo entre multirresisténcia e
o hospedeiro foi a vaca lactante. Foram incluidos na regres-
sdo logistica 156 animais, os quais dispunham de dados
completos para a anadlise, a saber, idade, nimero de partos
e periodo de lactacdo (variaveis preditoras) e, também,
resultados de isolamento e perfis de sensibilidade aos an-
timicrobianos (variaveis de desfecho). Foram construidos
dois modelos de regressdo logistica univariada para veri-
ficar se haveria associacdo entre as variaveis preditoras
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mencionadas e as variaveis de desfecho - (1) colonizagio
por Staphylococcus spp. (coagulase-negativos e positivos)
e (2) colonizagdo por um microrganismo resistente (a
pelo menos uma classe ou a mais de trés classes antimi-
crobianas). A associagdo foi investigada a nivel individual
utilizando valor de p critico 0,05. O modelo de regressao
foi construido no SAS 9.2®. Variaveis com associagdo sig-
nificativa foram consideradas para discussdo do desfecho.
Odds ratios (ORs), valores de p e intervalos de confianca de
95% foram reportados. Além disso, a partir da observagao
da estatistica descritiva foi utilizado o teste de qui-quadra-
do para verificar a diferenca de resisténcia a tetraciclina
entre Streptococcus spp. e Staphylococcus spp.

RESULTADOS

Estatistica descritiva

O numero de animais por rebanho variou de trés a 53,
sendo a moda sete animais. Em 67% dos rebanhos (14/21)
havia no maximo dez animas em lactagdo. A raga predomi-
nante foi a Holandesa (95%). A idade média dos animais
(n =156) foi 5,2 anos; o nimero médio de partos foi 3,2; e
a média dos dias em lactacdo foi 181,2. Em 76% dos reba-
nhos foram encontrados agentes associados a mastite em
pelo menos um animal (16/21).

Estafilococos coagulase-positivo (ECP), ECN, Strepto-
coccus agalactiae, Corynebacterium sp., Streptococcus ube-
ris, Streptococcus dysgalactiae, Enterococcus sp. e Esche-
richia coli foram identificados nas amostras, perfazendo
242 isolados ao total (Quadro 1). Em 77,7% dos animais
(195/251) houve o isolamento de pelo menos uma bactéria
a partir das amostras de leite (Quadro 1), sendo que destes,
22,5% (44/195) apresentaram crescimento de mais de um
agente e 12,3% (24/195) de dois grupos epidemiolédgicos
distintos (por exemplo, um ambiental e outro contagioso
na mesma amostra).

Do total de isolados analisados pelo teste de susceti-
bilidade (n = 159), 58,5% (93/159) apresentavam resis-
téncia ao menos a um dos antimicrobianos. Os maiores
indices de resisténcia foram para o grupo dos beta-lac-
tamicos testados (44%) e eritromicina (42,8%). O maior
percentual de resisténcia dos ECN foi justamente aos

Quadro 1. Distribuicdo das frequéncias de bactérias e de
animais com isolamento de pelo menos uma bactéria a
partir da amostra de leite, de acordo com as classes de

microrganismos causadores de mastite, em 251 vacas em
lactacdo amostradas de 21 rebanhos no Estado do Rio

Grande do Sul

Classe de Ntmero de bactérias Ntmero de animais
Microrganismos® isoladas (N = 242) n (%) (N=251)n (%)
Ambientais 145(59,9) 144 (57,3)
Contagiosos 69 (28,5) 66 (26,3)
Outros 28 (11,6) 28(11,2)

NHC (Negativos) - 56 (22,3)

2 Ambientais = ECN (estafilococos coagulase-negativo), Klebsiella sp., Es-
cherichia coli, Enterococcus sp. e género Streptococcus exceto S. agalac-
tiae. Contagiosos = ECP (estafilococos coagulase-positivo), S. agalactiae
e Corynebacterium sp. Outros = Arcanobacterium sp., Nocardia sp. e le-
veduras ; NHC = ndo houve crescimento relevante conferindo um status
negativo ao animal.
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Quadro 2. Distribuicao dos microrganismos (n = 159)
resistentes a diferentes classes de antimicrobianos isolados
de amostras de leites de 251 vacas em lactacdo de 21
rebanhos no Rio Grande do Sul

Classe de Antimicrobianos Isolados resistentes no antibiograma (%)

ECN®  ECP® Streptococcus Total

(n=84) (n=57) (n=18) (n=159)
Beta Lactamicos 48,8 43,8 22,2 44
(Ampicilina, Penicilina e Oxacilina)
Cefalosporinas 10,7 31,6 11,1 18,2
(Ceftiofur/ Cefalotina)
Lincosamidas 16,6 35 33,3 25,2
(Clindamicina)
Fluorquinolonas 19 29,8 5,5 214
(Enrofloxacina)
Macrolideos 41,6 50,9 22,2 42,8
(Eritromicina)
Aminoglicosideos 11,9 26,3 11,1 17
(Gentamicina)
Inibidores do Acido Félico 15,5 24,5 27,8 20,1
(Sulfametoxazol /Trimetoprim+Sulfa.)
Tetraciclinas 59 10,5 55,5 13,2
Resisténcia a pelo menos uma classe 55,9 54,4 83,3 58,5
de antimicrobianos
Multirresistentes (>3 classes) 238 40,35 27,8 30,2

2 Estafilococos coagulase-negativo, "Estafilococos coagulase-positivo.

beta-lactamicos (48,8%), enquanto que 50,9% dos ECP
isolados foram resistentes a eritromicina. Dentre to-
dos os isolados resistentes, 58,5% (93/159) apresenta-
ram resisténcia ao menos a um antimicrobiano e 30,2%
(48/159) ao menos a trés grupos antimicrobianos (mul-
tirresistentes) (Quadro 2).

A andlise de regressio logistica, considerando animais
que apresentavam dados demograficos completos e res-
pectivos microrganismos isolados submetidos ao teste de
suscetibilidade a antimicrobianos (géneros Staphylococcus
e Streptococcus), evidenciou a associacdo significativa (p
< 0,05) entre (a) prevaléncia das principais bactérias iso-
ladas (ECP e ECN - variaveis de desfecho) e a faixa etaria
(variavel explanatoria) e (b) a presenca de resisténcia aos
antimicrobianos testados (variavel de desfecho) e a faixa
etdria e nimero de partos das vacas (variaveis explanaté-
rias). As distribuicées de prevaléncia de colonizacao e de
resisténcia estdo demonstradas no Quadro 3, por estrato
de idade e de nimero de partos de acordo com a analise.

Prevaléncia bacteriana e idade como fator de risco

Houve um risco 3,5 vezes maior em vacas com mais de
sete anos apresentarem colonizag¢io por ECP quando com-
paradas com vacas de dois a trés anos de idade (OR=3,56;
IC95% =1,3-9,7; p=0,01) (Quadro 4). Antagonicamente, o ris-
co de colonizag¢do por ECN foi 73% menor em vacas mais
velhas do que sete anos em comparag¢do com a faixa etaria
de referéncia, mais nova (dois a trés anos) (OR=0,27; IC
=0,1-0,7; p=0,01) (Quadro 5).

95%

Resisténcia a antimicrobianos e idade/nimero de par-
tos como preditores

Vacas na faixa etaria de quatro a cinco anos tiveram um
risco 13,7 vezes maior em relacdo a faixa etaria de dois a
trés anos de estarem colonizadas por ECP multirresistentes
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Quadro 3. Distribuicdo de frequéncia dos animais amostrados categorizados por
faixa etaria segundo a prevaléncia de colonizacdo de bactérias e o resultado dos

antibiogramas
Prevaléncia Resisténcia
Faixa Etaria  NtGmero ECN® ECPP Bactérias a pelo ECP?
de animais menos um antimicrobiano multirresistentes

2-3 anos 45 31 11 25 1

4-5 anos 49 24 19 33 11

6-7 anos 34 16 11 20 5

> 7 anos 28 11 15 14 6

Total 156 84 (53,8%) 56 (35,9%) 92 (60,1%) 23 (16,7%)

Estafilococos coagulase-negativo, "Estafilococos coagulase-positivo.

Quadro 4. Resultado da regressio logistica para presenca de
ECP? (n =156)

Faixa Etaria  p (wald) OR® IC,,,

2-3 anos - 1 - -
4-5 anos 0,1392 1,958 0,804 4,768
6-7 anos 0,4387 1,478 0,55 3,975
> 7 anos 0,0133 3,566 1,303 9,761

2 Estafilococos coagulase-positivo, ® Odds ratio.

Quadro 5. Resultado da regressao logistica para presenca de
ECN?(n = 156)

Faixa Etaria p (wald) OR® IC .,

2-3 anos - 1 - -
4-5 anos 0,0523 0,434 0,187 1,088
6-7 anos 0,0714 0,425 0,168 1,077
> 7 anos 0,0101 0,276 0,104 0,736

aEstafilococos coagulase-negativo, ®*0dds ratio.

Quadro 6. Resultado da regressao logistica para presenca de
ECP? multirresistentes (n = 156)

Faixa Etaria p (wald) OR® IC,,

2-3 anos - 1 - -
4-5 anos 0,0223 13,75 1,452 130,236
6-7 anos 0,08 8,333 0,776 89,467
> 7 anos 0,106 6,667 0,668 66,532

2 Estafilococos coagulase-positivo, "0dds ratio.

Quadro 7. Resultado da regressao logistica para presenca de
bactérias resistentes a pelo menos uma classe de antimicrobianos

(n=148)
Nimero de p (wald) OR® IC ,,
partos

1-2 - 1 - -

3-4 0,0268 2,713 1,122 6,564

>4 0,4936 0,762 0,35 1,66
20dds ratio.
(OR=13,75; IC%% 1,4-130,2; p=0,02) (Quadro 6). Vacas com

trés a quatro partos tiveram um risco 2,7 vezes maior do
que aquelas com um a dois partos (OR=2,71; IC%% 1,1-6,5;
p=0,02) de possuirem agentes de mastite com resisténcia a
pelo menos uma classe antimicrobiana (Quadro 7). Neste
desfecho, Streptococcus spp. tiveram um maior percentual
(83,3%) (Quadro 2), sendo 60% destes ambientais (dados
ndo demonstrados). Observou-se uma razdo de chances
de resisténcia a tetraciclina em Streptococcus spp. de 14,7
vezes maior que em Staphylococcus spp. pelo teste do qui-
-quadrado (IC,., 4,8-45,0; p<0,001).

95%

DISCUSSAO

O plano amostral baseado na estimativa de Staphylococ-
cus spp. resistentes a penicilina levou a coleta de todas as
vacas em lactacdo por rebanho e, por conseguinte, houve
uma prevaléncia maior de bactérias ambientais, predo-
minando os ECN. Os ECN sdo sabidamente comensais dos
tecidos mamarios (Taponen & Pyordla 2009) e alguns
pesquisadores tém apontado seu papel na protecdo do
Ubere contra infec¢des por bactérias mais patogénicas
(Schukken et al. 1989). Curiosamente, a regressao logistica
evidenciou essa possivel dindmica competitiva nas popula-
¢oes de bactérias conforme a idade das vacas. A definicdo
de quando um animal é considerado “velho” é complexa,
mas, de maneira geral, pode ser determinada demografi-
camente quando apenas 25% da populacdo estdo acima da
sua idade (Grundy 2002). Vacas velhas, com mais de sete
anos, tiveram menos chances de apresentar ECN e 3,5 ve-
zes mais chances de estarem colonizadas por ECP (ambos
com p<0,05). Mastite bovina é a razdo mais comum para o
uso de antimicrobianos em vacas leiteiras e a resisténcia
dos agentes etiol6gicos aos antimicrobianos tem recebido
interesse nos ultimos anos (Rajala-Schultz et al. 2004) de-
vido as terapias ineficazes ou subterapéuticas dadas aos
rebanhos (Erskine et al. 2002). A terapia no periodo seco
de lactacdo é executada em todas as vacas na maioria das
propriedades e consiste em formula¢des com atividade
antimicrobiana prolongada. A persisténcia deste tipo de
tratamento deve, portanto, proporcionar uma forte pres-
sdo seletiva para a aquisi¢do, transmissdo e manuten¢do
de genes de resisténcia a drogas (Berghash et al. 1983). A
hipotese deste estudo foi relativa a resisténcia ser maior
em bactérias de multiparas em comparacdo as de primi-
paras devido ao periodo de pressdo seletiva por exposicao
a antimicrobianos. Isto foi verificado em duas instancias,
entre todas as bactérias testadas resistentes a pelo menos
um antimicrobiano, com maior risco nas multiparas com
trés ou quatro partos comparadas as primiparas com um
ou dois partos; e entre ECP multirresistentes, com maior
risco na faixa etdria de trés a quatro anos comparadas a
faixa etdria de um a dois anos.

A suscetibilidade antimicrobiana in vitro é uma condi-
¢do prévia ao tratamento, mas nao garante a eficicia in vivo
(Constable & Morin 2003). A resisténcia a antimicrobianos
resulta de interagdes entre antibidticos, microrganismos e
ambiente (Witte 2000, Levin 2001, O’Brien 2002). Dois fa-
tores envolvidos sdo a pressao seletiva dos antibioticos e a
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presenca de genes de resisténcia (Levy 1997, Witte 2000),
que podem ser transmitidos verticalmente ou por transfe-
réncia horizontal de elementos méveis de DNA (Chambers
2001, Sefton 2002). A exposicdo a concentragdes insufi-
cientes da droga proporciona a chamada janela de selecdo
(Burgess 1999). Streptococcus spp. apresentaram mais
chances de serem resistentes a tetraciclina comparados
aos Staphylococcus spp. Dentre todas as bactérias testadas,
vacas com trés ou quatro partos tiveram 2,7 mais chances
que o grupo com menos partos - um ou dois - de estarem
colonizadas por bactérias resistentes a pelo menos uma
classe antibidtica (Quadro 7). Observou-se uma curva de
risco tipica da presenca de resisténcia a pelo menos uma
classe antimicrobiana no decorrer das trés classes de par-
tos, com menor risco nas com um ou dois partos, maior nas
vacas com trés ou quatro (OR=2,7) e menor novamente nas
com mais de quatro (OR=0,7). Isso pode estar relacionado a
elimina¢do de animais velhos com infec¢do cronica, ou por
outras causas, que normalmente seleciona o melhor estra-
to de animais.

A resisténcia de S. aureus as penicilinas tem aumenta-
do (Piddock 1996, Olsen et al. 2006) porque, de um modo
geral, a terapia é ineficiente pelo acesso antimicrobiano
as bactérias ser dificultado por fibroses decorrentes da
patogenia (Radostits et al. 1994), além de tratamentos
ineficazes ou incompletos. As taxas de cura variam entre
15 e 85%, dependendo do numero de lactagdes, contagem
de células somaticas antes do tratamento e producio de
B-lactamase (Barkema et al. 2006). Em muitos casos, os
animais tornam-se cronicamente infectados e reserva-
torios de S. aureus. No presente estudo a prevaléncia de
colonizagdo por ECP de 21% foi obtida a partir da popula-
¢do amostrada em lactacdo desconsiderando o seu estado
clinico.

Quanto a resisténcia a penicilina por S. aureus, esta cos-
tuma ser menor do que em ECN, salvo excec¢des (Pitkala et
al. 2004, Schwarz et al. 2010). Na ndia, por exemplo, os
resultados variaram largamente (Mubarack etal. 2012, Mo-
hanty et al. 2013) e estudos no Brasil com amostras ndo
planejadas mostram variabilidade no padrao de resisténcia
(Oliveira et al. 2012, Silva et al. 2012), e aumento quando
comparados com estudos mais antigos (Brito et al. 2001).
Entretanto, de maneira geral, fica deficiente a comparagao
dos resultados devido a diferencas na metodologia, prin-
cipalmente devido a critérios de amostragem, e servem
apenas como referéncia. Resisténcia a penicilina por ECN
de mastite bovina foi 31,7% em Ohio, EUA (Rajala-Schultz
et al. 2004) e 32% na Finlandia (Pitkala et al. 2004). Pes-
quisadores suecos (Persson Waller et al. 2011) relatam que
nio houve muita resisténcia a antimicrobianos em estudo,
com excecdo a penicilina, por ECN em mastites clinicas e
subclinicas, o que é corroborado em nosso estudo, em que
a resisténcia por ECN ao grupo das penicilinas foi 48,8%,
embora também houve resisténcia consideravel a eritro-
micina (41,6%). Pesquisadores estadunidenses de Ohio
(Rajala-Schultz et al. 2004) encontraram 43,9% de resis-
téncia a pelo menos um antibidtico por ECN, e indicam o
uso de terapias no periodo seco como sendo fator de risco
para o aparecimento de resisténcia (Rajala-Schultz et al.
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2009). Em estudo na Holanda, 30% de ECN foram resisten-
tes a mais de um composto antimicrobiano em rebanhos
leiteiros (Sampimon 2009). Estes resultados estdo em con-
sonancia com um estudo que avaliou a correlacdo entre o
uso de antimicrobianos veterindrios e a resisténcia antimi-
crobiana em animais de producdo de sete paises europeus
(Chantziaras et al. 2014), sendo a Holanda um dos maiores
consumidores de antimicrobianos e os paises nérdicos, uns
dos menores. Encontramos resisténcia a pelo menos uma
classe de antimicrobianos em 55,9% dos ECN testados e, a
trés ou mais classes, em 23,8% (Quadro 2). A coleta de da-
dos de consumo de antimicrobianos através de um sistema
de armazenamento padrio a nivel populacional é altamen-
te recomendavel para elucidacdo dos niveis de resisténcia
encontrados.

Eritromicina e clindamicina estdo entre os farmacos
selecionados para o tratamento de mastite bovina estafilo-
cécica (Dingwell et al. 2003, Yu & Li 2005) e a resisténcia a
eles ocorre por metilacdo ou mutagao do sitio alvo, ativagdo
do efluxo do antibiotico, e inativacdo da droga. Pesquisa-
dores chineses (Wang et al. 2008) verificaram resisténcia
a eritromicina - 93,1% e a clindamicina - 36,1% por S. au-
reus mais elevada que neste estudo, 46,3% e 31,7%, respec-
tivamente (Quadro 2), porém tais antimicrobianos foram
aprovados na China para o tratamento de mastite estafi-
locécica. Resisténcia por ECN a macrolideos e lincosami-
das foi relatada na Alemanha em 6-7% (Liithje & Schwarz
2006). Obtiveram-se valores de resisténcia a eritromicina
e a clindamicina por ECN de 41,6% e 16,6%, respectiva-
mente. Os macrolideos, bem como as fluorquinolonas e as
cefalosporinas de 32 e 42 geracdo, tém sido listados como
criticamente importantes a satde publica pela Organiza-
¢do Mundial da Sadde, por serem as Unicas ou umas das
poucas alternativas para tratar doengas humanas severas
e causadas por microrganismos de fontes nao humanas ou
que possam adquirir genes de resisténcia de fontes ndo hu-
manas (WHO 2011).

Entre os objetivos da epidemiologia, o conhecimento
da distribuicdo das doengas em populacdes nos diferen-
tes estratos de idade é particularmente relevante para es-
tima¢do de morbimortalidades e identificacdo de causas
(Thrusfield 2007). A epidemiologia é baseada na premissa
de que doenga e saude nao sdo distribuidas aleatoriamente
na populacdo, e é funcdo da epidemiologia identificar pa-
drdes das doencas e fatores causais associados, alguns dos
quais sdo relacionados a idade (Satariano 2006). A idade é
frequentemente classificada como um fator predisponente,
refletindo um conhecimento inadequado do seu papel nos
niveis celular, molecular e bioquimico (Thrusfield 2010). A
regressao logistica evidenciou associacdo significativa en-
tre a presenca de ECP multirresistentes e a idade dos bo-
vinos em lactagdo, especificamente na faixa intermediaria
de quatro a cinco anos que coincide com a idade média dos
animais (5,2 anos). A chance de colonizagdo por cepas de
ECP multirresistentes foi 13,7 vezes maior do que aque-
las com dois a trés anos. Tal fato pode estar relacionado as
chances de animais velhos, comparados aos de primeira
lactacdo, terem tido maior contato com cepas resistentes
(Rajala-Schultz et al. 2004).



Relacdo da idade na presenca de bactérias resistentes a antimicrobianos em rebanhos leiteiros no Rio Grande do Sul 619

CONCLUSOES

Este trabalho verificou a distribuicdo de bactérias colo-
nizadoras da glandula mamaria segundo a idade de vacas
leiteiras amostradas independentemente do estado clinico.

As regressoes logisticas evidenciaram que ha menor ra-
zdo de chances de colonizagdo por ECN e maior razdo de
chances por ECP em animais mais velhos comparados aos
mais novos.

A prevaléncia poderia aumentar devido a perda de ce-
pas suscetiveis que sdo repostas por cepas carreando e ex-
pressando resisténcia em resposta aos tratamentos antimi-
crobianos.

E possivel que exista uma complexa dinidmica de com-
peticdo entre bactérias comensais e patogénicas durante
a vida produtiva de vacas leiteiras, por meio de intera¢des
seletivas de antimicrobianos.

A resisténcia identificada nas classes intermediarias
(etaria e nimero de partos) levanta a hipdtese de uma con-
vergéncia do apice da produgio de leite e estado imunitario
do hospedeiro com a exposi¢cdo a patégenos e consecutivos
tratamentos antimicrobianos numa escala populacional.

Conforme o passar dos anos, ha o descarte sistematico
de animais debilitados por mastite ou outras enfermida-
des, justificando o baixo risco de colonizacdo por bactérias
resistentes nas vacas mais velhas.

A resisténcia a fAirmacos de importancia critica no tra-
tamento de enfermidades em humanos representa um im-
portante risco a satide publica.

O uso de antimicrobianos deve ser extremamente cri-
terioso e o uso preventivo, abolido, como tem sido feito em
outras cadeias de producdo animal, a fim de interromper o
estimulo a resisténcia.

Além disso, propde-se a ado¢do da idade como parame-
tro nos estudos populacionais de resisténcia a antimicro-
bianos, visto a distribuicdo heterogénea nas faixas etarias
de bovinos.
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