PREVELENCIA E SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS
DE Staphylococci ISOLADOS DA VAGINA DE OVELHAS SADIAS
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1. Introducéo

O conhecimento a respeito da microbiota normal da vagina é de extrema
importancia para o diagndstico e tratamento apropriado das enfermidades do trato
reprodutivo nas diversas espécies. A vaginite € uma das doencas mais comuns
guando se refere ao trato genital, e pode ser determinada por microrganismos que
atuam como invasores oportunistas secundarios (Suarez et al, 2006). Dentre
estes, membros do género Staphylococcus tem sido citados, ndo s6 em ovelhas
(Mavrogianni et al., 2007), mas também em outros ruminantes, como vacas
(Williams et al., 2005) e cabras (Ababneh & Degefa, 2006). Tem sido demonstrado
gue Staphylococcus aureus € o0 microrganismo mais comum nos isolados de
vaginite em ovelhas, e pode ocorrer associado a eritema severo, secrecao
purulenta e abundancia de leucdcitos na vagina (Donders et al., 2002). Amostras
deste género tém sido isolados de genitalia externa de ovelhas (Marshall et al.,
1983), bem como de infec¢des intra-uterinas ascendentes (Mavrogianni et al.,
2007), sendo capazes de promover morte embrionaria. O género Staphylococcus
apresenta um padrao altamente variavel de susceptibilidade aos antimicrobianos,
0 que pode comprometer a eficacia da antibioticoterapia (Lilenbaum et al., 1999).
Conseglientemente, uma melhor compreenséo das espécies dos Staphylococci
que ocorrem na microbiota vaginal e de sua susceptibilidade aos agentes
antimicrobianos pode contribuir para um manejo correto da vaginite, assim como
de outras infec¢Oes do trato reprodutivo nas ovelhas.

2. Materiais e Métodos

2.1. Animais — Uma semana antes do inicio da estacdo de monta, 24 ovelhas
multiparas da raga Santa Inés, do mesmo rebanho, foram classificadas como
livres de doencas genitais apos um histérico e exame fisico detalhados. Animais
com historico recente de infecgcdo no sistema reprodutivo ou que fizeram uso de
antibidtico sistémico ou local, nos ultimos 60 dias, foram excluidos do estudo.



2.2. Cultura Bacteriana — Uma amostra foi colhida de cada animal, e com o auxilio
de um swab estéril colheu-se as amostras da mucosa vaginal posterior, que foram
encaminhadas para o laboratério em meio de transporte de Stuart (Merck). Swabs
foram entdo semeados em Agar sangue bovino a 5% (Merck) e incubados a 37°C.
Nao se empregou metodologia para isolamento de bactérias anaerdbias. Se o
crescimento ocorresse apos 24 ou 48 horas de incubacao, esfregacos eram feitos,
corados pelo método de Gram e examinadas microscopicamente. Amostras com
morfologia condizente com a de Staphylococcus sp. foram transferidas para o
meio Agar-manitol-salgado (Merck).

2.3. ldentificacdo Bacteriana — Apdés o0 crescimento, Staphylococci foram
identificados com base nas caracteristicas morfoldgicas de colbnia, coloracao de
Gram, producdo de pigmentos, hemdlise e reacdes bioquimicas, incluindo prova
da catalase, teste da coagulase em tubo de ensaio (com plama de coelho),
reducdo de nitrato, fosfatase, aceto ina e arginina, resisténcia a novobiocina, e o
teste da desoxiribonuclease. As espécies de Staphylococcus foram classificadas
como descrito em estudos anteriores (Lilenbaum et al., 1999) e de acordo com o
Manual Bergey's de Determinacao Bacteriologica (Holt et al., 1994).

2.4. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos — A susceptibilidade a um plantel
de oito agentes antimicrobianos foi determinada através do método de difusdo em
disco no Agar Mueller-Hinton (Merck), de acordo com o National Committee for
Clinical Laboratory Standards (2003). Discos com penicilina G (10 U), gentamicina
(10 pg), cefalotina (30 pg), tetraciclina (30 pg), ciprofloxacina (5 pg),
nitrofurantoina (300 pg), ampicilina (10 pg), e amoxicilina (10 pg) foram testados.
ApOs 24h de incubacdo, os diametros dos halos de sensibilidade foram
mensurados e as amostras foram classificadas de acordo com o padréo de cada
droga como sensiveis ou resistentes.

3. Resultados

3.1. Prevaléncia Bacteriana — Quinze isolados com caracteristicas tipicas do
género Staphylococcus foram obtidos das 24 ovelhas (62,5% de crescimento
positivo). Duas amostras ndo desenvolveram crescimento, e sete ovelhas
apresentaram outros géneros bacterianos, ndo considerados neste estudo (cinco
bacilos Gram-negativos e dois bacilos Gram-positivos).

As espécies de Staphylococcus coagulase-positiva (CoPS) foram o grupo
predominante, representando 60% dos isolados (nove amostras), todos
classificados como Staphylococcus aureus. Espécies de Staphylococcus
coagulase-negativa (CoNS) foram isolados de seis animais, todas classificadas
como Staphylococcus epidermidis.

3.2. Susceptibilidade dos isolados aos agentes antimicrobianos — A resisténcia aos
antibiéticos foi frequentemente observada, e 66,6% dos isolados (dez amostras)
demonstraram resisténcia a pelo menos uma das drogas testadas. Resisténcia a
penicilina G foi um achado comum e pode ser observada em seis (40%) dos 15
isolados. Resisténcia a outras drogas foi também observada, onde quatro



amostras foram resistentes a ampicilina (26,6%), trés a tetraciclina (20%), trés
para amoxicilina (20%) e duas para gentamicina (13,3%). Os agentes
antimicrobianos mais efetivos contra os Staphylococci isolados da vagina de
ovelhas sadias foram ciprofloxacina, perante a qual todos os isolados foram
sensiveis, seguido por cefalotina e nitrofurantoina, com apenas uma amostra
resistente cada.

Amostras de CoPS foram significantemente (p<0,05) mais resistentes aos
antibiéticos (77,7%) do que os CoNS (50%). Esse fendmeno foi particularmente
mais evidente para a resisténcia a penicilina G (p<0,05), perante a qual 55,5% dos
CoPS e 16,6% dos CoNS se mostraram resistentes.

4. Discusséo

O conhecimento a respeito da microbiota normal tem sido reconhecido como um
importante fator na elucidacdo da fisiopatologia de doencas em humanos e
animais. [Estes microrganismos normalmente ndo determinam processos
infecciosos, mas na ocorréncia de fatores predisponentes (como trauma ou
infeccdo simultanea), alguns destes microrganismos podem multiplicar-se e
causar doencas bacterianas (Holt et al., 1994).

Mudancas no ambiente da vagina podem promover alteracdes na microbiota,
como amodificacdo do pH vaginal durante o estro ou gestacdo. Membros da
microbiota podem atuar como oportunistas e exercer um importante papel no
desenvolvimento de vaginite e outras infec¢cdes no trato reprodutivo superior,
diminuindo o desempenho reprodutivo e consequentemente determinando
importantes prejuizos econémicos (Suarez et al., 2006).

Este estudo confirma a presenca de amostras estafilococicas na microflora vaginal
de ovelhas, evidenciada pelo isolamento de diferentes espécies de
Staphylococcus da vagina de animais clinicamente saudaveis. A elevada
ocorréncia de membros deste género foi um achado esperado, visto que a
presenca de bactérias Gram-positivas na genitalia externa de ovinos tem sido
comumente reportada (Donders et al., 2002). J4 o achado de nove amostras de
CoPS é um muito importante, visto que estas bactérias sédo frequentemente
relatadas em infecgdes purulentas agudas em humanos e animais (Holt et al.,
1994). CoPS tem sido descritos em casos de vaginite e endometrite em ovelhas
(Marshall et al., 1983) bem como em outros ruminantes como vacas (Williams et
al., 2005) e cabras (Ababneh & Degefa, 2006). S. aureus é reconhecido ainda
como agente de outras infeccdes em ovelhas tais como mastites e dermatites
(Koutinas et al., 2007).

Considerando a susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados neste estudo,
alguns resultados inesperados e alarmantes foram observados. Visto que apenas
animais sadios e sem historico de tratamento recente com antibioticos foram
incluidos, esperava-se que membros da microbiota normal da vagina fossem
bastante susceptiveis as drogas antimicrobianas. N&o obstante, 66,6% dos



isolados (dez amostras) demonstraram resisténcia a pelo menos uma das drogas
testadas e somente um antibiético (ciprofloxacina) foi efetivo contra todos os
isolados. Um detalhado histérico clinico do rebanho ndo demonstrou uma
exposi¢cao prévia a nenhum dos antibidticos testados que poderia justificar a taxa
de resisténcia observada.

Ha uma caréncia de estudos a respeito da susceptibilidade aos antimicrobianos
dos Staphylococci da vagina de ovelhas; no entanto, nossos resultados
concordam com estudos conduzidos em outros ruminantes. O padrdo de
susceptibilidade aos antimicrobianos de Staphylococcus aureus e de
Staphylococcus epidermidis de origem bovina foi estudado por Nunes et al.
(2007), no qual reportaram a alta resisténcia a penicilina G e baixa resisténcia
para gentamicina. Uma elevada susceptibilidade destas bactérias para as
cefalosporinas foi também notificada, o que esta de acordo com nossos resultados
com Staphylococci de origem ovina. E notavel que Staphylococci isolados de
diferentes espécies e em diferentes paises possam apresentar uma resisténcia
muito similar aos antimicrobianos, 0 que sugere que esta resisténcia possa ser
inerente a populagdo estafilococica da vagina dos ruminantes. Veterinarios de
campo devem ter em mente estes resultados quando se depararem com infecgdes
do trato reprodutivo de ovelhas, particularmente vaginites.

5. Concluséo

Concluindo, amostras de Staphylococcus foram isoladas de 62,5% das amostras
colhidas em vagina de ovelhas sadias. Resisténcia aos antimicrobianos foi
frequentemente observada nestes isolados, e ciprofloxacina foi a Unica droga
totalmente efetiva contra estas amostras. Para uma melhor compreensao sobre o
diagnostico e tratamento das infec¢des do trato reprodutivo, 0 conhecimento sobre
a ocorréncia das diversas espécies desse género e seu padrao de resisténcia aos
antibiéticos torna-se primordial.

Organismo Amogras Padrao de Resisténcia Antimicrobiana (N” dos isolados)
Resistentes
Saphylococcus aureus 07/09 (77,7%) PN (3); TEPN (1); APAM TE CF GN (1); APAM GN (2); AP (1)

Saphylococcus epidermidis ~ 3/6 (50,000) APAM PN (1); TE (1); NT PN (1)

TOTAL 10715 (66,6%) PN (3); TE PN (1); APAM TE CF GN (1); AP AM GN (1); AP (D),

APAM PN (1); TE (1); NT PN (1)

AP - ampicilina. AM - amoxicilina. TE - tetraciclina. CF - cefalotina. GN - gentamicina. NT - nitrofurantoinaCl -
ciprofloxacina. PN - penicilina G.
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