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“O que sabemos é uma gota; o que ignoramos é um 

oceano”.  

(Isaac Newton) 



RESUMO 

 

Mastite é um problema tanto econômico quanto sanitário em rebanhos leiteiros. O patógeno 

mais frequente é a bactéria Staphylococcus aureus que também pode contaminar leite e 

laticínios causando intoxicações alimentares nos consumidores. Dentre os antibióticos mais 

utilizados, está a classe dos β-lactâmicos, sendo a meticilina um dos mais eficazes. Os 

carbapenêmicos, por sua vez, não são aconselhados para animais de produção. Nesse 

sentido, constitui objetivo deste estudo o rastreio dos genes blaZ, mecA e sua variante 

mecALGA251 que estão associados com resistência a penicilinas e também os genes blaKPC e 

blaOXA23 que codificam resistência a carbapenêmicos. Essa pesquisa foi realizada com 

amostras de leite bovino, oriundas de tetos com mastite subclínica  de 15 fazendas no norte de 

Minas Gerais. Foi realizado isolamento e cultivo dos micro-organismos provenientes do leite 

mastítico, identificação por coloração de Gram e espectrometria de massa MALDI-TOF. A 

seguir, foi procedido nos isolados de Staphylococcus aureus o antibiograma por difusão em 

disco, utilizando os antimicrobianos amoxacilina, oxacilina, ampicilina/sulbactan, cefoxitina, 

imipenem e meropenem. Foi, então, extraído DNA dos isolados que apresentaram resistência e 

pesquisado por meio de Single PCR a presença dos genes blaZ, mecA, mecALGA251, blaKPC e 

blaOXA23, sendo posteriormente realizado o sequenciamento de um dos produtos de cada gene 

amplificado. Foi também procedido o teste de RAPD-PCR para verificar variabilidade genética 

entre os isolados e elaborado um dendrograma. Como resultado, foram encontrados 214 micro-

organismos, dentre eles 79 Staphylococcus aureus. Destes, 30 apresentaram resistência a pelo 

menos uma das penicilinas testadas e 9 deles apresentaram resistência também ao 

meropenem. Houve associação significativa (p<0.05 pelo teste qui-qadrado) entre resistência 

aos antimicrobianos e fazenda de origem. Dos 30 isolados resistentes a penicilina, 6 

apresentaram o gene blaZ, 4 apresentaram o gene mecA e nenhum apresentou o gene 

mecALGA251. Nenhum dos isolados testados apresentou gene blaKPC ou blaOXA23. A análise do 

RAPD e dendrograma indicou proximidade genética entre os isolados que também 

correspondeu a proximidade entre fazendas. Também foram detectados dois clones 

bacterianos entre os patógenos deste estudo, indicando que houve carreamento. Conclui-se 

que existem os genes de resistência blaZ e mecA  em Staphylococcus aureus isolados em 

fazendas do norte de Minas Gerais, assim como existe resistência às penicilinas que não se 

associam a esses genes nem ao seu homólogo mecALGA-251. Conclui-se, também, que há 

resistência ao carbapenêmico meropenem em isolados de Staphylococcus aureus sendo essa 

resistência não associada aos genes blaKCP nem blaOXA23.  

 

Palavras-chave: BlaZ. MecA. MRSA. Produção Animal. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Mastitis is a problem both economically and healthily in dairy herds. The most commonly 

associated pathogen is Staphylococcus aureus bacteria that can also contaminate milk and 

dairy products causing food poisoning in consumers. Prevention consists of adequate hygiene 

during milk collection and treatment of sick animals to prevent spread of the disease. This 

treatment is based on research for the disease-causing agent and the most efficient antibiotic. 

Among the most effective antibiotics is the β-lactam class, particularly methicillin, which is a 

penicillin indicated against already resistant penicillin-producing bacteria. Carbapenems, 

however, are potent β-lactams with broad spectrum of action and are not allowed in dairy 

animals. Constant and/or abusive use of these drugs may select micro-organisms that have 

acquired resistance by bacterial mutation, transformation, transduction or conjugation. In this 

sense, the objective of this study is the screening of blaZ, mecA genes and their variant 

mecALGA251 that are associated with penicillin resistance, and also the blaKPC and blaOXA23 genes 

that encode carbapenemic resistance. This research was carried out with samples of bovine 

milk from teat affected by subclinical mastitis from 15 farms in northern Minas Gerais. Isolation 

and cultivation of micro-organisms from breast milk were performed, so identification by 

differential tests and confirmation by MALDI-TOF mass spectrometry. Staphylococcus aureus 

isolates were then submitted to disc diffusion antibiogram using the antimicrobials amoxacillin, 

oxacillin, ampicillin/sulbactan, cefoxitin, imipenem and meropenem. Then, DNA was  extracted 

from the resistant bacterial isolates and the blaZ, mecA, mecALGA251, blaKPC and blaOXA23 genes 

were screened by Single PCR, being sequenced the product of one of the bands of each 

amplified gene. The RAPD-PCR test was also performed to verify genetic variability among 

isolates. As a result, 214 microorganisms were found, among them 79 Staphylococcus aureus. 

Of these, 30 showed resistance to, at least, one of the penicillins tested and 9 showed 

resistance to meropenem. There was a significant association (p <0.05 by the chi-square test) 

between antimicrobial resistance and origin farm of isolates. Of the 30 penicillin-resistant 

isolates, 6 carried blaZ gene, 4 carried mecA gene, and no one carried  mecALGA251 gene. No 

one of the isolates tested carried blaKPC or blaOXA23 gene. A dendrogram was elaborated 

indicating the genetic proximity between the isolates that, notably, corresponds to the proximity 

between farms. 

 

Keywords: BlaZ. MecA. MRSA. Animal Production. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Mastite bovina constitui uma enfermidade que, apesar de diversos avanços em termos 

de prevenção e controle, permanece como a doença infecciosa mais prevalente e 

economicamente relevante entre bovinos leiteiros. Ela acontece com o carreamento de 

patógenos para o teto da vaca e está associada a falta de higiene durante a ordenha. Como 

consequência da doença, pode ocorrer redução na produção e descarte de leite, diminuição do 

valor comercial do animal afetado, necessidade de mão de obra extra e de tratamento. 

 O patógeno mais associado a mastite é a bactéria Staphylococcus aureus que também é 

associada a intoxicações alimentares em humanos. Um agravante a essas situações são as 

formas de resistência ao tratamento antimicrobiano que é tão prejudicial ao bovino e ao sistema 

de produção, quanto a saúde do ser humano consumidor de leite e laticínios. 

 A resistência microbiana vem sendo um problema crescente no Brasil e no mundo. Além 

do surgimento de cepas resistentes ocasionadas naturalmente por mutações, também pode 

ocorrer sua proliferação após seleção microbiana por uso de antimicrobianos ou a transferência 

de genes de resistência por transformação, transdução ou conjugação.  

 Uma das formas de resistência mais preocupantes em rebanhos leiteiros é quanto a 

meticilina, por ser uma droga já formulada para cepas resistentes produtoras de penicilinases. 

Mais preocupante ainda, seria a resistência a drogas de reserva como os carbapenêmicos que 

nem mesmo são recomendadas para animais de produção, mas sim para humanos quando 

não há outras alternativas. Não há relatos na literatura de resistência aos carbapenêmicos em 

Staphylococcus aureus. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Determinar a epidemiologia molecular de cepas de Staphylococcus aureus resistentes 

aos Beta-lactâmicos isolados de leite de vacas com mastite subclínica. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Identificar Staphylococcus aureus em amostras de leite de bovinos com mastite 

subclínica em quinze fazendas de produção leiteira do norte de Minas Gerais; 

 Determinar a sensibilidade dos isolados de Staphylococcus aureus detectados aos 

antimicrobianos Beta-lactâmicos; 

 Rastrear os genes blaZ, mecA, mecALGA251 nos isolados de Staphylococcus aureus 

resistentes a Beta-lactâmicos; 

 Rastrear os genes blaKPC e blaOXA23 nos isolados de Staphylococcus aureus resistentes 

a Carbapenêmicos; 

 Determinar a variabilidade genética e o perfil de clonalidade entre os isolados 

resistentes. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 Staphylococcus aureus 

 
Staphylococcus aureus compõe a microbiota normal da pele e vias respiratórias 

humanas, mas também pode ser patógeno oportunista em vários tipos de infecções como de 

pulmões, pele e corrente sanguínea (IBARRA ORREGO et al., 2017). Além de ser o patógeno 

mais frequente em mastite bovina, essa bactéria também se associa a doenças transmitidas 

por alimentos em humanos. Siqueira et al. (2017) pesquisaram em isolados desta bactéria, 

oriundos de leite bovino orgânico de fazendas de São Paulo, a presença de enterotoxinas A, B, 

C e D, responsáveis por intoxicações alimentares. Cada uma dessas enterotoxinas 

pesquisadas esteve presente em pelo menos um dos dezessete isolados, sendo a toxina A 

presente em 29,4% destes. 

Quanto a sua morfologia, Staphylococcus aureus são bactérias esféricas, imóveis que se 

agrupam formando emaranhados semelhantes a cachos de uva (FIGURA 1).  

 

Figura 1 – Identificação de Staphylococcus aureus pela coloração de Gram 

Fonte: ANVISA, 2007. 

 

Crescem em meios comuns com pH=7 em temperatura de, aproximadamente, 37ºC. As 

colônias são formadas em placas após incubação de 18 a 24 horas, apresentando morfologia 

arredondada e lisa, com coloração que pode chegar a amarelo, aumentando com o tempo de 

incubação. Como características bioquímicas, nas placas de ágar sangue, produzem hemólise 

devido a produção de toxinas capazes de hidrolisar hemácias. Essas bactérias também 

conseguem fermentar manitol produzindo ácido lático e tem a capacidade de se desenvolver 

em presença de NaCl a 7,5%. São, ainda, produtores de coagulase ou fator aglutinante que, 

em contato com o plasma sanguíneo atua no fibrinogênio formando fibrina. Produzem, também, 

a enzima catalase que converte o peróxido de hidrogênio em oxigênio e água (FREITAS et al., 

2018; AQIB et al., 2017).  

Para identificação bioquímica desta espécie bacteriana, é comum a escolha de um 

conjunto de testes que possam diferenciá-la das demais bactérias presentes na amostra 

(FREITAS et al., 2018; COSTA et al., 2018). Costa et al.  (2018) utilizaram coloração de Gram, 
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testes de catalase, coagulase, produção de acetoína em meio MRVP, degradação de maltose e 

trealose. Já Locatelli et al.  (2017) utilizaram apenas ágar MRSA e observação de hemólise em 

ágar sangue, mas confirmaram essa identificação por PCR. Testes bioquímicos são 

demorados, trabalhosos, relativamente caros, requerendo maior tempo de mão de obra, 

diversidade de equipamentos, utensílios e espaço físico. No que se refere ao tempo, melhor 

seria tratar um animal doente o mais rápido possível antes que a infecção se agrave. Quanto 

antes identificar o patógeno para promover o tratamento adequado, menor a necessidade de se 

proceder tratamento empírico e uso indiscriminado de antimicrobianos. Em alguns casos, a 

escolha incorreta de um antibiótico além de não tratar, deixaria resíduos nas amostras que 

comprometeria a eficácia de um novo antibiograma. O uso abusivo de antibióticos também 

pode contribuir para selecionar micro-organismos resistentes (ZHENG et. al, 2018; LIU et al., 

2017). 

Um teste que vem ganhando espaço na detecção do Staphylococcus aureus substituindo 

testes bioquímicos e com a vantagem de maior rapidez, praticidade e especificidade é a 

espectrometria de massa por MALDI-TOF ou Matrix Associated Laser Desorption Ionization - 

Time of Flight (PÉREZ-SANCHO et al., 2018). Trata-se de um teste proteômico que mede o 

peso molecular da bactéria de modo que se pode saber com precisão a identificação de cada 

micro-organismo desde que ele se assemelhe significativamente com os padrões em nível de 

gênero e espécie previamente cadastrados na biblioteca de dados do MALDI-TOF. Também é 

possível alimentar esta biblioteca identificando novos tipos microbianos e registrando seu 

padrão específico de picos. 

PÉREZ-SANCHO e sua equipe de pesquisa (2018) conseguiram identificar 52 

subespécies de S. aureus com 100% de sensibilidade e especialidade utilizando MALDI-TOF. 

Zaatout et al. (2019) utilizaram esta técnica para investigação epidemiológica de mastite bovina 

subclínica na Argélia. Após identificarem os patógenos por métodos bioquímicos, eles 

utilizaram o MALDI-TOF como teste confirmatório para os S. aureus e obtiveram score >2. 

Nesse estudo, S. aureus foi um dos patógenos mais ocorrentes, após Staphylococcus 

coagulase negativos e Escherichia coli. 

 

3. 2 Sensibilidade aos antimicrobianos 

 

Após a identificação microbiana, é necessário verificar suscetibilidade do patógeno aos 

antimicrobianos para recomendação de tratamento. O antibiograma ainda é teste convencional 

recomendado pelo CLSI (2018), podendo ser utilizada a metodologia para determinação da 

concentração inibitória mínima (MIC), concentração bactericida mínima (MBC) ou testes por 

difusão em disco. 

Apesar de ser muito utilizado, o antibiograma tem suas limitações. Quando feito 

manualmente, além de ser um procedimento demorado e trabalhoso, suas várias etapas como 

a medição dos halos com precisão milimétrica ou a adequação da concentração bacteriana, 

pode variar subjetivamente de um executor para outro, tornando-o com baixa precisão. Um 
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simples milímetro de diferença pode determinar se uma bactéria é sensível ou resistente a 

determinados fármacos (CLSI, 2018). Mesmo não havendo falha de execução, o método não 

apresenta total confiabilidade.  

Guimarães et al.  (2017), pesquisando isolados de mastite, obtiveram, entre 60 S. 

aureus, 15 (25%) mecA positivos e suscetíveis a oxacilina pelo método MIC. Percentual maior 

que os 14 (23,3%) isolados obtidos que foram mecA positivos e resistentes a meticilina. Os 

outros 31 (51,7%) foram mecA negativos e suscetíveis a meticilina. Ao resultado discordante 

fenótipo X genótipo, os autores atribuem que os 15 S. aureus mecA positivos e oxacilina 

sensíveis carrearam o gene de resistência a meticilina/oxacilina, constituindo potencial risco de 

disseminação via plasmídio para outras bactérias, mesmo quando a resistência fenotípica não 

foi observada. 

Rocchetti et al.  (2018) em seus 85 isolados, encontraram 43 mecA positivos, sendo um 

deles sensível a oxacilina e o restante resistente. Nos outros 42 isolados mecA negativos, 41 

foram suscetíveis e 1 resistente a oxacilina pelo método de difusão em disco.  

  

3.3 Beta-lactâmicos 

  

São compostos antimicrobianos que possuem em comum, no seu núcleo estrutural, o 

anel beta-lactâmico (FIGURA 2). Pertencem a este grupo as penicilinas, cefalosporinas, 

carbapenêmicos e monobactans (DURAND et al., 2019). Estes fármacos penetram na célula 

bacteriana e agem interferindo na síntese de peptidoglicano da parede celular. 

 

Figura 2 – Estrutura química dos Beta-lactâmicos 

Fonte: WILLIAMS, 1999. 
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Dentre os mecanismos de resistência relatados, está a produção de enzimas pelas 

bactérias chamadas de penicilinases ou betalactamases que hidrolisam o anel beta-lactâmico 

inativando o fármaco (UDDIN; AHN, 2017). Outros mecanismos incluem modificações na 

proteína PBP que atua como receptor para penicilina, causando assim o impedimento do 

fármaco de entrar na célula bacteriana (AQIB et al., 2017). Também modificações nas porinas 

que são proteínas responsáveis pela permeabilidade, afetam a entrada de elementos para o 

interior da célula, comprometendo a entrada do fármaco. 

O gene blaZ é o responsável por codificar a produção de betalactamases (UDDIN, AHN, 

2017; FELTRIN et al., 2016; ARAGÂO et al., 2019). Este gene pode estar localizado em 

plasmídios (PIZAURO et al., 2019) e é relatado com frequência em isolados de Staphylococcus 

aureus meticilina resistentes oriundos de mastite bovina (FELTRIN et al., 2016) e de laticínios 

(ARAGÃO et al., 2019). Na Figura 3, é mostrada a indução de betalactamases na presença de 

um Beta-lactâmico do tipo penicilina. A proteína Blal pode se ligar a região do operador no 

DNA, reprimindo a transcrição do RNA de blaZ e BlaR1-blal, pois na ausência de penicilina a 

betalactamase é expressa em níveis baixos. Na presença de penicilina, quando esta entra na 

célula, se liga ao transdutor sensor transmembrana BlaR1 estimulando a ativação autocatalítica 

deste sensor. O BlaR1 ativo, direta ou indiretamente (por meio da proteína blaR2) divide blal 

em fragmentos inativos permitindo o início da transcrição de blaZ e blaR1. A betalactamase 

codificada pelo blaZ hidrolisa o anel beta-lactâmico da penicilina tornando-a um composto 

inativo (ácido penicilóico).  

 

Figura 3 - Resistência a meticilina condicionada pelo gene blaZ  

 

Fonte: COELHO, 2016. 
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A resistência a meticilina tem despertado relevante preocupação dentre as demais 

penicilinas (LOCATELLI et al., 2017; HACHIYA et al., 2017). A ineficácia a estes fármacos 

geralmente ocorre pela síntese de uma proteína PB2A na bactéria que é plenamente funcional, 

mas não tem afinidade de ligação com os Beta-lactâmicos. A condição para a síntese desta 

proteína está associada a aquisição do gene mecA (AQIB et al., 2017; UDDIN, AHN, 2017) 

e/ou seu homólogo mecALGA251 (BECKER et al., 2018). A Figura 4 mostra a indução do gene 

mecA. Pode-se observar que, na presença de um Beta-lactâmico, o indutor mecR1 é ativado e 

induzindo a transcrição do gene mecA-mecl-mecR2. Também ocorre a atividade 

antirrepressora de mecR2 promove a inativação de mecl por clivagem proteolítica.   

 

Figura 4 - Indução do gene mecA 

 

Fonte: ARÊDE et al., 2012.  

  

Locatelli et al.  (2017) identificaram o gene mecA em S. aureus isolados de animais de 

produção e humanos em contato com esses animais. Em outro estudo, Hachiya et al.  (2017) 

reportaram esse gene em um isolado de laticínios. 

Além dos genes mecA e mecALGA-251, Becker et al.  (2018), associaram também o gene 

mecB a este tipo de resistência. De acordo com CLSI (2018), bactérias resistentes a oxacilina 

ou cefoxitina também podem ser consideradas resistentes a meticilina. 

Já a resistência aos carbapenêmicos ainda não foi relatada na literatura em isolados de 

Staphylococcus aureus. Seu uso é eficaz contra essas bactérias, embora não seja 

recomendado na produção leiteira. Carbapenêmicos são considerados fármacos de reserva, ou 
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seja, são empregados em último recurso no tratamento das infecções (WHO, 2017). A 

resistência a estas drogas é motivo de preocupação, tendo relatos em bactérias 

multirresistentes como Acinetobacter baumannii ou nas chamadas “superbactérias” como a 

Klebsiella Pneumoniae carbapenemase. Elshafie et al.  (2019) detectaram Pseudomonas 

aeruginosa resistentes a carbapenêmicos e portadora dos genes blaOXA23 e blaKPC em fezes de 

animais de fazenda e humanos no Egito. Vikram e Schmidt (2018) detectaram blaKPC-2 funcional 

em fezes de bovinos de corte criados sem uso de antibióticos. 

WANG et al.  (2018), rastrearam 14 genes associados a produção de carbapenemases e 

um dos genes presentes em maior percentual nos isolados foi o blaOXA23. Em outro estudo, Fu 

et al.  (2019) relatam uma pandêmica disseminação via plasmídio do gene blaKPC que também 

é associado a resistência aos carbapenêmicos. Na Tabela 1 são citados alguns trabalhos 

exemplificando esses genes. 

 

Tabela 1 – Genes associados a resistência aos carbapenêmicos 

Gene Autor 

blaKPC WANG et al., 2018; NASRI, et al., 2017 

blaKPC-2 VIKRAM; SCHMIDT, 2018 

blaGES WANG et al., 2018 

blaGIM WANG et al., 2018 

blaIPM WANG et al., 2018; JOSHI et al., 2017 

blaNDM WANG et al., 2018; JOSHI et al., 2017; NASRI, et al., 2017 

blaSPM WANG et al., 2018 

blaSIM WANG et al., 2018 

blaVIM WANG et al., 2018; JOSHI et al., 2017 

blaOXA23 WANG et al., 2018; LUPO et al., 2017 

blaOXA24 WANG et al., 2018; JOSHI et al., 2017 

blaOXA48 NASRI et al., 2017 

blaOXA51 WANG et al., 2018; JOSHI et al., 2017 

blaOXA58 WANG et al., 2018; JOSHI et al., 2017 

blaOXA143 WANG et al., 2018 

blaOXA-235 WANG et al., 2018 

Fonte: Elaborado pela autora, 2020. 



19 

 

 

3.4 Clonalidade e variabilidade genética 

 

Uma vez que se tem confirmada a doença, tendo detectado o patógeno e suas formas 

de resistência para viabilizar o tratamento nos animais acometidos, resta saber a melhor 

medida a ser empregada para evitar novos casos. A análise do perfil de variabilidade genética 

pode esclarecer questões como: se um tipo microbiano que vem acarretando mastite em uma 

fazenda está sendo transferido pelas mãos de ordenhadores; se um microrganismo causador 

de um surto alimentar detectado em leite ou laticínios foi oriundo desde o teto de vacas com 

mastite; ou mesmo se patógenos estão sendo carreados de uma fazenda para outra 

(SIQUEIRA et al., 2017; LOCATELLI et al., 2017).  

Um teste que pode ser utilizado para determinar o perfil de heterogenicidade em 

Staphylococcus aureus é o Random Amplified Polymorfic DNA (RAPD) pelo uso da tecnologia 

PCR (XAVIER et al., 2017; IDIL, BILKAY, 2014). Para esta reação, pode ser utilizado o 

oligonucleotídeo S232 que amplificará um padrão de bandas que poderá variar de um isolado 

para outro de acordo com a diferença genética entre os mesmos.  

Quando os micro-organismos, respeitando uma taxa de mutação, são iguais entre si 

(clones), presume-se que estão sendo carreados (SIQUEIRA et al., 2017). Micro-organismos 

da mesma espécie com o mesmo padrão de resistência podem também ter determinadas 

diferenças em seu perfil de variabilidade genética (LOCATELLI et al., 2017), inclusive 

ocasionadas pela transferência de material genético e/ou mutação. 

A biologia molecular, cada vez mais, vem estando presente em laboratórios tanto para 

fins científicos quanto analíticos. Alguns pesquisadores, após procederem antibiograma, 

utilizaram PCR para comprovar resistência microbiana, inclusive a meticilina em S. aureus 

isolados de leite bovino (AQIB et al., 2017; HACHIYA, et al., 2017; GUIMARÃES et al., 2017; 

ROCCHETTI et al., 2018). 
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4 ARTIGOS 

 
Este artigo foi escrito conforme as normas da revista Ciência Rural 

 
4.1 Staphylococcus aureus resistentes a meticilina e meropenem em leite de vacas 

com mastite subclínica 

 

Resumo: Staphylococcus aureus é o patógeno mais ocorrente em mastite bovina. Uma das 

formas mais preocupantes de resistência ao tratamento antimicrobiano é quanto a meticilina. A 

resistência desta bactéria a carbapenêmicos ainda não é descrita na literatura. O objetivo deste 

estudo foi averiguar a frequência de Staphylococcus aureus em mastite bovina subclínica em 

fazendas de produção leiteira no norte de Minas Gerais e estabelecer o perfil de sensibilidade a 

antimicrobianos da classe dos Beta-lactâmicos. Para isso, foram coletadas amostras de leite de 

tetos com mastite subclínica, cujos patógenos foram identificados por espectrometria de massa 

MALDI-TOF. A suscetibilidade aos antimicrobianos amoxacilina, oxacilina, ampicilina/sulbactam, 

cefoxitina, imipenem e meropenem foi testada por difusão em disco. Como resultado, 214 

microrganismos foram detectados, sendo Staphylococcus o gênero mais frequente (N = 146) e, 

destes, 79 foram da espécie aureus. Entre os Staphylococcus aureus, 30 (37,9%) isolados 

foram resistentes a cefoxitina, sendo o restante (62,1%) sensível ao fármaco. Já no teste de 

sensibilidade a oxacilina, 29 (36,7%) foram resistentes. Quanto a amoxicilina, a resistência foi 

de 27 (34,2%) e ao meropenem, de 9 (11,4%). Houve associação significativa entre resistência 

e fazenda de origem dos isolados. 

 

Palavras-chave: MRSA; ORSA; Leite; Produção Animal. 

 

Methicillin and meropenem resistant Staphylococcus aureus in milk of cows  with 

subclinical mastitis 

 

Abstract: Staphylococcus aureus is the most associated pathogen with bovine mastitis. One of 

the most worrying forms of resistance to antimicrobial treatment is to methicillin. The resistance 

of this bacterium to carbapenems is not yet reported in the literature. The aim of this study was 
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to evaluate the frequency of Staphylococcus aureus in bovine mastitis in the main milk 

production farms of northern Minas Gerais - Brazil and to establish the beta-lactam antimicrobial 

susceptibility profile. For this, samples of cow's milk with subclinical mastitis were collected and 

identified by MALDI-TOF mass spectrometry. Antimicrobial susceptibility to amoxacillin, 

oxacillin, ampicillin / sulbactam, cefoxitin, imipenem and meropenem was tested by disk 

diffusion. As a result, 214 microorganisms were detected, being Staphylococcus the most 

frequent genus (N = 146) and, of these, 79 were of aureus species. Acinetobacter spp. and 

Stenotrophomonas spp., although rarely  reported in the literature as causing bovine mastitis, 

were identified among the pathogens of this study. Among Staphylococcus aureus, 30 (37.9%) 

were resistant to cefoxitin, 29 (36.7%) to oxacillin, 27 (34.2%) to amoxicillin and 9 (11.4%) to 

meropenem. There was a significant association between resistance and bacterias' farm origin. 

 

Keywords: MRSA; ORSA; Milk; Animal Production. 

Introdução 

 

 Mastite é uma doença inflamatória que acomete a glândula mamária, geralmente 

resultante de uma infecção. Em bovinos, ela está relacionada a descarte de leite (DEMEU et 

al., 2016) e, consequentemente redução da produtividade. Requer cuidados para evitar 

transmissão para outras fêmeas leiteiras (SARTORI et al., 2018; LOCATELLI et al., 2017) e 

para consumidores de produtos lácteos (JOHLER et al., 2018; HACHIYA, 2017). 

 O principal patógeno associado a doença é a bactéria Staphylococcus aureus 

(FREITAS et al., 2018; GIARDINI et al., 2018), também causadora de intoxicação alimentar em 

humanos (SIQUEIRA, 2017) e infecções como em pele, pulmões e corrente sanguínea 

(ORREGO et al., 2017). Um agravante a esses problemas é a resistência bacteriana a 

antimicrobianos. A presença de cepas resistentes se relaciona a mutações, uso prévio de 

antibióticos (ZHENG et al., 2018; LIU et al.  , 2017) e transferência de material genético 

(WETERINGS, 2017; HAUBERT et al., 2017). Dentre as formas mais preocupantes, está a 

resistência aos Beta-lactâmicos meticilina, cefoxitina e/ou oxacilina (LOCATELLI et al., 2017; 

HACHIYA, 2017; WETERINGS, 2017), porque a meticilina seria uma droga de escolha contra 

cepas produtoras de penicilinases. A resistência a cefoxitina e/ou oxacilina também pode ser 
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considerada como resistência a meticilina (CLSI, 2018). No Brasil, relatos na literatura de 

MRSA em isolados de leite com mastite são escassos (GUIMARÃES et al., 2017; MELO et al., 

2017). 

 Já os carbapenêmicos como imipenem e meropenem não são medicamentos 

usualmente utilizados em produção animal. Eles são considerados fármacos de reserva e, 

mesmo em humanos, devem ser administrados como última alternativa, quando não há outro 

recurso a ser empregado (WHO, 2017). Em 2014, a World Health Organization proibiu o uso de 

carbapenêmicos em animais de produção (WHO, 2014). Relatos de resistência a esses 

fármacos por bactérias Gram negativas provenientes de animais de companhia, animais 

selvagens, animais aquáticos, alimentos de origem animal (MICHAEL et al., 2015; KOCK et al., 

2018) e no ambiente (MILLIS; LEE, 2019) já foram reportados na literatura. Pseudomonas 

aeruginosa portadoras de resistência foram descritas em fezes de humanos e animais de 

fazenda (ELSHAFIEE, 2019).  

 Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorrência de Staphylococcus 

aureus em leite de vacas com mastite subclínica e estabelecer a suscetibilidade das cepas 

isoladas a antimicrobianos da classe dos Beta-lactâmicos. 

 

Material e Métodos 

 

 Quinze amostras de leite de vacas com mastite subclínica foram coletadas de tetos em 

quinze fazendas do norte de Minas Gerais, codificadas pelas letras de A a O. Foram seguidas 

as normas de utilização de animais em experimentos, estando este estudo previamente 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais mediante protocolo número CEUA 

90/2018.  

No momento da ordenha, foi realizado, a critério de exclusão, o teste da caneca telada 

para detectar mastite clínica (COSTA et al., 2018). Em seguida, realizou-se como critério de 

inclusão, o California Mastitis Test (CMT) (SCHALM; NOORLANDER, 1957) para diagnóstico 

de mastite subclínica, sendo considerados positivos os tetos com resultados de duas e três 

cruzes. Realizou-se a higienização de cada teto com água corrente, secando em papel toalha e 

logo após, a antissepsia com álcool a 70% (PU et al., 2014).  
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Foram colhidos aproximadamente cinco mL de leite de cada teto, em frascos estéreis 

com tampa rosqueável. Os frascos receberam uma identificação única no momento da coleta.  

A seleção dos tetos para este estudo bem como a coleta e transporte do leite foi 

realizada conforme descrito por Xavier et al.  (2017) e foram enviados para análises em caixas 

isotérmicas com gelo para o Laboratório de Sanidade Animal localizado no Centro de Pesquisa 

em Ciências Agrárias da Universidade Federal de Minas Gerais - Brasil (CPCA – ICA/UFMG). 

As amostras foram semeadas em ágar sangue ovino (5%V/V) pela técnica de 

esgotamento e incubando em estufa de crescimento durante 24 horas a 37 ºC ±2. Colônias 

isoladas foram identificadas por espectrometria de massa (MALDI-TOF), conforme Assis et al.  

(2017). Utilizou-se o aparelho Microflex TM MALDI TOF MS da Bruker Daltonics.  

 Os isolados identificados como Staphylococcus aureus foram submetidos ao teste de 

suscetibilidade a antimicrobianos por difusão em disco (CLSI, 2018). Definiu-se para estes 

testes os seguintes antimicrobianos da classe dos Beta-lactâmicos: amoxacilina 10µg 

(FREITAS et al., 2018; COSTA et al., 2018), oxacilina 1µg (COSTA et al., 2018; HAUBERT et 

al., 2017; PU et al., 2014), ampicilina/sulbactam 15µg (CLSI, 2018), cefoxitina 30µg (AQIB et 

al., 2017; HAUERT et al., 2017; PU et al., 2014), imipenem 10µg e meropenem 10µg (CLSI, 

2018). A classificação de isolados resistentes a meticilina foi definida por meio da resistência a 

oxacilina e/ou cefoxitina, conforme recomendações de CLSI (2018). 

Os resultados foram submetidos à estatística descritiva por meio da distribuição das 

frequências relativa e absoluta para os achados microbiológicos. Avaliou-se a frequência de 

resistência aos antimicrobianos isoladamente e em associação e verificou-se a associação 

entre os isolados multirresistentes com as fazendas de origem, bem como entre os antibióticos 

utilizados. Adotou-se o teste Qui-Quadrado pelo programa R versão 3.5.0 para as análises 

estatísticas.  

 

Resultados e Discussão 

 

 Foram identificados 214 micro-organismos apresentados no Gráfico 1. A identificação 

microbiana por MALDI-TOF tem a vantagem de maior precisão se comparado a identificação 

por provas bioquímicas (ASSIS et al., 2017). Dos micro-organismos detectados, a maior 
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incidência foi Staphylococcus aureus N=79 (36,9% conforme FIGURA 1), o que está em 

concordância com COSTA et al.  (2018) no Nordeste do Brasil, que obtiveram 48% de S. 

aureus dentre todos os patógenos diagnosticados. Também em concordância, FREITAS et al.  

(2018) no Rio Grande do Sul obtiveram percentual de 90% da espécie aureus entre todos os 

isolados do gênero Staphylococcus. Outras espécies desse gênero como S. chromogenes 

(12,6%) e S. epidermidis (6,0%) que foram, respectivamente, o segundo e terceiro patógenos 

mais frequentes neste estudo com também mostraram relevância no estudo de Melo et al.  

(2017) em mastite bovina atingindo um percentual de 14,9% para S. chromogenes e 14,4% 

para S. epidermidis se comportando, também, como segundo e terceiro patógenos mais 

frequentes.  

 O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos em Staphylococcus aureus, que, além 

de alvo deste estudo é o micro-organismo que foi detectado em maior percentual, está 

apresentado na Tabela 1. Observou-se maior frequência de isolados resistentes à cefoxitina 

(37,9%), seguido de oxacilina (36,7%), caracterizando isolados meticilina resistentes (CLSI, 

2018). Sendo assim, pode-se considerar 30 (37,9%) isolados como S. aureus meticilina 

ressistentes (MRSA), percentual superior aos 27,7% obtidos por HAMID et al.  (2017).  

 Nenhum dos isolados apresentou resistência a ampicilina acrescida de sulbactan 

(Tabela 1). Quanto a ampicilina pura, Freitas et al.  (2018) obtiveram 43% de resistência, já 

Hamid et al.  (2017) obtiveram 83,3%. O sulbactan é um adjuvante inibidor de betalactamase. 

Já quanto a amoxicilina, 34,2% foram resistentes neste estudo (tabela 1), resultado 

ligeiramente inferior aos 50% obtidos por Freitas et al.  (2018) no Rio Grande do Sul. 

Diferenças podem ocorrer de um rebanho para outro e se relacionam a fatores como aquisição 

e transferência de determinados genes de resistência; seleção e proliferação de um tipo 

microbiano; carreamento ou transmissão de microrganismos.  

 A resistência ao meropenen foi observada em 11,4% (TABELA 1). O fato de essa 

resistência ser detectada em S. aureus em mais de uma fazenda e em isolados resistentes a 

outros Beta-lactâmicos neste estudo (TABELA 2), é motivo de alerta por ser o primeiro relato 

nesta espécie de bactéria, indicando necessidade de estudos posteriores. Devido a essa 

resistência também ser observada em cepas resistentes a meticilina (TABELA 2), é sugestivo 

de proliferação e/ou transmissão desse tipo bacteriano contendo o fenótipo de resistência 
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MER-CFO-OXA. O p-valor=0,08177 indica que a proliferação e/ou transmissão não se deu ao 

acaso, ou seja, é possível aprimorar ações de controle microbiano nas fazendas com maior 

acometimento. Quando analisadas de forma isolada (TABELA 3), as resistências foram 

estatisticamente significativas na sua distribuição entre as fazendas.  

Como carbapenêmicos não são indicados para uso em animais, infere-se a 

possibilidade de os Staphylococcus aureus terem adquirido a resistência ao meropenem de 

outros micro-organismos que possuíam esse tipo de resistência, uma vez que a literatura relata 

a transmissão de genes de resistência a carbapenêmicos entre outros tipos bacterianos (FU et 

al., 2019). Esta hipótese também vai de encontro com os isolamentos de cepas Gram 

negativas de animais, alimentos de origem animal e ambiente (MICHAEL et al., 2015; KOCK et 

al., 2018) e no ambiente (MILLS; LEE, 2019), indicando risco pela possibilidade de veiculação 

e genes entre as diferentes cepas e fontes de infecção, o que ainda é pouco estudado, apesar 

do risco evidente para a saúde pública (KOCK et al., 2018). Essa resistência pode 

comprometer a eficácia desses fármacos caso seja necessário utilizá-los em último recurso em 

humanos, como sugere a WHO (2017).  

 Outra possibilidade pode estar relacionada com respostas de resistência fenotípica 

semelhante entre Beta-lactâmicos levando a uma resistência inespecífica, pois os 

carbapenêmicos assim como as penicilinas, cefalosporinas, e monobactans possuem em 

comum no seu núcleo estrutural, o anel beta-lactâmico associado à ação na célula bacteriana 

interferindo na síntese de peptidoglicano da parede celular (DURAND et al., 2019). E dentre os 

mecanismos de resistência relatados, está a produção de penicilinases ou betalactamases 

(UDDIN; AHN et al., 2017) e outros mecanismos como modificações na proteína PBP e nas 

porinas (AQIB et al., 2017) que são proteínas responsáveis pela permeabilidade, afetam a 

entrada de elementos para o interior da célula, comprometendo a entrada do fármaco (SANDI 

et al., 2015). A pesquisa de genes de resistência aos carbapenêmicos poderá auxiliar no 

esclarecimento da resistência  fenotípica observada. 

 O uso de antibióticos em animais exige cautela, pois, desde os anos 80, nenhuma nova 

classe foi desenvolvida (DURAND et al., 2018) e seu uso abusivo também é responsável por 

selecionar cepas resistentes (ZHENG et. al., 2018; LIU et al., 2017). 
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 Em estudos anteriores, S. aureus oriundos de mastite foram detectados em laticínios 

(JOHLER et al., 2018; HACHIYA, 2017). Nesse sentido, deve haver preocupação tanto quanto 

a transmissão de micro-organismo quanto de seus fatores de resistência.  

  

Conclusão 

 

 Staphylococcus aureus continua sendo o patógeno mais frequente em mastite bovina 

subclínica. A resistência a meticilina vem surgindo como um problema, se comparada em 

percentual com os dados reportados na literatura. Cada vez mais bactérias vão adquirindo 

outros mecanismos de resistência. 
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Gráfico 1: Microrganismos detectados em mastite bovina subclínica no norte de Minas Gerais 
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Tabela1: Suscetibilidade de Staphylococcus aureus detectados em mastite bovina subclínica no 

Norte de Minas Gerais  aos Beta-lactâmicos 

 

Antimicrobiano Sensível Intermediário Resistente 

Amoxicilina 52 (65,8%) 0 27 (34,2%) 

Oxacilina 50 (63,3%) 0 29 (36,7%) 

Ampicilina + Sulbactam 79 (100%) 0 0 

Cefoxitina 49 (62,1%) 0 30 (37,9%) 

Imipenem 79 (100%) 0 0 

Meropenem 69 (87,3%) 1 (1,3%) 9 (11,4%) 
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Tabela 2: Perfil de resistência aos Beta-lactâmicos em Staphylococcus aureus detectados em 

mastite subclínica no Norte de Minas Gerais – Brasil 

 

FENÓTIPOS DE 

RESISTÊNCIA 

Fazendas N (%) P-valor 

CFO, OXA, AMO 

 

 

 

A 5 (16,7)  

0,07192 B 3 (10,0) 

C 3 (10,0) 

D 2 (6,7) 

E 1 (3,3) 

F 1 (3,3) 

MER, CFO,OXA 

 

 

B 4 (13,3)  

0,08177 G 2 (6,7) 

D 1 (3,3) 

F 1 (3,3) 

H 1 (3,3) 

OXA, AMO E 1 (3,3) 0,43335 

 

CFO, OXA 

 

 

F 2 (6,7)  

0,47335 A 1 (3,3) 

C 1 (3,3) 

I 1 (3,3) 
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Tabela 3: Resistência aos Beta-lactâmicos apresentada em isolados de Staphylococcus aureus 

detectados em mastite subclínica em fazendas do Norte de Minas Gerais – Brasil 

 

 

FAZENDAS 

RESISTÊNCIA A ANTIMICROBIANOS  

AMO OXA CFO MER 

A 5  6  6 0 

B 3  7 7 4 

C 3  4 5 0 

D 6 3 3 1 

E 5  1 3 0 

F 1  4 4 1 

G 0  2 2 2 

H 0  1 0 1 

I 0  1 0 0 

J 1  0 0 0 

K 2  0 0 0 

L 1  0 0 0 

p valor 0,03776 0,006414 0,002113 0, 02709 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A resistência bacteriana na produção animal é um desafio crescente. Isolados de quatro 

fazendas se mostraram resistentes ao meropenem e isto é motivo de preocupação, visto que 

carbapenêmicos não são usados em animais de produção. Além disso, este tipo de resistência 

em Staphylococcus aureus ainda não é relatado na literatura. Os genes testados para 

carbapenêmicos neste estudo blaOXA23 e blaKPC, que são os mais frequentes na literatura, não 

se mostraram presentes em nenhum dos isolados. 

Os genes mecA e blaZ se mostraram presentes em alguns isolados, coincidindo sua 

ocorrência algumas vezes e sendo o blaZ com maior frequência que o gene mecA. Ainda 

assim, alguns isolados resistentes a penicilinas não amplificaram nenhum desses genes, nem 

o gene mecALGA-251, indicando que possa ter outro gene ou variante envolvido nesse 

mecanismo de resistência. 

São necessários maiores investimentos em controle de qualidade microbiológico, de 

modo que além de controlar a transferência de clones microbianos, possa-se controlar também 

a disseminação de suas resistências. Pesquisas voltadas para o desenvolvimento de novos 

antimicrobianos devem ser incentivadas.  
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ANEXO – APROVAÇÃO PELO COMITÊ DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 

 


