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RESUMO

ARAUJO, RODRIGO VIEIRA CORREIA DE. Sensibilidade in vitro do
Mycoplasma agalactiae isolado de caprinos a diferentes antimicrobianos. 2011 33p.
Monografia (Conclusdao do curso de Medicina Veterindria) — UNIVERSIDADE
FEDERAL DE CAMPINA GRANDE — UFCG. Patos, 2011.

O presente trabalho teve como objetivo, testar a sensibilidade do Mycoplasma
agalactiae a diferentes antimicrobianos em diferentes concentragdes, determinando os
mais eficientes e suas respectivas Concentracdes Inibitdrias Minimas (CIM’s). Quatro
amostras foram submetidas ao antibiograma pelo método de dilui¢do. Foram avaliados a
Doxiciclina, Enrofloxacina, Gentamicina, Tilosina, Oxitetraciclina, em concentragdes
que variaram de 16 - 0,031ug/ml, e um Bioterdpico na diluicdio 30 a base de
Mycoplasma agalactiae que variou da sua concentracdo inicial até a proporcao 1:512. A
Tilosina mostrou-se mais efetiva com CIM de 0,0625ug/ml, seguida da Enrofloxacina e

Gentamicina que apresentaram CIM de 0,125ug/ml.

Palavras-chave: Caprina, resisténcia, antibidticos.
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ABSTRACT

ARAUJO, RODRIGO VIEIRA CORREIA DE. Susceptibility in vitro of the
Mycoplasma agalactiae isolated of goats the different antimicrobials. 2011 33p.
Monografia (Conclusdao do curso de Medicina Veterindria) — UNIVERSIDADE
FEDERAL DE CAMPINA GRANDE — UFCG. Patos, 2011.

The present work had as objective, to test the susceptibility of the Mycoplasma
agalactiae to different antimicrobials in different concentrations, determining the most
efficient and your respective minimum inhibitory concentrations (MICs). Four samples
were submitted to the susceptibility testing by the dilution method. They were appraised
Doxycycline, Enrofloxacin Gentamycin, Tylosin and Oxytetracycline in concentrations
that varied of 16 to 0.031ug/ml, and Mycoplasma agalactiae biotherapic in the dilution
30D that varied from your initial concentration (pure) to 1:512. Tylosin was shown
more it executes with 0.0625ug/ml MIC, followed by Enrofloxacin and Gentamycin
that presented 0.125ug/ml MIC.

Key-words: Caprine, resistance, antibiotic.
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1 INTRODUCAO

O efetivo de caprinos no Brasil passou de 6.590.646 cabecas em 1996, para
7.109.052 cabecas em 2006, representando assim um incremento de 8% no periodo
acima, o que representa uma considerdvel expansdo da caprinocultura brasileira nos
ultimos anos. Quanto a Regido Nordeste, que em 1995 possuia 6.176.457 cabecas, em
2006 passou a abrigar 6.452.373 animais, apresentando um crescimento de 4,5% no
nimero de animais. Ressalte-se que no Nordeste estdo concentrados cerca de 91% dos

caprinos do Brasil, conforme relata o grafico 1 (IBGE,2006).

Participacdo percentual das regides brasileiras
no rebanho caprino

1.94%
2,53%

1,66% -l

B Mordeste
5yl

" Sudeste
B Rorte

B Centro-Deste

Grifico 1: Percentual dos rebanhos caprinos de acordo com as regioes do Brasil.
Fonte: IBGE,2006.

E de extrema importancia a adocdo de medidas sanitdrias e de controle de
doencas, mas tais medidas, muitas vezes ndo sdo costumeiramente aplicadas, o que
torna o surgimento e a manutengdo de alguns agentes, como o Mycoplasma

sp.,acontecimentos constantes, principalmente na regiao Nordeste.

Os micoplasmas sdo os menores organismos de vida livre, sendo alguns tao
pequenos que possuem apenas 0,3 pm de diametro. Sua caracteristica mais marcante € a

auséncia de parede celulares e, decorrente dessa caracteristica os micoplasmas ndo se
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coram pela coloracdo de Gram, e os antibidticos que inibem a sintese da parede celular,

por exemplo, penicilinas e cefalosporinas, ndo sdo efetivos.

Essa classe de mintsculos organismos dd origem a um grupo de doencgas
denominadas micoplasmoses, de cardter subagudo ou cronico. E importante salientar
que existem vdrias espécies de micoplasmas que ndo sdo patogénicos, sendo importante
isold-los cuidadosamente dos patogé€nicos, para que ndo seja agregado aos mesmos,

valores fora da realidade.

Classicamente, o diagnostico das micoplasmoses € feito pelo isolamento e
identificacdo baseada no perfil bioquimico e inibicdo de crescimento das colOnias em
meio s6lido. A utilizacdo da biologia molecular, em particular o PCR também tem sido
adotada para identificacdo de espécies estreitamente relacionadas, quando reacdes

cruzadas sao observadas nos testes sorologicos.

O controle das micoplasmoses consiste principalmente na adocdo de medidas
sanitdrias eficientes, e o seu tratamento inclui a utilizacdo de alguns antibacterianos. A
falta de padronizacdo dos testes in vitro, bem como os resultados instaveis, € um fator
limitante, fornecendo esse estudo portanto, algumas informagdes que auxiliardo na

escolha do método adequado.

Portanto, sdo estudos como este, que poderdo levar a algumas vertentes para a
eliminagdo e/ou controle das micoplasmoses. Neste sentido, o referido trabalho tem
como objetivo avaliar a resisténcia do agente Mycoplasma spp. isolado de caprinos

naturalmente infectados a diferentes agentes antibacterianos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agente Etiolégico

Os micoplasmas sdo os menores organismos celulares vivos e os mais simples.
A célula contém o minimo necessario para sua multiplicagdo: membrana citoplasmatica,
ribossomos ¢ DNA (TRABULSI, 2005), e muitas espécies requerem colesterol para

crescimento, um requerimento Unico entre os procariotas (RAZIN et al. 1998).

O nome micoplasma foi usado para denotar os microrganismos da classe
Mollicutes, mas sugeriu-se o uso do termo molicutes (mollis = macio, cutis = derme),
como nome trivial, para designar qualquer microrganismo desta classe, € o termo
micoplasma utilizado quando referido aos membros do género Mycoplasma (RAZIN et

al. 1998).

A Unica propriedade que caracteriza estes microrganismos e os separa das
bactérias € a auséncia de parede celular rigida. Ocorrem como parasitas ou saproéfitas, de
vdrios animais, homem e plantas. Sdo células pleomorficas de 0,2 a 0,8 um de diametro,
tém a membrana celular trilaminar com espessura de 8 a 10 nm. A divisdo € feita por
fissdo bindria. Sao melhor visualizados ao campo escuro e microscopia de fase.

(CORREA & CORREA, 1992).

Esses procariontes pertencem a Divisdo Tenericutes e a Classe dos Mollicutes,
termo proposto em 1967, como nome da classe que taxonomicamente se divide em:
cinco ordens (Mycoplasmatales, Entomoplasmatales, Acholeplasmatales,
Anaeroplamatales e  Incertae  sedis), seis familias (Mycoplasmataceae,
Entomoplasmataceae, Spiroplasmataceae, Acholeplasmataceae, Anaeroplasmataceae
e Erysipelothrichaceae), 14 géneros (Mycoplasma, Eperythrozoon, Haemobartonella,
Ureaplasma, Entomoplasma, Mesoplasma, Spiroplasma, Acholeplasma, Anaeroplasma,
Asteroplasma,  Erysipelothrix, Bulleidia, Holdemania e Solobacterium) e
aproximadamente 180 espécies, dentre as quais 102 pertencem ao género Mycoplasma

(TIMENETSKY, 2007).
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A temperatura de aproximadamente 37°C ¢ indicativa do “habitat” natural dos
molicutes que corresponde a dos mamiferos e pdssaros. Em meio sélido, os
micoplasmas, ao serem visualizados a0 microscopio, iniciam o crescimento para dentro
do 4gar na parte central da coldnia, conferindo aspecto de ovo frito ou mamilar, e
induzindo a formacgdo de filmes e manchas no meio. Em caldo, podem ndo turvar o

meio (AZEVEDO, 2007).

2.2 Historico

Os micoplasmas foram descobertos em fins do século passado como causa da
Pleuropneumonia de bovinos. Posteriormente, foram encontrados em uma grande
variedade de animais. Como o micoplasma da pleuropneumonia era chamado de
organismo da pleuropneumonia (pleuropneumonia organism, PPQO), os micoplasmas
descobertos posteriormente passaram a ser denominados PPLO (pleuropneumonia like
organisms), ou seja, organismo semelhante ao da pleuropneumonia. Esta sigla ainda é
muito utilizada, embora o termo micoplasma esteja atualmente bastante difundido no

meio cientifico. (TRABULSI, 2005).

2.3 Micoplasmoses em caprinos

As micoplasmoses dos caprinos foram classificadas como um dos mais
importantes grupos de doencas desses animais, resultando em significativas perdas
econdmicas no Continente Africano e em alguns paises da Europa como Grécia, Franca,
Italia, Espanha e, também, nos Estados Unidos da América, na India e em Israel. Nesses
paises os levantamentos epidemioldgicos demonstraram que a infec¢do tem grande
morbidade, atingindo, as vezes, até 100% do rebanho, com grandes indices de

mortalidade (DAMASSA et al., 1992).

No Brasil, dois fatos foram considerados preocupantes, a gravidade da doenca

nos rebanhos, a partir do momento em que a infeccao pelo Mycoplasma spp. manifesta-
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se, e em segundo, o ndmero inexpressivo de relatos de casos clinicos ou de pesquisas
cientificas, considerando o impacto econdmico que envolve as micoplasmoses,

sobretudo, em pequenos ruminantes (RIBEIRO et al., 1995).

Os micoplasmas foram caracterizados como agentes etioldgicos de trés doencgas
infecto-contagiosas especificas dos caprinos: a agalaxia contagiosa dos caprinos; a
pleuropneumonia contagiosa caprina e a ceratoconjuntivite infecciosa dos caprinos

(ROSENDAL, 1994), além das mastites, conforme presente na Tabela 1.

Tabela 1. Doencas mais freqiientes em caprinos e ovinos e espécies de Mycoplasma

relacionadas.

Doenca Mycoplasma spp.

Agalaxia contagiosa dos | M. agalactiae (principal)
ovinos e caprinos M mycoides subsp. mycoides LC (Large Colony); M.
mycoides subsp. mycoides capri; M. capricolum subsp.

capricolum; M. putrefaciens

Pleuropneumonia M. capricolum subsp. capripneumoniae

contagiosa caprina

Ceratoconjuntivite M. conjunctivae; Acholeplasma oculi

infecciosa

Fonte: Adaptado de AZEVEDO, 2005

2.3.2 Agalaxia Contagiosa dos Ovinos e Caprinos (AC)

O unico diagndstico de AC no Brasil em caprinos tinha sido relatado em 1942,
quando foi descrito um surto da doenca ocorrido no estado de Sdao Paulo por Penha e
D’Apice. Todavia, naquele periodo, o microrganismo isolado, apesar de apresentar
caracteristicas dos micoplasmas, ndo foi identificado (PENHA e D’APICE, 1942).
Considerando ainda que, casos de AC, normalmente ndo cursam com pneumonia € que
M. agalactiae ndo fermenta a glicose, ao contrario do observado pelos autores, pode-se
deduzir que a enfermidade descrita deveu-se a outra espécie de Mycoplasma

(AZEVEDO, 2005). Passados 60 anos, M. agalactiae foi isolado de caprinos leiteiros
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com sinais clinicos caracteristicos no estado da Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do

Norte (AZEVEDO et al., 2002 e NASCIMENTO et al., 2002).

Clinicamente, a ACOC se manifesta com mastite, seguida de agalaxia, artrite e
ceratoconjuntivite. Os sinais clinicos ndo sdo tipicos, mas a subita redu¢ido na producdo
de leite pode ser um indicativo da infec¢do, devendo-se isolar o microrganismo dos
animais doentes para estabelecer o diagndstico definitivo. O agente etiolégico da doenca
€ o M agalactiae. Entretanto, outras espécies podem estar envolvidas, como o M.
mycoides subsp.mycoides LC (Large colony), M. capricolum subsp. capricolum
(LEVISOHN et al., 1991; EGWU et al., 2001), M. mycoides subsp. capri (REAL et al.
1994) e M. putrefaciens (EGWU et al., 2001; 14 GIL et al., 2003). Este ultimo produz
sinais clinicos semelhantes ao M. agalactiae em caprinos (MADANAT et al., 2001).

A Agalaxia Contagiosa dos Ovinos e Caprinos oficialmente ocorre em todos os
continentes com exce¢do da Oceania (OIE, 2004), mas modificacdes sdo comprovadas
quando se confrontam dados oficiais com publicacdes cientificas, provavelmente devido

as deficiéncias de sistemas de informacdo de alguns paises (AZEVEDO, 2005).

2.3.3 Ceratoconjuntivite infecciosa dos caprinos

Foi descrita como enfermidade infecto-contagiosa especifica dos caprinos, com
quadro sintomético caracterizado por ceratite, conjuntivite, secrecao ocular sero-mucosa
com aglutinagdo de pelos da regido periocular, evoluindo intimeras vezes para
ulceracdes da cornea, sendo os agentes etioldgicos dessa enfermidade nos caprinos
identificados como: Mycoplasma  conjuctivae e ~ Chlamydia  psittaci (SMITH &
SHERMAN, 1994).

Em caprinos, sendo excluidos, o Mycoplasma agalactiae, o Mycoplasma
capricolum subsp. capripneumoniae € o Mycoplasma conjunctivae, sendo estes 0s que
foram considerados como extremamente contagiosos, as demais espécies patogénicas do
género Mycoplasma seriam capazes de provocar doenga, somente em condigdes, nas
quais houvesse quebra de resisténcia organica ou comprometimento do sistema imune.
E, assim sendo, a doenca acometeria alguns animais dos rebanhos, de forma

individualizada. Raramente, em situag¢des esporadicas, a enfermidade poderia acometer
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maior ndmero de animais, caracterizando ocorréncia de surtos, justificando-se, mais
uma vez, o pequeno numero de relatos da enfermidade (NASCIMENTO et al. 1986).

No Brasil, M. conjuntivae foi isolado de casos naturais em caprinos do Estado de
Sao Paulo (GREGORY et al., 2003). Fatores predisponentes como estacdo do ano,
presenca de moscas, idade do animal e traumatismos parecem contribuir para a
ocorréncia da infec¢do, mas a presenca da bactéria é determinante na gravidade da
doenca (ALMEIDA NETO, 2003).

As micoplasmoses causam um impacto importante na economia local,
especialmente em situagdes nas quais a venda de leite de cabra € a Unica renda. Entdo,
pequenos criadores sofrerdo o maior dano pela disseminacio desta doenca, uma vez que
os mesmos ndao dispdem de muitos recursos financeiros para substituir a acdo de

procriagdo ou implementar procedimentos de controle (AZEVEDO, 2005).

2.3.1 Pleuropneumonia Contagiosa dos Caprinos (PPCC)

Especificamente nos caprinos, a cepa F-38, atualmente designada M. capricolum
subsp capripneumoniae, é considerada o agente responsdvel pela Pleuropneumonia
Contagiosa dos Caprinos (PPCC). Esta pleuropneumonia € contagiosa, tanto para
animais jovens, como para adultos. Assim sendo, em estudo realizado anteriormente,
cabritos sdos foram colocados juntos a cabritos enfermos, inoculados
experimentalmente, 78% deles desenvolveram também a enfermidade e morreram entre
sete e 25 dias apds o inicio dos sinais clinicos (CORREA & CORREA, 1992). A
PPCC foi descrita como endémica na Europa Oriental, Africa e Asia, e se exterioriza,
freqlientemente, por surtos com quadro sintomatico tipico, como sinais de insuficiéncia
respiratdria, frémito pleural, sensibilidade toricica, respiracio abdominal, presenca de

estertores pulmonares, secrecao nasal e febre (SMITH & SHERMAN, 1994).

O M. capricolum subsp. capripneumoniae é um microrganismo de dificil
crescimento em meios de cultura. Quando aparecem estdo presentes em poucas colonias

e seu isolamento deve ser realizado no inicio da infec¢do. (MARCH et al., 2003).

No Brasil ndo hé relato da presenca do M. capricolum subsp. capripneumoniae,

sendo assim, o pais é considerado livre da infeccdo. Entretanto, deve-se ressaltar a



20

necessidade de implementar medidas de vigilincia para evitar sua introdu¢do no pafs,

principalmente quando da introdu¢do de animais (AZEVEDO, 2005).

2.5 Diagnostico

O diagnostico clinico das micoplasmoses € presuntivo, tendo em vista a
variedade de microrganismos que podem causar distdrbios semelhantes. No entanto,
algumas micoplasmoses especificas, como a Agalaxia Contagiosa, pode ser facilmente
identificada quando o conjunto dos sinais clinicos estd presente, isto €, mastite,
agalaxia, artrite e ceratoconjuntivite. Quando ndo, € preciso auxilio laboratorial para
estabelecer o diagndstico etioldgico pelo cultivo e isolamento de Mycoplasma spp.

(MADANAT et al., 2001).

O material para cultivo deve ser diluido e semeado em meio liquido e sélido,
incubados a 37°C, em microaerofilia, durante 14-21 dias, sendo considerado negativo,
caso ndo haja crescimento de colOnias sugestivas. O procedimento de cultivo e
identificacdo, normalmente demanda um longo periodo de tempo para conclusio do
diagndstico, permitindo a permanéncia de animais infectados no rebanho facilitando a

dissemina¢@o do agente para outros animais (AZEVEDO, 2005).

2.6 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

A descoberta e o uso dos antimicrobianos tiveram um grande impacto sobre a
vida de seres humanos e animais. A antibioticoterapia estd em uso no manejo da saide

animal hd mais de 40 anos (ALMEIDA, 2004).

Muitos agentes microbianos tais como, macrolideos e licosamidas, t€ém sido
usados por possuirem atividade in vitro contra vérios micoplasmas importantes na
veterindria. No entanto, embora os macrolideos e as tetraciclinas tenham se mostrado
antibidticos efetivos contra as espécies de micoplasma, tem sido encontrada resisténcia

a alguns destes componentes (HANNAN et al., 1997).
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A gentamicina (como outros aminoglicosideos) liga-se dentro da célula aos
lisossomos e formam corpos mieldides, aumentando sua presenga, induzindo
fosfolipidose e reduzindo intensamente a fung¢do das fosfolipases locais; isto facilita a
liberagc@o de aminoglicosideo para o citoplasma, onde haverd interferéncia na cascata de
fosfatidil-inositol, bloqueando a hidrélise da fosfolipase C e afetando assim toda a
cascata de sinalizagdo intracelular e sua regulac@o por estimulos e bloqueios endégenos
e exdgenos (VATTIMO et al. 1997), alterando intensamente a homeostase celular.
Além das interacdes com os lisossomas hd provavel atuacido da gentamicina no estresse
oxidativo sobre as mitocOndrias, presumivelmente devido sua capacidade de catalizar a

formacdo de radicais livres (BALIGA et al. 1997).

A doxiciclina e a oxitetraciclina sdo tetraciclinas e agem inibindo a sintese de
proteina dos microorganismos através da ligacdo aos ribossomos, impedindo a fixacao
do RNA transportador ao RNA mensageiro. Com essa a¢ao, as tetraciclinas impedem o

crescimento dos microorganismos atuando como bacteriostaticas (FUCHS, 1998).

A enrofloxacina € um quimioterdpico antibacteriano, derivado do 4&cido
quinoloncarboxilico. Foi sintetizado, pela primeira vez, em 1983, para uso exclusivo em
Medicina Veterindria. E uma fluorquinolona que atinge diretamente o niicleo difuso das
bactérias, bloqueando a girase bacteriana, enzima de replicacdo do DNA, inibindo
totalmente o metabolismo e a multiplicacdo do microrganismo (LEVISON & JAWETZ,
1998).

Todos os macrolideos t€ém mecanismo de acdo semelhante, ndo sendo diferente
com a tilosina, com atividade bacteriostatica pela inibicao da sintese protéica bacteriana.
Ligam-se a por¢do 50S do ribossomo e inibem a sintese protéica. Podem atuar como
bacteriostaticos e bactericidas, de acordo com sua concentracao, densidade populacional
bacteriana e a fase de crescimento. Costumam apresentar maior atividade em pH

alcalino (GOODMAN et al., 1991)

A avaliacdo da sensibilidade aos antimicrobianos € uma prova que avalia qual o
antimicrobiano tem maior eficdcia contra determinados microrganismos, resguardando
assim a saide do animal e diminuindo as chances de formar uma populagdo de bactérias

resistentes a determinados medicamentos (MATEU E MARTIN, 2001).
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Essas andlises também se revelam como importantes aliadas do ponto de vista
microbioldgico, clinico e epidemiolégico, uma vez que fornecem subsidios quanto a
concentracdo necessdria de um antimicrobiano para inibir uma determinada populacdo

bacteriana. (SORIANO, 2002).

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos, também denominado
de antibiograma, ¢ uma técnica in vitro, na qual os microrganismos sdo colocados em
contato com um ou mais antimicrobianos de uso terapéutico e observa-se o efeito dessas
drogas sobre os mesmos por um periodo de tempo e temperatura de incubagdo pré-
determinados. Os resultados podem variar de maneira considerdvel dependendo do
microrganismo, do antimicrobiano e das condi¢Oes experimentais, mas em geral elas
correspondem ao que aconteceria se o antibidtico fosse aplicado in vivo (SORIANO,

2002; QUINN et al., 2005).

O teste de sensibilidade mais comumente utilizado ¢ através do “teste de difusao
em agar”, onde uma concentragdo padrdo de uma cultura pura de um determinado
patdgeno € semeado uniformemente sobre um 4gar apropriado e, em seguida, discos de
papel de filtro individuais contendo concentragdes conhecidas dos antimicrobianos sao
colocados sobre o dgar, sendo 0 mesmo incubado a 35°C por um periodo de 18 a 24

horas (BAUER et al., 1966).

Estudos tem mostrado que diversas bactérias ja apresentam resisténcia a alguns
antimicrobianos e isso € uma das maiores preocupacOes da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) para o século XXI. Esse problema também diz respeito aos veterinarios, e
exige deles elaboracio de um melhor esquema sanitirio em relacdo a criacdo de
animais, com vacinacdo, higiene, manejo correto e biosseguranga, tentando evitar surtos

de doencas e assim evitar o uso de antimicrobianos. (MATEU & MARTIN, 2001).

O ndmero de drogas testadas deve ser limitado para evitar gastos desnecessarios.
Os testes rotineiros devem incluir apenas um representante de cada classe de
antimicrobianos, utilizando-se a nomenclatura do principio ativo. (RIBEIRO &

SOARES, 1998).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizacao

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Vacinas e Diagndsticos —
LAVADI, vinculado ao Centro de Sadde e Tecnologia Rural — CSTR, da Universidade
Federal de Campina Grande — UFCG.

3.2 Coleta das amostras

Foram coletadas diferentes amostras de leite de caprinos com sinais clinicos
caracteristicos de ACOC na cidade de Lajes — RN. As amostras foram coletadas e
imediatamente colocadas em tubos coletores estéreis, sendo em seguida acondicionadas

em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel e encaminhadas ao LAVADI - UFCG.

Chegando ao laboratério, as amostras foram acondicionadas em tubos com
solugdo salina glicerinada a 50% e 2000UI/mL de penicilina. Em seguida as amostras

foram semeadas em meio liquido.
3.3 Processamento das amostras

Foram realizados os cultivos em meio Hayflick modificado, como foi descrito
por Azevedo (2005). Inicialmente 100ul de leite foram semeados em meio liquido, e
incubados em microaerofilia a 37°C por aproximadamente 72 a 96 horas. Passado esse
periodo, foram semeadas em meio sélido e incubadas em microaerofilia a 37°C (Figura
1) por 72 a 96 horas, sendo em seguida observadas diariamente em microscopio
esteroscopico com aumento de 80 a 120 vezes. Com o surgimento de colonias
sugestivas de Mycoplasma spp. (Figura 2) , foram recortados fragmentos do meio sélido
(agar), e transferidos para tubos contendo meio liquido e incubados a 37°C por 48 horas,
sendo repicados para o meio sélido e repetindo assim o mesmo procedimento descrito

anteriormente.
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Figura 1: Placas semeadas em meio solido e incubadas em microaerofilia.

FONTE: Rodrigo Vieira Correia de Aradjo

Figura 2: Colonia sugestiva de Mycoplasma spp. em meio Hayflick

modificado solido.

FONTE: LAVADI



25

3.4 Preparacao das diferentes diluicoes das drogas

Para realizag@o do antibiograma, foram utilizadas 6 drogas diferentes, sendo elas
a Doxiciclina (DOX), Enrofloxacina (ENR), Gentamicina (GEN), Tilosina (TIL),
Oxitetraciclina (OXI), e um Bioterdpico na diluicio 30 a base de Mycoplasma

agalactiae (BIO).

As drogas puras foram diluidas em &4gua destilada estéril, dentro de tubos
também estéreis, utilizando o método de dilui¢des duplas (Figura 3). Todas as drogas
foram utilizadas nas diluicdes que variaram de 16-0,031pug por ml. Com excecdo do
bioterdpico que foi diluido também em 10 concentracdes diferentes, sé que partindo da

concentracdo inicial (CI), e variando da CI-1:512.

3.5 Antibiograma

Para a realizacdo do antibiograma, que trata-se de uma prova que testa a
sensibilidade de determinada bactéria a diferentes antibioticos, foi utilizado o método de

diluicao.

As amostras foram colocadas em tubos contendo 150ul de meio liquido, 30 pl
do antibidtico na dilui¢do desejada, e 20ul da amostra positiva de Mycoplasma spp. Em
seguida todas as amostras foram incubadas a 37°C por 1 hora, e semeadas logo ap6s em
meio solido, onde permaneceram também incubadas em microaerofilia a 37°C. A leitura

foi realizada diariamente por um periodo de 72 horas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Depois de todo procedimento, foram observadas colOnias sugestivas de
Mycoplasma spp. nas diluicdes em que ndo houve inibicdo do crescimento. Foi
considerada CIM (Concentragao Inibitéria Minima), a menor concentracao que inibiu o
visivel crescimento da bactéria. Na Tabela 2, estdo expressos os valores

correspondentes a CIM de cada antibiético avaliado.

A Tilosina foi o antibiético mais efetivo quando da sua utilizacio in vitro, com a
CIM de 0,0625ug/ml, seguida de Enrofloxacina e Gentamicina (CIM: 0,125ug/ml),
Oxitetraciclina (CIM: 0,250ug/ml) e Doxiciclina (CIM: 1pg/ml). O bioterdpico nao

inibiu o crescimento de coldnias em nenhuma das concentragdes avaliadas.

Grafico 2. Comparativo das diferentes CIM’s, e seus respectivos valores e

antibioticos.

Comparativo das diferentes CIM’s

ECIM

GEN oxl TIL DOX ENR
0,125 0,250 0,0625 1 0,125

Concentragdes Inibitdrias Minimas

Grafico 2. Comparativo das diferentes CIM’s, e seus respectivos valores e

antibidticos. *Valores expressos em pg/ml.

Os resultados confirmam que o tratamento convencional a base de Tilosina,
continua sendo uma escolha valida, embora a Enrofloxacina e a Gentamicina também

sejam provaveis de ter o efeito terapéutico positivo.
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Os resultados obtidos coincidem com estudos realizados anteriormente, por
Loria et al. (2003) e Antunes et al. (2008), onde constatou-se que dos antibidticos
avaliados a Enrofloxacina e a Tilosina, estdo entre os que apresentaram os resultados

inibitérios mais significativos

Apesar de o bioterdpico ndo ter apresentado boa inibi¢do do crescimento
baccteriano nas concentragdes avaliadas in vitro, Marinho (2008) constatou que in vivo

os sinais clinicos desapareceram sem recidiva.

Ao escolher uma opg¢do de tratamento, o clinico deve levar em consideracdo
alguns fatores como custo, aplicabilidade e seguranga, para ai sim decidir qual o
tratamento mais apropriado. Embora o teste de sensibilidade in vitro nem sempre
corresponderem as respostas in vivo, eles podem ser uteis na tomada da decisdo, e

minimizando os fracassos terapéuticos.
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5 CONCLUSAO

A Tilosina, seguida por Enrofloxacina e Gentamicina apresentatam as menores

concentracdes inibitérias minimas para Mycoplasma agalactiae;

O bioterdpico ndo apresentou inibicdo de crescimento de Mycoplasma

agalactiae nas dilui¢des utilizadas.
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