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RESUMO 

O leite é considerado uma importante fonte de contaminação por bactérias patogênicas e 

multirresistentes, especialmente quando este alimento é proveniente de rebanhos com 

mastite. Neste estudo, objetivou-se caracterizar os perfis genotípico e fenotípico de 

resistência aos beta-lactâmicos e outros antimicrobianos em Staphylococcus spp. 

isolados de mastite em ruminantes na região Nordeste do Brasil. Foram analisados 161 

Staphylococcus aureus isolados de vacas, 52 Staphylococcus coagulase negativa (SCN) 

de búfalas, 66 de cabras e 72 de ovelhas. Realizou-se a detecção dos genes de 

resistência blaZ, mecA e mecC por PCR e para os testes de resistência antimicrobiana 

utilizaram-se os métodos de disco-difusão e concentração inibitória mínima (CIM). O 

gene blaZ foi detectado em 68,9% (111/161) dos S. aureus bovinos e em 42,3% (22/52), 

43,9% (29/66) e 23,6% (17/72) dos SCN isolados de búfalas, cabras e ovelhas, 

respectivamente. Todos os isolados testados foram negativos para os genes mecA e 

mecC. Amoxicilina, ampicilina e penicilina foram os antimicrobianos com maiores 

índices de resistência na técnica de disco-difusão e o maior percentual de resistência 

detectado na CIM foi para a amoxicilina, entre os isolados de todas as espécies animais. 

A multirresistência detectada foi de 9,3% (15/161) em S. aureus de bovinos, 30,8% 

(16/52) em SCN de bubalinos, 25,8% (17/66) em SCN de caprinos e 25,0% (18/72) em 

SCN de ovinos. A resistência a beta-lactâmicos está presente em altas frequências entre 

S. aureus e SCN isolados de leite de vaca, búfala, cabra e ovelha na região Nordeste do 

Brasil, sendo a ação de betalactamases o principal mecanismo determinante desta 

resistência. Medidas corretivas de manejo devem ser adotadas para reduzir a circulação 

destas bactérias no ambiente agropecuário e diminuir os riscos de transmissão de 

Staphylococcus spp. resistentes a beta-lactâmicos a outros animais dos rebanhos e ao 

homem. 

Palavras-chave: multirresistência, betalactamase, gene blaZ, genes mec, leite. 

  



 
 

ABSTRACT 

Milk is considered an important source of contamination by pathogenic and 

multiresistant bacteria, especially when this food comes from herds with mastitis. In this 

study, we aimed to characterize the genotypic and phenotypic profiles to beta-lactam 

and other antimicrobial resistance in Staphylococcus spp. isolates from ruminants’ 

mastitis in the Northeast of Brazil. For this purpose, 161 Staphylococcus aureus isolated 

from cows, 52 coagulase-negative Staphylococcus (CoNS) from buffaloes, 66 from 

goats and 72 from sheep were analyzed. BlaZ, mecA and mecC resistance genes were 

detected by PCR and anti-microbial resistance was tested by disk-diffusion and 

minimum inhibitory concentration (MIC) methods. BlaZ gene was detected in 68.9% 

(111/161) of bovine S. aureus and in 42.3% (22/52), 43.9% (29/66) and 23.6% (17/72) 

of CoNS isolated from buffaloes, goats and sheep, respectively. All isolates tested were 

negative for mecA and mecC genes. Amoxicillin, ampicillin and penicillin were the 

antimicrobials with the highest indices of resistance in the disk-diffusion technique and 

the highest percentage of resistance detected in MIC was for amoxicillin among isolates 

of all animal species. Multiresistance detected was 9.3% (15/161) in bovine S. aureus, 

30.8% (16/52) in buffalo CoNS, 25.8% (17/66) in goats CoNS and 25.0% (18/72) in 

sheep CoNS. Resistance to beta-lactams is present at high frequencies between S. 

aureus and CoNS isolated from cow, buffalo, goat and sheep milk in the Northeast 

region of Brazil, with betalactamases action being the main determinant of this 

resistance. Corrective management measures should be provided to reduce this bacteria 

circulation in the agricultural environment and to reduce beta-lactam resistant 

Staphylococcus spp. transmission risk to other animals of from the herds and to humans. 

Key words: multidrug resistance, beta-lactamase, blaZ gene, mec gene, milk. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Estima-se que atualmente os rebanhos bovino, bubalino, ovino e caprino 

totalizam aproximadamente 4,5 bilhões de cabeças no mundo, onde os rebanhos bovino 

e caprino representam aproximadamente 66,6% deste total com 1,5 bilhões de cabeças 

cada, seguidos pelos rebanhos ovino e bubalino com 1,2 e 0,2 bilhões de cabeças, 

respectivamente (DAIRY, 2017; FAO, 2017). 

No Brasil, os rebanhos bovino, bubalino, caprino e ovino são formados 

respectivamente por 217 milhões, 1,3 milhões, 8 milhões e 17 milhões de cabeças, com 

destaque para o rebanho bovino, onde o Brasil é líder do ranking mundial de 

produtores. Estes rebanhos desempenham importante papel socioeconômico em todo o 

país e participam efetivamente da alimentação humana por meio da carne e do leite e 

seus subprodutos (EMBRAPA, 2002; BRASIL, 2016; FAO, 2017), sendo uma 

atividade responsável pela geração de mais de três milhões de empregos diretos e 

indiretos, tanto em propriedades de grande quanto de pequeno porte (BERNARDES, 

2007; BRASIL, 2016). 

Do mesmo modo, a criação destes animais na região Nordeste do Brasil, em 

especial nos estados de Alagoas (AL), Bahia (BA) e Pernambuco (PE), tem favorecido a 

produção de alimento de forma local, principalmente com utilização de animais rústicos 

e adaptados às condições climáticas da região, inclusive com projeções de aumento da 

produção, especialmente nas bacias leiteiras da região (BRASIL, 2016). 

O leite é uma importante fonte nutricional com impacto direto na saúde humana, 

pois junto com seus derivados, é também um ambiente favorável ao crescimento de 

microrganismos patogênicos e deteriorantes (LANGONI et al., 2011), sendo a qualidade 

da matéria-prima um dos maiores entraves para a efetiva expansão da exploração 

industrial do leite no Brasil, o que em parte é afetado pelos distúrbios inflamatórios da 

glândula mamária decorrentes de traumas e, principalmente, infecções bacterianas 

(GUIMARÃES; LANGONI, 2009; VIEIRA et al., 2013). 

Neste contexto, as mastites infecciosas possuem alta prevalência nos rebanhos 

nacionais, acarretando na diminuição da quantidade e qualidade do leite produzido, 

além de causar riscos à saúde pública (ACOSTA et al., 2016) por ser uma das vias de 

propagação de microrganismos patogênicos e, muitas vezes, portadores de múltipla 
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resistência aos antimicrobianos, gerando grandes prejuízos econômicos na cadeia 

produtiva em consequência da perpetuação dessas infecções (FREITAS et al., 2005). 

No Brasil, os principais agentes infecciosos causadores de mastite são bactérias 

do gênero Staphylococcus, especialmente nas espécies bovina, bubalina, caprina e ovina 

(PEIXOTO et al., 2010a; MEDEIROS et al., 2011a; OLIVEIRA et al., 2011, RIBEIRO 

et al., 2014; ACOSTA et al., 2016). Bactérias deste gênero, principalmente da espécie 

Staphylococcus aureus são responsáveis por infecções subclínicas da glândula mamária, 

que se caracterizam pela ausência de alterações macroscópicas no leite e na glândula 

mamária (BERGONIER et al., 2003; MOTA et al., 2012).  

Além de serem patógenos potenciais para os animais, Staphylococcus 

envolvidos nas mastites apresentam grande relevância para a saúde pública quando se 

trata de resistência antimicrobiana, uma vez que podem transferir esta resistência aos 

humanos, dificultando o tratamento das infecções (PATERSON et al., 2014; 

PEACOCK; PATERSON, 2015) como tem sido observado com a meticilina, que 

resulta em alerta das autoridades mundiais em saúde pública. 

A meticilina é um antimicrobiano da classe dos betalactâmicos que não é 

comumente utilizado no tratamento das mastites, mas diversas fazendas leiteiras de 

vários países já relataram a presença de cepas de Staphylococcus resistentes à meticilina 

(MRS) (LIM et al., 2013; PATERSON et al., 2014).  

A resistência antimicrobiana de Staphylococcus à classe dos betalactâmicos pode 

ocorrer pela produção de betalactamase ou pela modificação no sítio de ação dos 

betalactâmicos (SFACIOTTE et al., 2014; DIAS et al., 2015). Este último mecanismo é 

o observado nas cepas de MRS, sendo mediado por Staphylococcus Cassete 

Cromossomo (SCCmec) que são elementos genéticos móveis possuidores dos genes 

mecA e mecC (LIVERMORE, 2000; PATERSON et al., 2014). 

Estudos já demonstraram a transmissão horizontal de Staphylococcus aureus 

resistentes à meticilina entre bovinos e trabalhadores de fazendas leiteiras (JUHÁSZ-

KASZANYITZKY et al., 2007; LIM et al., 2013), reforçando a importância da relação 

homem e animais como um favorecedor da transmissão de cepas de MRS e gerando a 

demanda para a realização de pesquisas que identifiquem a situação da distribuição 

destes microrganismos em outras regiões do mundo (LIM et al., 2013).  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Mastite 

A mastite é o processo inflamatório da glândula mamária de origem 

plurietiológica, evolução aguda ou crônica e com manifestação clínica ou subclínica, 

sendo considerada uma das principais enfermidades dos rebanhos leiteiros em todo o 

mundo (SHARIF; MUHAMMAD, 2007; FAO, 2014). Diversos são os prejuízos 

causados por esta doença aos produtores, devido principalmente à redução da produção 

de leite pelos quartos mamários afetados, desvalorização, descarte ou morte dos 

animais, descarte do leite de animais em tratamento, gastos com medicamentos e 

serviços veterinários, além de provocar a diminuição do rendimento do leite na 

fabricação de subprodutos (LANGONI et al., 2011; PERES NETO; ZAPPA, 2011). 

A etiologia das mastites pode ser fisiológica, traumática, química ou infecciosa, 

com maior importância epidemiológica para as de origem infecciosa, e dentre estas, as 

causadas por bactérias (ALTINTOPRAKet al., 2014). Neste contexto, as mastites são 

categoricamente divididas em contagiosas ou ambientais, de acordo com os agentes 

infecciosos envolvidos (RISTOW; PEREZ JÚNIOR, 2008). A mastite contagiosa é 

causada por microrganismos que têm como habitat natural a pele e mucosas do 

hospedeiro, sendo adaptados à sobrevivência no interior da glândula mamária, dessa 

forma a sua transmissão ocorre com facilidade durante a ordenha. Os principais agentes 

etiológicos deste tipo de mastite são: Staphylococcus spp., Corynebacterium spp., 

Streptococcus agalactiae e Mycoplasma spp., sendo a espécie Staphylococcus aureus a 

mais patogênica (SIUGZDAITE et al., 2005; OLDE REIKERINK et al., 2008).  

Por outro lado, a mastite ambiental é causada por microrganismos considerados 

invasores oportunistas da glândula mamária, sendo encontrados naturalmente no meio 

ambiente, água, camas, solo, urina, esterco e matéria orgânica e a infecção normalmente 

ocorre no período entre as ordenhas (OLIVER et al., 2004). Nas mastites ambientais, os 

principais microrganismos causadores são: Streptococcus dysgalactiae, S. uberis e S. 

bovis, Enterococcus faecium e E.  faecalis, além de bactérias Gram-negativas como 

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter aerogenes (OSMAN et al., 

2009; KULKARNI; KALIWAL, 2013), leveduras (COSTA et al., 2012), fungos 

filamentosos (CHAHOTA et al., 2001; PACHAURI et al., 2013; ZHOU et al., 2013) e 

algas como a Prototheca zopfii (CORBELLINI et al., 2001; BUENO et al., 2006). 
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Quanto à resposta inflamatória, as mastites podem ainda ser classificadas em 

clínicas ou subclínicas. No primeiro caso, são observadas alterações macroscópicas 

evidentes na glândula mamária, como aumento de temperatura, edema, enrijecimento e 

dor, além da presença de grumos, sangue, coágulos ou pus no leite, associados ou não a 

alterações sistêmicas no animal (MOUSSAVI et al., 2012). A mastite subclínica é 

caracterizada por alterações na composição do leite, tais como aumento nos teores de 

proteínas séricas, sódio, cloro, imunoglobulinas e na contagem de células somáticas 

(CCS), além de diminuição nos teores de gordura, lactose e caseína do leite, não sendo 

observadas alterações macroscópicas no leite ou na glândula mamária (CHANG et al., 

2004; CUNHA et al., 2006). Segundo Sinha et al. (2014) e Peters et al. (2015), os casos 

subclínicos possuem maior importância epidemiológica dentro de uma propriedade, 

pois são facilmente disseminados no rebanho sem que sejam percebidas alterações na 

glândula ou no leite, causando uma falsa sensação de que os animais estão livres da 

doença. Além disso, devido à ausência de sinais clínicos, os casos de mastite subclínica 

podem tornar-se crônicos, possibilitando a permanência de bactérias no hospedeiro por 

meses, sendo este o motivo de cerca de 30% dos casos de mastite crônica e de 

aproximadamente 90% do total de casos dessa enfermidade em um rebanho (ACOSTA 

et al., 2016).  

No que se refere ao tratamento, o uso de antimicrobianos continua sendo um 

componente importante no controle das mastites, sendo realizada pelas vias sistêmica 

ou intramamária (VAKKAMÄKI et al., 2017). A absorção e a distribuição do fármaco 

em todo o úbere dependerão de características farmacocinéticas que envolvem a 

solubilidade lipídica da droga, bem como seu grau de ligação às proteínas séricas e ao 

úbere, seu grau de ionização e o tipo de veículo, independente da via de administração 

(CONSTABLE et al., 2010). 

Embora a via sistêmica tenha sido sugerida como mais eficiente no tratamento 

das mastites, devido a melhor penetração do fármaco no tecido mamário, a via 

intramamária vem sendo a mais comumente utilizada, e isto se deve às maiores 

concentrações do fármaco obtidas no úbere por esta via de administração, além de 

demandar menor quantidade do antimicrobiano (ROYSTER; WAGNER, 2015). Porém, 

a via intramamária apresenta como desvantagens, o risco de contaminação no momento 

da aplicação no canal do teto, a falta de homogeneidade na distribuição do fármaco pelo 

úbere, além de que alguns microrganismos provocam infecções profundas, sendo 



21 
 

recomendada a via sistêmica para o tratamento nesses casos, de preferência em 

associação com o tratamento intramamário (BARLOW, 2011). 

Em geral, o tratamento com antimicrobianos nas mastites subclínicas é 

desaconselhado. Isso porque a taxa de cura espontânea não difere da obtida através de 

antibioticoterapia, além de não afetar a incidência de mastite no rebanho se não forem 

tomadas medidas profiláticas simultâneas (STEVENS et al., 2016). 

Durante décadas, a recomendação dos especialistas em mastite era a realização 

do tratamento de todo o rebanho leiteiro no momento da secagem com a proposta de 

eliminar infecções subclínicas, prevenindo novos casos no início do período seco, 

quando as fêmeas estão mais suscetíveis às infecções intramamárias (ROBERSON, 

2003). Entretanto, essa conduta vem sendo desencorajada, nos últimos tempos, por ser 

considerada um fator de risco para a seleção de cepas resistentes no rebanho, além de 

estar favorecendo o surgimento de maior número de casos de mastite provocados por 

patógenos ambientais (BARLOW, 2011). Atualmente, recomenda-se o tratamento 

seletivo de vacas secas, a partir do diagnóstico por técnicas como a contagem de células 

somáticas (CCS), California Mastites Test (CMT) e condutividade elétrica em 

associação às medidas de higiene, bem-estar, nutrição e biossegurança (VAKKAMÄKI 

et al., 2017).  

Vale ressaltar que caso haja a necessidade do tratamento antimicrobiano da 

mastite, este deve estar respaldado em testes de suscetibilidade in vitro, orientando o 

médico veterinário na escolha da droga mais eficaz para cada caso específico (LÜTHJE; 

SCHWARZ, 2006). 

 Neste cenário, a prevenção de mastites infecciosas deve ser vista como um 

conjunto de medidas que visam diminuir a ocorrência dessa enfermidade, minimizando 

também a utilização de antimicrobianos, e deve ser adotado na rotina de uma 

propriedade, independente do microrganismo envolvido (HALASA et al., 2007; DEB et 

al., 2013). Um dos fatores de risco inerente à produção de leite é a aquisição de animais 

de rebanhos externos, devendo sempre haver uma preocupação com a origem dos 

animais adquiridos e, se possível, manter o rebanho fechado, sem compra de novos 

animais. Deve-se, ainda, realizar o monitoramento mensal ou bimestral da CCS 

individual, evitar lesões graves dos tetos, além de sensibilizar funcionários sobre 

educação sanitária, medidas de biossegurança e prevenção. O controle da circulação de 

outros animais no rebanho também é necessário, pois estes podem ser reservatórios de 
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patógenos (LOPES et al., 2014). Segundo Brasil (2011) e National Mastitis Council - 

NMC (2017), também é recomendado o tratamento dos casos de mastite clínica, 

descartar os animais infectados cronicamente, realizar a adequada limpeza e desinfecção 

dos tetos antes e após a ordenha, além de medidas relativas ao bem-estar animal, como 

conforto, higiene e ventilação das instalações, mais direcionados para a prevenção de 

patógenos ambientais. 

  

2.1.1. Mastite na espécie bovina 

 Considerando o crescente desempenho da bovinocultura leiteira mundial, a 

mastite é a enfermidade que causa as maiores perdas econômicas à cadeia produtiva do 

leite na espécie bovina (SEEGERS et al., 2003). No Brasil, embora diversos esforços 

sejam feitos para diminuir os prejuízos causados por esta enfermidade, estima-se que, 

em um rebanho com frequência média anual de 1% de casos de mastite clínica, as 

perdas podem chegar a, aproximadamente, R$730,00 ou U$227,00/animal/ano e, se esse 

percentual chegar a 15%, os prejuízos podem atingir o valor aproximado de R$2.780,00 

ou U$864,00/animal/ano (LOPES et al., 2012). Em estudo recente, nos Estados Unidos 

(ROLLIN et al., 2015) e na Índia (JINGAR et al, 2017), concluíram que a perda média 

por animal com mastite clínica num rebanho é de aproximadamente U$450,00/ano.  

 Inúmeros microrganismos já foram identificados como causa de mastite em 

vacas, dentre eles bactérias, fungos filamentosos, leveduras e algas (ALTINTOPRAK et 

al., 2014; BOUARI et al., 2016). 

 Staphylococcus spp., Corynebacterium bovis e Streptococcus agalactiae são os 

microrganismos contagiosos de maior importância na etiologia das mastites bovinas, 

enquanto Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Streptococcus uberis, 

Pseudomonas aeruginosa, Nocardia spp. e Candida spp. se destacam como os agentes 

ambientais de maior relevância nas infecções intramamárias nessa espécie 

(SCHUKKEN et al., 2012). De modo geral, bactérias dos grupos Staphylococcus 

coagulase positiva (SCP), Staphylococcus coagulase negativa (SCN) e coliformes são as 

mais frequentemente isoladas de leite mastítico bovino (DEMME; ABEGAZ, 2015). 

 Em estudo recente realizado no Quênia, Gitau et al. (2014) verificaram que 

Staphylococcus aureus (72,9%) e Streptococcus agalactiae (5,2%) foram os patógenos 

mais frequentes em casos de mastite bovina. Na China, Staphylococcus aureus (50,1%), 
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Streptococcus agalactiae (92,2%) e Streptococcus dysgalactiae (72,3%) foram os mais 

frequentes (BI et al., 2016). No México, Olivares-Pérez et al. (2015) encontraram 

Proteus vulgaris (37,5%), Salmonella spp. (25,0%) e Enterobacter aerogenes (12,5%) 

entre os principais patógenos, enquanto Staphylococcus spp. foram encontrados em 

apenas 2,5% das amostras.  

No Brasil, diversos estudos têm caracterizado os principais agentes infecciosos 

da mastite bovina (ACOSTA et al., 2016). Na região Sul do país, os microrganismos 

mais frequentes foram Staphylococcus coagulase negativa (32,9%) e Streptococcus spp. 

(31,6%) em pesquisa realizada por Saab et al. (2014). Na região Sudeste, Costa et al. 

(2012) detectaram Corynebacterium spp. (43,5%) e Candida spp (29,4%) como os 

principais agentes etiológicos da mastite bovina. Corynebacterium spp. (35,6%) 

também foi o principal microrganismo isolado em amostras de leite bovino na região 

Centro-Oeste do Brasil, seguido por Staphylococcus coagulase negativa (24,0%) 

(FONTANA et al., 2010). Na região Norte, Oliveira et al. (2011) detectaram maior 

frequência de Staphylococcus coagulase negativa (31,1%) seguido por Staphylococcus 

aureus (17,6%). Por fim, no Nordeste do Brasil,  Krewer et al. (2013) identificaram 

Staphylococcus spp. (49,1%) e Corynebacterium spp. (35,3%) como os microrganismos 

mais frequentes em amostras de leite de vacas com mastite clínica ou subclínica. 

Diante disso, estudos têm sido realizados na tentativa de identificar fatores de 

risco relacionados ao aumento da ocorrência de mastite em bovinos, contribuindo para 

as ações de controle e profilaxia desta doença. Estudos realizados no Brasil (KREWER 

et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2015) e no mundo (SHARMA et al., 2013; 

GUNAWARDANA et al., 2014; IRAGUHA et al., 2015) têm apontado diversos fatores 

de risco para ocorrência de mastite bovina em relação ao sistema de criação dos 

animais, ao manejo da ordenha e aos hábitos de higiene dos ordenhadores.   

Em rebanhos bovinos dos estados da Bahia e Pernambuco os sistemas de manejo 

extensivo (O.R. 8,13) e semi-intensivo (O.R. 4,19) foram associados à mastite bovina, 

diferindo da literatura, que aponta maior risco de mastite em animais criados no manejo 

intensivo; além disso, a realização da ordenha dentro do curral (O.R. 4,77) e a secagem 

dos tetos com toalha de tecido (O.R. 3,2) também foram determinantes nos casos de 

mastite nos rebanhos analisados. Por outro lado, a antissepsia dos tetos antes (O.R. 

0,18) e após (O.R. 0,22) a ordenha, bem como os hábitos de higiene (O.R. 0,18) e o 

treinamento prévio dos ordenhadores foram fatores de proteção dos rebanhos contra a 



24 
 

mastite (KREWER et al., 2013). Já em Minas Gerais, segundo Oliveira et al. (2015), 

casos recentes de mastite clínica, até um mês atrás, aumentam o risco de novos casos de 

mastite clínica em mais de 18 vezes em novilhas e mais de 20 vezes em multíparas. 

Estes mesmo autores relataram um risco maior da ocorrência de mastite no período 

chuvoso em relação ao período seco.  

Em Ruanda, a prevalência de mastite aumentou significativamente em animais 

com algum tipo de lesão severa na extremidade dos tetos, assim como em animais sujos 

por lama e que estavam nos terços inicial ou final da lactação, sendo estes apontados 

como fatores de risco para os rebanhos estudados (IRAGUHA et al., 2015). No Sri 

Lanka, propriedades com presença mediana de moscas nos alojamentos apresentaram 

maior risco dos animais desenvolverem mastite (O.R. 5,39) (GUNAWARDANA et al., 

2014).  

 

2.1.2. Mastite na espécie bubalina 

 Na espécie bubalina a maioria dos casos de mastite é por causas traumáticas, 

sendo considerados menos suscetíveis à mastite infecciosa do que a espécie bovina 

(PIZAURO et al., 2014). Segundo Moroni et al. (2006), isso ocorre devido às 

características anatômicas e fisiológicas da espécie, uma vez que os tetos da búfala são 

mais pendulosos, estando mais sujeitos às injúrias e a traumas, ao passo em que os 

ductos papilares desses animais são mais espessos e apresentam maior quantidade de 

vasos sanguíneos e fibras nervosas, servindo de barreira mais eficiente contra infecções 

da glândula mamária. Apesar disso, a mastite também é uma das principais 

enfermidades relacionadas ao manejo sanitário do rebanho bubalino, assim como em 

bovinos, causando grandes perdas econômicas, especialmente devido aos custos anuais 

para a sua prevenção (KEEFE, 2012). Em países onde a bubalinocultura têm grande 

importância econômica e social, como é o caso da Índia, os prejuízos causados pela 

mastite ultrapassam a ordem dos 500 milhões de dólares (PANCHAL et al., 2016). 

 Vários estudos têm sido realizados em diferentes países determinando a 

prevalência de mastite bubalina. Moroni et al. (2006) relataram que a prevalência de 

infecção intramamária em búfalas foi de 63% na Itália. Já nas Filipinas, a prevalência de 

mastite em búfalas foi de 42,8% (SALVADOR et al., 2012). No Paquistão esse 

percentual variou de 21% (MUSTAFA et al., 2013) a 44% (ALI et al., 2011) e em 
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estudos mais recentes, na Índia, observou-se uma prevalência de mastite de 41% 

(KRISHNAMOORTHY et al., 2017; TANMAY et al., 2018).  

 Embora os estudos epidemiológicos sobre a mastite bubalina sejam menos 

frequentes que os realizados na espécie bovina no Brasil (MEDEIROS et al., 2011a), 

pesquisadores têm relatado diferentes frequências de mastite em búfalas no território 

nacional (ACOSTA et al., 2016). No estado do Pará que é o detentor do maior rebanho 

de búfalos nacional, Silva et al. (2014) avaliaram 348 quartos mamários e observaram 

frequências de 2,9% e 5,5% de mastite clínica e subclínica, respectivamente. Já na 

região Nordeste, estudo realizado em rebanhos dos estados de Alagoas, Bahia, Ceará e 

Pernambuco obteve-se 4,7% de mastite clínica e 42,2% de mastite subclínica na análise 

de 1.896 amostras de leite de búfalas (MEDEIROS et al., 2013). Em São Paulo, Pizauro 

et al. (2014) analisaram 1.042 amostras de leite bubalino e observaram 8,4% de mastite 

subclínica não observando casos de mastite clínica.  

 Em relação aos agentes infeciosos causadores de mastite em búfalas, observa-se 

semelhança aos relatados na espécie bovina. Na Itália, Staphylococcus aureus (30,7%), 

Staphylococcus spp. (13,1%) e Streptococcus dysgalactiae (5,1%) foram os principais 

microrganismos causadores de mastite em búfalas (CATOZZI et al., 2017). Na Índia, 

Staphylococcus spp., Escherichia coli e Streptococcus spp. foram detectados em 45%, 

14% e 13% das amostras analisadas, respectivamente (KRISHNAMOORTHY et al., 

2017). Além desses, outros microrganismos já foram relatados em casos de mastite 

bubalina, dentre eles: Streptococcus uberis, Pseudomonas sp., Mycoplasma sp., 

Clostridium perfringens, Klebsiella sp., Listeria sp. e Trueperella pyogenes (PUROHIT 

et al., 2014; CATOZZI et al., 2017). 

No Brasil, Medeiros et al. (2013) relataram Staphylococcus spp. (49,4%), 

Corynebacterium spp. (23,2%) e bactérias Gram negativas (16,5%) como os principais 

agentes etiológicos da mastite bubalina ao analisar amostras de leite mastítico dos 

estados de Alagoas, Bahia, Ceará e Pernambuco. Segundo Pizauro et al. (2014), em 

estudo realizado no estado de São Paulo, os principais microrganismos identificados 

foram Streptococcus spp. (42,8%), Corynebacterium spp. (23,5%) e Staphylococcus 

spp. (20,2%). Em estudo realizado por Silva et al. (2014) no estado do Pará, as 

principais bactérias isoladas foram Streptococcus spp. (66,7%), Staphylococcus aureus 

(16,7%) e Staphylococcus intermedius (16,7%). 
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Para Pereira et al. (2009), a higiene é de grande importância na exploração 

leiteira de búfalos, principalmente porque estes têm predileção por terrenos alagadiços, 

sendo um dos fatores que podem influenciar os índices de mastite no rebanho. Outros 

fatores são relacionados ao aumento na frequência de casos da doença em búfalos como 

a falta de lavagem dos tetos antes da ordenha e limpeza inadequada dos equipamentos 

de ordenha (MEDEIROS et al., 2011a; SALVADOR et al., 2012; HUSSAIN et al., 

2013).  

 

2.1.3. Mastite na espécie caprina 

 O interesse por leite de cabra e seus produtos derivados vem crescendo ao longo 

dos anos, especialmente porque o leite caprino tem propriedades nutricionais 

semelhantes ao leite humano e por ser menos alergênico aos humanos do que o leite de 

vaca (HAENLEIN, 2004; LAD et al., 2017). Entretanto, assim como em outras 

espécies, a mastite também é uma enfermidade limitante à exploração desta espécie para 

a produção de leite, sendo responsável por grandes prejuízos (BERGONIER et al., 

2003). 

 Estudos de prevalência têm sido realizados em vários países do mundo, 

indicando percentuais que variam de 9 a 50% das amostras analisadas (MAROGNA et 

al., 2012). Na China, país que possui o maior rebanho caprino no mundo e responsável 

pela produção e mais de 1,5 milhão de toneladas de leite caprino ao ano, a prevalência 

de mastite subclínica relatada por Zhao et al. (2015) foi de 45,8%. Na Argélia, 46,6% 

das amostras de leite analisadas apresentaram mastite subclínica (YAHIA et al., 2016), 

enquanto que em Bangladesh (RAZI et al., 2012) e Nigéria (TANIMOMO et al., 2012), 

as prevalências de mastite subclínica relatadas foram de 18,6% e 15,5%, 

respectivamente.  

 No Brasil, a prevalência de mastite caprina varia entre 22 e 75%, com 

predominância de casos subclínicos nas diferentes regiões do país (PEIXOTO et al., 

2010a). De acordo com estudo realizado no estado da Paraíba por Bianchini et al. 

(2010), das 654 metades mamárias avaliadas, 0,15% apresentaram mastite clínica e 

30,7% apresentaram mastite subclínica. Na Bahia, dentre 218 cabras avaliadas, 26,6% 

apresentaram mastite subclínica e 3,4% apresentaram mastite clínica (CAVALCANTE 

et al., 2013). No Rio Grande do Sul, Muricy (2003) e Schmidt et al. (2009) relataram, 
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respectivamente, 30,8% e 22,7% de metades mamárias com mastite subclínica, 

entretanto nenhum dos autores observou a ocorrência de mastite clínica.  

 Trabalhos publicados em todo o mundo demonstraram que os microrganismos 

frequentemente encontrados na mastite em cabras sofrem pouca variação, entre eles 

algumas espécies de Staphylococcus, com destaque para a espécie S. aureus, 

Corynebacterium e em menor frequência, Bacillus, Streptococcus, Micrococcus e 

enterobactérias (RAZI et al., 2012; COSTA et al., 2013; ZHAO et al., 2015; ACOSTA 

et al., 2016; SALABERRY et al., 2016). Outros microrganismos também foram 

relatados como causadores de mastite caprina como Pseudomonas spp. no Paquistão 

(NAJEEB et al., 2013), Arcanobacterium pyogenes no Brasil (GARINO et al., 2012) e 

Mycoplasma spp. na Itália (MAROGNA et al., 2012). Além dessas bactérias, os 

lentivírus também estão entre os patógenos causadores de infecções intramamárias em 

cabras, embora a maioria dos animais infectados seja assintomática (TURIN et al., 

2005). 

 Diversos fatores de risco associados à mastite caprina também já foram 

relatados.  Na Itália, Moroni et al. (2005) observaram que a mastite foi mais frequente 

em cabras com terceira e quarta ordem de parto, assim como em animais que estavam 

em períodos de lactação mais longos. Em Bangladesh, a prevalência de animais com 

mastite foi maior em animais com baixa condição corporal, o que seria explicado pela 

influência negativa que baixos scores corporais podem ter sobre o sistema imune dos 

animais, predispondo a ocorrência de diversas enfermidades, entre elas a mastite 

(KOOP et al., 2016). Na Etiópia, maiores prevalências de mastite caprina também foram 

observadas em animais com más condições corporais, cerca de cinco vezes maior, em 

comparação a animais com bom score corporal, assim como cabras em terço final da 

lactação (O.R. 4,3) (MEGERSA et al., 2010). 

 No semiárido paraibano, a manutenção de cabras com mastite junto de outros 

animais do rebanho (O.R. 69,2) e o fato de a caprinocultura não ser a principal atividade 

exercida na propriedade (O.R. 45,9) foram os principais fatores de risco para a mastite 

subclínica detectados por Neves et al. (2010). Entretanto, estudos dessa natureza ainda 

são escassos no Brasil. 
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2.1.4. Mastite na espécie ovina 

 A mastite também acomete ovelhas no mundo todo, sendo os estudos nessa área 

mais realizados em países onde estes animais são criados para a produção de leite 

(BERGONIER et al., 2003; CONTRERAS et al., 2007). 

 Na França, país que se destaca na produção de subprodutos derivados do leite de 

ovelha, as prevalências de mastite ovina descritas foram de 5% para mastite clínica e 

10% para mastite subclínica (BARILLET et al., 2001). Na Itália, país detentor de 

grande rebanho ovino para produção de leite, a prevalência de mastite foi de 0,36% em 

análise realizada em 1357 amostras de leite provenientes de 684 ovelhas (RIGGIO et 

al., 2013). Na Turquia (ERGÜN et al., 2009) e Iran (SANI et al., 2015), as prevalência 

de mastite na espécie ovina foram de 11,7% e 14,7%, respectivamente.  

 No Brasil, estudos relacionados à mastite ovina ainda são escassos e 

direcionados a ovinos destinados ao abate, mas vêm sendo realizados na medida em que 

a raça Santa Inês ganhou espaço nos rebanhos nacionais (CARTAXO et al., 2011). Em 

estudo realizado no estado do Rio Grande do Sul, Tejada et al. (2012) encontraram 

frequências de mastite que variaram de 23,8% a 80,9% das amostras de leite de ovelhas 

criadas para corte. No estado do Paraná, Pereira et al. (2014) avaliaram 6370 matrizes 

em 54 propriedades de ovelhas Santa Inês e constataram que a frequência de mastite 

clínica entre as propriedades variou de 2 a 30%, com frequência média de 6,7%. Em 

São Paulo, este percentual foi de 24,5% (VERÍSSIMO et al, 2010), enquanto no estado 

do Pará a frequência de mastite clínica foi de 5,9% (SILVA et al., 2010). Em relação à 

mastite subclínica, Coutinho et al. (2006) realizaram estudo no estado da Bahia e 

obtiveram 26,6% das amostras positivas no cultivo microbiológico, semelhante ao 

resultado relatado por Costa et al. (2013) no estado da Paraíba (21,2%). Em São Paulo, 

a frequência de mastite subclínica relatada por Domingues et al. (2006) foi de 36,3%. 

 Assim como em outras espécies animais, os ovinos são suscetíveis a múltiplos 

agentes etiológicos nas mastites como, bactérias, leveduras, fungos filamentosos, algas 

e vírus (BERGONIER et al., 2003; PEIXOTO et al., 2010a). Em escala decrescente de 

frequência, os microrganismos mais isolados na mastite ovina no mundo são: 

Staphylococcus coagulase negativa (SCN), não sendo considerados patógenos menores 

em pequenos ruminantes, Streptococcus spp., enterobactérias, Trueperella pyogenes, 

Corynebacterium spp., Pasteurella spp., e Pseudomonas spp. (Bergonier et al., 2003). 

Entretanto, em casos esporádicos, Staphylococcus aureus foi relatado em altas 
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frequências em mastite caprina e ovina (VAUTOR et al., 2009). No Brasil, estudos 

sobre a etiologia da mastite ovina têm demonstrado que Staphylococcus coagulase 

negativa (SCN) é o microrganismo mais frequente, sendo o mais isolado tanto em casos 

de mastite clínica, quanto subclínica (COUTINHO et al., 2006; SILVA et al., 2010; 

OLIVEIRA et al., 2012; TEJADA et al., 2012; PEREIRA et al., 2014). 

Além dessas bactérias, outros microrganismos já foram relatados em casos de 

mastite ovina como Serratia macresens (TZORA; FTHENAKIS, 1998), Burkholderia 

cepacia (BERRIATUA et al., 2001), Aspergillus fumigatus (BERGONIER et al., 2003), 

Micrococcus spp. (COUTINHO et al., 2006), Manheimmia haemolytica (SANTOS, 

2008), Aerococcus viridans e Enterococcus faecium (TEJADA et al., 2012). 

 

2.2. Diagnóstico das Mastites 

O diagnóstico das mastites pode ser realizado por exames diretos e indiretos, 

onde os métodos indiretos estão fundamentados na intensidade da reação inflamatória, 

sendo observada através de alterações na concentração dos componentes do leite e na 

contagem de células somáticas (CCS), enquanto as técnicas diretas são baseadas na 

identificação do agente etiológico mediante sua presença no leite mastítico, como o 

cultivo bacteriano, ou na observação das alterações macroscópicas do leite (SIMÕES; 

OLIVEIRA, 2012). 

Dessa forma, diagnosticar mastite clínica baseia-se no exame clínico minucioso 

da glândula mamária, bem como na realização do teste da caneca de fundo preto, ou 

teste de Tamis, que possibilitam a observação de alterações macroscópicas do leite nos 

primeiros jatos ordenhados (ZAFALON et a., 2008). 

Diversos métodos são aplicados no diagnóstico da mastite subclínica. Dentre 

eles estão a contagem de células somáticas (CCS), Wisconsin Mastitis Test (WMT), 

California Mastites Test, exame microbiológico do leite, análise dos componentes do 

leite, análise da condutividade elétrica do leite, técnicas moleculares como a reação em 

cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR), Multiplex - PCR, Real Time 

- PCR, ensaio imunoenzimático (ELISA), avaliação proteômica, utilização de biochips e 

biossensores (DEB et al., 2013), onde se destacam a CCS, o CMT e o exame 

microbiológico, por serem os mais utilizados. 
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2.2.1. Contagem de células somáticas (CCS) 

A contagem de células somáticas (CCS) é uma técnica de diagnóstico das 

mastites, baseada na contagem de todas as células presentes no leite, incluindo 

leucócitos e células do epitélio glandular secretor (DAMM et al., 2017). As células 

epiteliais são originárias na descamação normal do epitélio secretor da glândula 

mamária, enquanto os leucócitos migram para os alvéolos glandulares, a partir da 

corrente sanguínea, em resposta a reações inflamatórias, sempre que a glândula sofre 

algum tipo de agravo, como as infecções, por exemplo, elevando o número de células 

somáticas no leite a medida em que a infecção progride (HAND et al., 2012). Por essa 

característica é um excelente parâmetro quantitativo de monitoramento da mastite no 

rebanho leiteiro, utilizado no diagnóstico da mastite subclínica (RIVAS et al., 2001; 

DEB et al., 2013), podendo ser realizada individualmente por animal ou em leite 

coletado diretamente do tanque (BRASIL, 2011). 

A composição do leite, em relação às células somáticas, varia de acordo com a 

espécie e com o tipo de secreção, se colostro, se leite de início ou do fim do período de 

lactação ou se leite mastítico (LIBERA et al., 2004). Além disso, aumentos na CCS 

podem ser influenciados pelo período do ano, volume de produção, número de 

lactações, distúrbios nutricionais (SHARMA et al., 2011) e patógenos envolvidos em 

possíveis infecções intramamárias (REIS et al., 2011). 

Na espécie bovina, a contagem total de células somáticas em leite produzido por 

vacas saudáveis deve ser inferior a 50.000 células/mL de leite (HAND et al., 2012). Já 

no leite de vacas com mastite subclínica este número pode chegar a 200.000 células/mL 

em média (HAGNESTAM-NIELSEN et al., 2009), sendo considerada alta a 

possibilidade de infecção da glândula mamária caso essa contagem ultrapasse as 

300.000 células/mL (BRESSAN et al., 2000). 

Em bubalinos, durante muito tempo utilizou-se os parâmetros bovinos de CCS 

para inferir o diagnóstico da mastite, entretanto estudos demonstraram que esta prática 

era inadequada e insatisfatória (AMARAL et al., 2005; CARVALHO et al., 2007; 

ESCRIVÃO et al., 2008), assumindo-se que a CCS no leite proveniente de búfalas 

sadias pode variar de 17.000 células/mL (CERON-MUÑOZ et al., 2002) a 100.000 

células/mL (SAHIN et al., 2017), sendo que uma CCS média de 137.000 células/mL já 

pode estar associada a infecções bacterianas (PIZAURO et al., 2014).  
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Em leite de cabras, a concentração de células somáticas é seguramente maior 

que na espécie bovina. Isso se deve à fisiologia da glândula, que na espécie caprina é do 

tipo apócrina, liberando parte da célula junto com seu produto de secreção (PAAPE et 

al., 2007). Assim, em leite de cabras saudáveis, a CCS pode variar de 270.000 de 

células/mL a 2.000.000 de células/mL (JIMÉNEZ-GRANADO et al., 2014), enquanto 

que 3.500.000 células/mL já significa intenso processo inflamatório na glândula 

mamária (LEITNER et al., 2016). 

Já para a espécie ovina, estudo realizado por Paape et al. (2007) observou que, 

em ovelhas com a glândula mamária saudável, a CCS em alguns animais foi de 

aproximadamente 30.000 células/mL de leite no pico da lactação, com valor médio de 

185.000 células/mL, mas nunca ultrapassando as 477.000 células/mL. Por outro lado, 

ovelhas com mastite subclínica apresentaram CCS média de 1.500.000 células/mL, 

nunca sendo menor que 1.000.000 células/mL, semelhante ao descrito por Leitner et al. 

(2016). 

Quando se trata da contagem diferencial das células somáticas do leite, em 

situação fisiológica, o leite bovino é composto por 3% de células polimorfonucleares 

(PMN), 79% de macrófagos, 16% de linfócitos e 2% de células do epitélio glandular 

(SHARMA et al., 2011). Em búfalas, PMNs correspondem a 22,5%, macrófagos 25,8%, 

linfócitos 30,8% e células do epitélio glandular 20,9% das células somáticas do leite 

(HUSSAIN et al., 2012). Já no leite caprino, a composição é de 72,6% de PMNs, 14,8% 

macrófagos, 12,4% linfócitos e 0,2% de células do epitélio glandular (BOULAABA et 

al., 2011), enquanto que em ovelhas, as proporções celulares do leite são de 31% de 

PMNs, 57% de macrófagos, 8% de linfócitos e 4% de células do epitélio glandular 

(MORGANTE et al., 1996). 

 

2.2.2. California Mastitis Test (CMT) 

California Mastitis Test (CMT) é um teste rápido, que pode ser realizado na 

propriedade no momento da ordenha, com a utilização de um kit comercial, composto 

por um reagente detergente tensoativo aniônico neutro que, em contato com quantidade 

igual de leite, libera o material genético celular ao romper a membrana plasmática dos 

leucócitos presentes no leite, dando consistência gelatinosa a essa mistura, variando de 

intensidade de acordo com a quantidade de leucócitos presente na amostra de leite 

(SCHALM; NOORLANDER, 1957). Dessa forma, o resultado do CMT pode ser 
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classificado com base na intensidade das reações observadas, sendo classificado como 

negativo quando não há formação de gel; uma cruz (+) quando a formação do gel é 

fraca; duas cruzes (++) quando a formação é moderada; e três cruzes (+++) quando a 

formação do gel é forte (KIVARIA et al., 2007), sendo uma ferramenta valiosa na 

determinação da mastite subclínica (SOUZA et al., 2012). 

Este método de diagnóstico indireto foi padronizado para a espécie bovina, 

devendo-se ter bastante critério na interpretação dos resultados em outras espécies. Para 

a espécie bovina, o diagnóstico de mastite subclínica é dado a partir do resultado uma 

cruz (+) no CMT, havendo boa correlação com o exame bacteriológico (BRITO et al., 

1997). Na espécie bubalina, segundo Oliveira et al. (2004), o uso do CMT pode ser 

controverso no diagnóstico preciso de mastite, uma vez que, em comparação com a 

espécie bovina, o número de células somáticas no leite de búfala é considerado baixo. 

Este fato foi verificado em um estudo que avaliou 651 amostras de leite bubalino com 

resultado positivo no CMT, porém, somente 330 (50,7%) foram positivas no exame 

bacteriológico, demonstrando baixa correlação entre os testes (MEDEIROS et al., 

2013). Por outro lado, outros estudos verificaram sensibilidade variando de 78% a 98% 

e especificidade variando de 88% a 93%, indicando boa correlação entre o CMT e 

outros métodos de diagnóstico de mastite em búfalas (PANCHAL et al., 2016; 

KRISHNAMOORTHY et al., 2017; TANMAY et al., 2018). Além disso, nos casos de 

discordância entre o método do CMT e o cultivo microbiológico, há de se considerar 

outros fatores que podem elevar o número de células no leite como as causas não 

infecciosas da mastite (PIZAURO et al., 2014). 

Na espécie ovina, a maioria dos estudos realizados sugere que reação de uma 

cruz (+) no CMT deve ser utilizada como ponto de corte para identificar glândulas 

infectadas e, portanto, com mastite subclínica (MCDOUGALL et al., 2001; 

CLEMENTS; TAYLOR; FITZPATRICK, 2003; NUNES et al., 2008). Peixoto et al. 

(2010b) relataram forte correlação (73,2%) entre o resultado uma cruz (+) no CMT e o 

exame bacteriológico em amostras ovinas. Também foi relatado que, em amostras de 

leite provenientes da espécie ovina, o percentual de culturas bacterianas com resultado 

positivo aumentou de 11,7%, entre as amostras com resultado negativo no CMT, para 

53,6%, entre amostras com resultado de três cruzes (+++) no CMT (ARSENAULT et 

al., 2008).  
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Para caprinos, a precisão do CMT também é questionável, devido à grande 

presença de células epiteliais no leite desta espécie, sendo sugerido por vários autores 

que a interpretação dos resultados seja de forma diferente da utilizada para os bovinos 

(HAENLEIN, 2002; MCDOUGALL et al., 2010; PERSSON; OLOFSSON, 2011; 

PEIXOTO et al., 2016). Neste caso, recomenda-se que o ponto de corte no CMT para a 

espécie caprina seja de duas cruzes (++). Este fato foi constatado e relatado por Peixoto 

et al. (2010), que obtiveram valores de concordância entre o exame microbiológico e o 

CMT igual a 81,4% para reações a partir de duas cruzes (++), embora o índice Kappa de 

concordância (K=0,17) tenha sido considerado baixo. 

Respeitando as peculiaridades de cada espécie, o CMT é de grande valia no 

diagnóstico das mastites, sendo recomendada a associação entre técnicas de diagnóstico 

direto e indireto para maiores chances de acerto (SOUZA et al., 2012; ZHAO et al., 

2015). 

 

2.2.3. Cultura microbiológica do leite 

 A análise microbiológica do leite é indispensável para a adoção de medidas de 

controle específicas no tratamento das mastites, sendo o isolamento do agente etiológico 

considerado o padrão ouro de diagnóstico das infecções intramamárias (BOGNI et al., 

2011; DEB et al., 2013). 

 A importância da realização do exame microbiológico no diagnóstico da mastite 

foi relatada por Dohoo et al. (2011b) que preconizaram a observação de culturas puras 

com o crescimento de, no mínimo, dez unidades formadoras de colônia (UFC), para que 

se atribua um determinado microrganismo como causa de mastite. Segundo Dohoo et al. 

(2011a), também é de grande importância atentar para o número de amostras de leite 

necessárias para a confirmação do diagnóstico de uma infecção intramamária, estando 

este número diretamente relacionado ao microrganismo envolvido, pois a sensibilidade 

e a especificidade do exame microbiológico podem variar de acordo com o 

microrganismo causador da mastite. 

 Neste contexto, o uso adequado de técnicas de cultura bacteriana aprimoradas 

pode aumentar significativamente a sensibilidade na detecção de microrganismos 

associados à mastite (BRITTEN, 2012). A identificação fenotípica dos microrganismos 

isolados, após a lactocultura, baseia-se na avaliação macro e microscópica da 
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morfologia das colônias, características de crescimento, resistência antimicrobiana e 

capacidade de metabolizar substratos, dentre outros, que são determinados por 

expressão gênica (ZADOKS; WATTS, 2009). 

 O diagnóstico microbiológico da mastite possui algumas vantagens, tais como: 

possibilita a identificação bacteriana por métodos fenotípicos que dependem de 

características bioquímicas comumente associadas a grupos específicos de bactérias, é 

de fácil execução, facilmente se dispõe desse serviço no mercado e tem baixo custo 

relativo (DUARTE et al., 2015). Entretanto, desvantagens também existem como, a 

variabilidade na expressão fenotípica de determinadas características entre isolados de 

uma mesma espécie, subjetividade na interpretação dos resultados, além de ser 

considerada laboriosa e demorada (ZADOKS; WATTS, 2009; RAEMY et al., 2013). 

Segundo Jaeger et al. (2017), o tempo mínimo necessário para uma leitura adequada de 

cada cultura é de, pelo menos, 24 horas, implicando em retardo significativo na 

exclusão de animais negativos para a mastite. 

 Durante anos, pesquisadores vêm tentando desenvolver métodos que aumentem 

a taxa de isolamento bacteriano na lactocultura como, pré-incubação e congelamento do 

leite, além de aumentar o volume de leite inoculado na placa de meio de cultura. Ao 

aumentar o volume inoculado de 0,01 para 0,1 mL de leite observou-se elevação 

significativa da sensibilidade do teste (VAKKAMÄKI et al., 2017), assim como o 

congelamento do leite e a pré-incubação por quatro horas elevou a taxa de culturas 

bacterianas com resultado positivo (DINSMORE et al., 1992). Porém, deve-se 

considerar que além de aumentar o número de culturas bacterianas com resultado 

positivo, essas técnicas também elevam a possibilidade de contaminação do leite (LAM 

et al., 2009). 

 Mais recentemente, sistemas de cultura microbiológica na própria fazenda vêm 

sendo utilizados, com resultados satisfatórios, apesar de relativamente apresentar baixa 

especificidade, oferecendo vantagens econômicas como a redução dos custos com a 

terapia e da quantidade de leite descartado (LAGO et al., 2011). Um dos principais 

sistemas de cultura na fazenda consiste de uma placa com dois meios de cultura 

diferentes, onde um permite o crescimento de bactérias Gram positivas e o outro de 

bactérias Gram negativas. Um segundo sistema de cultura na fazenda consiste de dois 

meios de cultura em duas placas diferentes, onde uma permite o crescimento não 

seletivo de bactérias aeróbias, enquanto a outra permite o crescimento exclusivo de 
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coliformes. Em estudo comparativo entre os dois sistemas, ambos foram capazes de 

isolar bactérias de casos clínicos de mastite, apresentando sensibilidades de 97,9%, para 

o primeiro sistema e 93,8%, para o segundo, e especificidades de 68,6% e 70,1%, 

respectivamente; entretanto não foi possível determinar se os isolados eram de fato a 

causa da mastite ou contaminação da amostra (DUARTE et al., 2015). Sendo assim, 

uma das desvantagens desses métodos é a manipulação por pessoas sem treinamento 

adequado em técnicas microbiológicas, diminuindo o potencial de uso das mesmas 

(GANDA et al., 2016). 

  

2.3. Staphylococcus spp. 

 Taxonomicamente, o gênero Staphylococcus pertence ao Filo Firmicutes, Classe 

Bacilli, Ordem Bacillales, Família Staphylococcaceae, onde estão agrupados outros 

gêneros de bactérias menos conhecidos como Gemella, Jeotgalicoccus, Macrococcus, 

Nosocomiicoccus e Salinicoccus. Atualmente são reconhecidas 47 espécies e 21 

subespécies de Staphylococcus (PRAX et al., 2013; PUBLIC HEALTH ENGLAND, 

2014) 

 Bactérias do gênero Staphylococcus (do grego “staphyle” = cacho de uvas, e 

“cocos” = grão) foram descritas, pela primeira vez por Ogston em 1880, ao relatar a 

ocorrência de “coccus” em formato de cacho de uva como causa de numerosos casos de 

doenças piogênicas (BAIRD-PARKER, 1990). 

 Staphylococcus são cocos Gram positivos, imóveis, não produtores de esporos e 

de tamanho variável (0,5 a 1,5 µm de diâmetro), sendo observados em microscopia de 

forma isolada, em pares ou em cadeias irregulares, semelhantes a cachos de uva. As 

colônias medem de 2 a 3 mm de diâmetro, após 24 horas de incubação, são opacas e 

apresentam cores que podem variar de branco a creme, mas ocasionalmente podem ser 

amarelas ou alaranjadas. A temperatura ótima de crescimento varia de 30 a 37 ºC. São 

anaeróbios facultativos e o seu metabolismo é fermentativo. Espécies de Staphylococcus 

são catalase positiva e oxidase negativa, com exceção das espécies S. sciuri, S. lentus, S. 

vitulinus, S. fleuretti, e S. caseolyticus, sendo este um dos fatores de diferenciação para 

o gênero Streptococcus, que é catalase negativa. Geralmente reduzem Nitrato a Nitrito, 

são sensíveis à lise por lisostafina e resistentes à lise por lisozima e são capazes de 

crescer em concentrações de 6,5% de cloreto de sódio (NaCl). Algumas espécies desse 

gênero produzem toxinas extracelulares, desoxirribonuclease (DNase) e/ou DNase 
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termoestável e em cultivo em Agar Sangue, algumas espécies também podem produzir 

beta-hemólise (MURRAY et al., 2009).  

 Uma das características bioquímicas mais utilizadas para diferenciação de 

espécies de Staphylococcus é a capacidade de coagular o plasma. Somente seis espécies 

desse gênero são tipicamente coagulase positiva (Staphylococcus coagulase positiva - 

SCP): Staphylococcus aureus, S. delphini, S. intermedius, S. lutrae, S. pseudintermedius 

e S. schleiferi subsp. coagulans; outras duas são coagulase variável: Staphylococcus 

hyicus e Staphylococcus agnetis; as demais compõem o grupo dos Staphylococcus 

coagulase negativa (SCN) (KONEMAN et al., 2008).  

 

2.3.1. Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus é a espécie de maior destaque entre os SCP e, 

consequentemente, é a mais estudada, sendo responsável por diversas doenças em 

humanos (osteomielites e endocardites, por exemplo) e animais (mastite é uma das 

principais), além de apresentarem resistência a um número cada vez maior de 

antimicrobianos (FLUIT, 2012; YANG et al., 2012). O nome S. aureus tem origem no 

latim (“aureus” = ouro) devido suas colônias apresentarem coloração dourada quando 

cultivadas em meio de cultura enriquecido. Essa característica é possível graças à 

capacidade desses microrganismos produzirem pigmentos carotenoides, que estão 

relacionados à defesa contra oxidantes produzidos pelo sistema imune do hospedeiro 

(LIU et al., 2005). 

Diversos fatores de virulência são produzidos por S. aureus e pelo menos 15 já 

foram descritos. Estes fatores de virulência são divididos em três grupos: adesinas – 

responsáveis por promover reconhecimento e adesão aos componentes da matriz 

extracelular; exotoxinas – dentre elas, as hemolisinas, nucleases, lipases, proteases, 

colagenases e hialuronidases e toxina de superantígeno – grupo de proteínas 

imunoestimuladoras potentes, assim como a toxina causadora da síndrome do choque 

tóxico (BAKER; ACHARYA, 2004; CARFORA et al., 2015).  De modo geral, a 

principal função das toxinas e enzimas produzidas por Staphylococcus aureus é 

converter os tecidos dos hospedeiros em nutrientes essenciais ao desenvolvimento 

bacteriano (DINGES et al., 2000). 
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Diferentemente de outras bactérias, S. aureus não são considerados 

tradicionalmente patógenos intracelulares, tal como Shigella flexineri e Listeria 

monocytogenes, apesar de existirem evidências da invasão e persistência desses 

microrganismos por longos períodos de tempo em diversos tipos de células, como 

fibroblastos, osteoblastos, queratinócitos, células endoteliais e epiteliais, em modelos 

experimentais de culturas celulares (POPOV et al., 2014).  

A capacidade de sobrevivência intracelular de S. aureus vem sendo relatada 

como um importante componente da patogênese das mastites (TURK, 2017). Amostras 

obtidas de animais mastíticos demonstraram a presença desse microrganismo dentro de 

células alveolares isoladas de leite, entretanto animais saudáveis também podem carrear 

essa bactéria de forma intermitente (ZHANG et al., 2016).  

Sabe-se que algumas cepas de S. aureus são adaptadas especificamente a 

determinados hospedeiros, enquanto outras têm a capacidade de colonizar diferentes 

espécies animais, o que sugere grande capacidade adaptativa dessa bactéria conforme 

interage com seu hospedeiro (PRICE et al., 2012). A comprovação de tal fato foi obtida 

em estudo realizado por Sakwinska et al. (2011), demonstrando que S. aureus podem ter 

especificidade sítio-hospedeiro, mesmo tendo observado cepas comuns entre amostras 

de leite mastítico, secreção nasal e mãos de ordenhadores e não ordenhadores. 

S. aureus tem sido apontado como um importante patógeno causador de mastite 

em diversas espécies animais (FOSTER, 2012; PICCININI et al., 2012). Geralmente 

esta bactéria coloniza o interior da glândula mamária, ou a pele e o canal dos tetos, 

especialmente quando se observa algum tipo de lesão nessas estruturas, podendo ser 

transmitido entre animais através de fômites. Esta bactéria também pode ser encontrada 

em diferentes sítios extramamários. Porém, quando a infecção é na glândula mamária, 

em decorrência da produção de suas toxinas, ocorre necrose do parênquima mamário 

com consequente perda de função secretora da glândula (TURK, 2017). Além disso, por 

serem potencialmente veiculadas pelo leite e seus derivados, toxinas produzidas por S. 

aureus têm sido comumente associadas a casos de intoxicação alimentar em humanos 

(FEITOSA et al., 2017). 

Mastites causadas por S. aureus apresentam-se, geralmente, de forma subclínica, 

persistindo por longos períodos de tempo (SOMMERHÄUSER et al., 2003), sendo 

publicados diversos estudos onde esta bactéria é a mais frequentemente relacionada a 

casos subclínicos de mastite (SÁ et al., 2004; ABERA et al., 2010; ZAFALON et al., 
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2012; SANTOS et al., 2014; ANUEYIAGU; ISIYAKU, 2015; ABEBE et al., 2016; 

SAGLAM et al., 2017). Apesar disso, S. aureus também foram relatados como causa de 

mastite clínica em várias espécies (CAPURRO et al., 2010; MARIN et al., 2010; 

JAMALI et al., 2014; ATTILI et al., 2016). 

 

2.3.2. Staphylococcus coagulase negativa (SCN) 

Segundo Taponen e Pyörälä (2009), Staphylococcus coagulase negativa também 

estão entre os microrganismos mais associados às infecções intramamárias em 

ruminantes. Mais de 40 espécies e subespécies estão catalogadas neste grupo de 

bactérias, sendo S. epidermidis, S. simulans e S. chromogenes as espécies mais isoladas 

em leite mastítico (KRISHNAMOORTHY et al., 2016). 

São considerados patógenos oportunistas, fazendo parte da microbiota natural da 

pele dos animais. Assim, o desencadeamento de mastite causada por SCN ocorre, 

somente, em condições que favoreçam a colonização do úbere por esses 

microrganismos, sendo inclusive considerado por alguns pesquisadores como 

microrganismos benéficos à saúde do úbere (VANDERHAEGHEN et al., 2014). 

Entretanto, diferenças ecológicas entre as espécies desse grupo de bactérias são 

relatadas no que se refere a adaptação destas ao hospedeiro, bem como seus principais 

reservatórios (ápice dos tetos, equipamentos de ordenha, luvas ou mãos dos 

ordenhadores) em diferentes rebanhos (VISSCHER et al., 2014). 

No que se refere à prevalência de mastite por SCN, levantamentos recentes 

apontam que pode haver grande variação na participação destes microrganismos nas 

diferentes regiões e países (KRISHNAMOORTHY et al., 2016). No Brasil, a 

prevalência de SCN como causa de mastite variou de 21,3 a 83,3% nas diferentes 

regiões estudadas, demonstrando sua importância como agente etiológico das infecções 

intramamárias, especialmente entre pequenos ruminantes, onde se observou as maiores 

taxas de prevalência desse microrganismo, enquanto são considerados patógenos 

menores na espécie bovina (ACOSTA et al., 2016). 

Estudos epidemiológicos sobre a participação de SCN em mastite ainda são 

incipientes, tendo em vista o despertar, relativamente recente, para a importância desse 

grupo de bactérias como patógenos (VISSCHER et al., 2014). Porém, sabe-se que SCN 
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são mais frequentes em casos subclínicos de mastite nas diversas espécies (TAPONEN; 

PYÖRÄLÄ, 2009). 

Em comparação com espécies de SCP, a produção de leite sofre menos impacto 

negativo em casos de mastite por SCN, havendo também uma menor elevação da 

contagem de células somáticas, surgimento de sinais sistêmicos também são menos 

frequentes, além de apresentarem melhor resposta ao tratamento, obtendo-se taxas de 

cura microbiológica de 80 a 90% (HOSSEINZADEH; SAEI, 2014; SWARTZ et al., 

2016). 

No entanto, o controle de mastite por SCN, pode ser dificultado devido à 

heterogeneidade deste grupo de bactérias. Em geral, as infecções por SCN são 

autolimitantes, sendo recomendado o tratamento apenas em casos necessários, segundo 

avaliação do médico veterinário, uma vez que estudos têm demonstrado que o uso 

inadequado de antimicrobianos contra SCN é capaz de selecionar cepas possuidoras de 

genes de resistência, servindo de reservatórios desses genes e podendo transmiti-los 

para outras espécies do gênero Staphylococcus spp. (ERGÜN et al., 2012). 

SCN apresentam alto potencial de resistência antimicrobiana, sendo relatado 

grande número de cepas portadoras de fatores genéticos indutores de resistência 

antimicrobiana, especialmente para a classe dos betalactâmicos, como os genes mecA e 

blaZ (MEDEIROS et al., 2011b; FRANÇA et al., 2012; MERZ et al., 2016), tornando 

comum a produção de betalactamases em espécies desse grupo (WALLER et al., 2011). 

 

2.4. Resistência a Betalactâmicos em Staphylococcus spp.  

 Tanto em medicina humana quanto veterinária, o surgimento e a disseminação 

de resistência antimicrobiana vêm se destacando como pontos críticos no controle de 

enfermidades infecciosas, não só por tornar o tratamento mais difícil, mas também por 

representar grande risco à saúde pública (MOTA et al., 2012). 

 Os mecanismos de resistência antimicrobiana podem ser divididos, quanto à 

origem, em duas categorias: intrínsecos ou adquiridos. No primeiro caso, a resistência 

antimicrobiana é exibida naturalmente por todos os indivíduos de uma determinada 

espécie bacteriana. Já a forma adquirida é resultante da obtenção de genes de resistência 

através de mutação em genes reguladores ou estruturais, ou por meio de elementos 

genéticos móveis como os plasmídeos e os transposons (MUNITA; ARIAS, 2016). 
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 Staphylococcus spp. se destacaram, ao longo do tempo, como microrganismos 

com grande capacidade de desenvolver resistência antimicrobiana, seja por via 

enzimática, modificação metabólica ou estrutural (MATHUR; SINGH, 2005; 

GIEDRAITIENĖ et al., 2011). Tal fato é notável ao se observar que pouco tempo após 

o início do uso clínico da penicilina, em meados da década de 40 do século passado, 

começaram a surgir as primeiras cepas de S. aureus resistentes a esse antimicrobiano. 

Essa resistência foi atribuída à ação de uma enzima hidrolítica, na época, denominada 

penicilinase e, mais tarde, chamada de betalactamase (VENTOLA, 2015). Como 

alternativas para tratar o crescente número de infecções causadas por cepas resistentes à 

penicilina, no início da década de 60, surgiram as penicilinas sintéticas, como meticilina 

e oxacilina, antimicrobianos pertencentes à classe dos beta-lactâmicos assim como a 

penicilina. Entretanto, ainda no início da década foram registrados os primeiros isolados 

de S. aureus resistentes à meticilina (MRSA) na Europa e, posteriormente, no mundo 

inteiro (GREMA, 2015), principalmente em unidades de terapia intensiva (UTIs), onde 

a taxa de infecção por MRSA pode ser superior a 50% (ASLAM et al., 2013; CHO et 

al., 2017). 

 Beta-lactâmicos é uma classe antimicrobiana que possui considerável 

importância clínica em razão da sua elevada eficácia terapêutica e da baixa toxicidade. 

Esta classe representa inúmeros antimicrobianos, sendo definida quimicamente pela 

existência de um anel beta-lactâmico (BARD et al., 2014).  

 O mecanismo de ação dessa classe é determinado pelo anel beta-lactâmico 

através da inibição da síntese de peptidioglicanos. Este fato lhe confere também a baixa 

toxicidade, uma vez que sua atuação é em um componente da parede celular das 

bactérias, que não é encontrado em células eucarióticas (AZEVEDO, 2014). Entretanto, 

o anel beta-lactâmico também é o alvo das betalactamases, principal mecanismo de 

resistência a essa classe antimicrobiana por parte das bactérias (SHAIKH et al., 2015). 

 Diversas formas de resistência antimicrobiana são conhecidas, porém quando se 

trata de resistência a beta-lactâmicos, três mecanismos principais são descritos: ação 

enzimática, destruindo total ou parcialmente o anel beta-lactâmico; modificação do alvo 

antimicrobiano, causando diminuição, ou perda total da afinidade entre o 

antimicrobiano e o seu sítio de ligação; e atuação de bombas de efluxo, expulsando os 

fármacos antimicrobianos do citoplasma, ou periplasma bacterianos  (MAJIDUDDIN et 

al., 2002). 
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2.4.1. Betalactamases 

 Atualmente, estão catalogadas mais de 900 betalactamases diferentes e 

dependendo da sua especificidade podem ser classificadas como penicilases, 

carbapenemases ou cefalosporinases (ÖZTÜRK et al., 2015). 

Betalactamases são enzimas que têm a capacidade de hidrolisar os beta-

lactâmicos, tornando-os ineficazes. Especula-se que, provavelmente, antes mesmo da 

descoberta dos beta-lactâmicos essas enzimas já existissem, supostamente com outras 

funções nas bactérias (MAJIDUDDIN et al., 2002).  

 Estas enzimas são produzidas por bactérias Gram positivas, anaeróbicas e Gram 

negativas, apresentando grande importância neste último grupo, onde a produção dessa 

enzima é o principal mecanismo de resistência aos betalactâmicos (SHAIKH et al., 

2015). Essa produção enzimática pode ser mediada por genes plasmidiais ou 

cromossômicos, e nesse caso são facilmente induzíveis (WILKE et al., 2005; OLSEN et 

al., 2006). Por outro lado, quando estão relacionadas à presença de plasmídeos são 

transferidas com facilidade, como ocorre nas betalactamases produzidas por Moraxella 

catarrhalis, Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae e 

Staphylococcus aureus (SUAREZ; GUDIOL, 2009). 

 O gene responsável pela indução da síntese dessa enzima é o blaZ. Esta síntese 

pode ocorrer de forma constitutiva ou regulada pela presença de antimicrobiano no 

meio, através do gene antirrepressor blaRI e do gene  repressor blaI (LI et al., 2007), já 

tendo sido relatada a transferência desse gene entre cepas de SCN e S. aureus, o que 

sugeriu que SCN sejam reservatórios desses genes para outras espécies de bactérias 

(OLSEN et al., 2006). 

 A presença do gene blaZ vem sendo relatada em bactérias isoladas tanto em 

humanos (SCHMIDT et al., 2015) como em cães (KANG et al., 2014), gatos 

(BIEROWIEC et al., 2016), bovinos (KLIMIENE et al., 2016), bubalinos (MEDEIROS 

et al., 2011b), caprinos e ovinos (MERZ et al., 2016) e diversas outras espécies animais 

(BAGCIGIL et al., 2012).  

 No Brasil, o gene blaZ foi observado em diversos estudos que caracterizaram 

Staphylococcus spp. isolados de casos de mastite, principalmente na espécie bovina, 

demonstrando que este gene está amplamente distribuído entre cepas de todo o país. Na 

região Nordeste, por exemplo, Krewer et al. (2015) detectaram a presença desse gene 
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em 93,1% (203/218) das cepas isoladas de rebanhos bovinos. Já no Rio de Janeiro, a 

prevalência do gene foi de 5,2% (13/250) dentre as amostras avaliadas (MENDONÇA 

et al., 2012). Na China, Yang et al. (2015) detectaram o gene blaZ em 94,6% (35/37) 

dos Staphylococcus aureus resistentes à penicilina avaliados por eles. Resultado 

semelhante foi verificado por Szweda et al. (2014), na Polônia, ao analisarem 123 cepas 

de S. aureus e detectarem a presença do gene em 25 de 29 cepas resistentes à penicilina, 

demonstrando assim que esse gene também é bastante presente em diferentes regiões do 

mundo. 

 

2.4.2. Modificação dos sítios de ligação (PBPs) 

 Outro mecanismo de resistência bacteriana frente aos beta-lactâmicos é a 

modificação do sítio de ligação dessa droga na bactéria. A ineficácia do antimicrobiano 

fica evidente, neste caso, a partir do entendimento de que, para exercerem sua atividade, 

os beta-lactâmicos precisam se ligar às proteínas ligadoras de penicilina, do termo em 

inglês penicilin-binding-protein (PBPs), existentes nas camadas mais externas da 

membrana citoplasmática bacteriana, às quais os betalactâmicos se ligam para penetrar 

no citoplasma da célula (LESKI; TOMASZ, 2005). 

 PBPs são proteínas com atividade enzimática de grande importância na síntese 

da parede celular bacteriana, sendo encontrada naturalmente em quatro formas ativas 

denominadas de 1, 2, 3 e 4 (LESKI; TOMASZ, 2005). Entretanto, bactérias resistentes 

têm a capacidade de modificar essas proteínas, mais precisamente pela produção de uma 

PBP diferente das endógenas, chamadas de PBP2a ou PBP2’, como ocorre com os 

Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA), mantendo sua atividade 

enzimática ativa, mas diminuindo a afinidade com os beta-lactâmicos e, 

consequentemente, a efetividade do antimicrobiano. Assim, na presença de beta-

lactâmicos, as PBPs endógenas são desativadas, enquanto a PBP2a consegue manter a 

síntese de parede celular (SUAREZ; GUDIOL, 2009). Felizmente, nesses casos, as 

cefalosporinas de 5º geração (ceftobiprole e ceftaroline) possuem afinidade com todos 

os tipos de PBPs, incluindo a PBP2a, representando uma alternativa no tratamento das 

infecções por MRSA (SARAVOLATZ et al., 2011). 

 O determinante genético para a modificação dessas proteínas é o gene mecA. 

Este gene está localizado numa ilha genética móvel denominada Staphylococcal 

Cassette Chromosome mec (SCCmec), facilitando sua transferência horizontal entre 
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diferentes cepas bacterianas (KONDO et al., 2007). Atualmente, estão caracterizados 

doze tipos diferentes do SCCmec (SCCmecI a XII), de acordo com as sequências de 

nucleotídeos observadas (SHORE; COLEMAN, 2013; WU et al., 2015). 

 Além disso, em 2011, um gene homólogo ao gene mecA, chamado de mecC foi 

detectado em amostras de leite de vacas na Inglaterra (SHORE et al., 2011) e em 

amostras clínicas humanas no Reino Unido e Dinamarca (GARCÍA-ÁLVAREZ et al., 

2011), passando, posteriormente, a ser detectado em vários outros países a partir de 

amostras clínicas humanas (KERSCHNER et al., 2015; BECKER et al., 2016; 

LINDGREN et al., 2016) e de leite de vacas (LAURENT et al., 2012; UNNERSTAD et 

al., 2013; GINDONIS et al., 2013).  

 A frequência de Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (MRS) em 

medicina veterinária é relativamente baixa, quando comparada aos relatos em humanos 

(VANDERHAEGHEN et al., 2014). No Brasil, Mendonça et al. (2012) analisaram 250 

Staphylococcus spp. isolados de mastite bovina no estado do Rio de Janeiro, mas não 

detectaram a presença dos genes mecA ou mecC em nenhum dos isolados. O mesmo 

resultado foi observado por França et al. (2012) em 210 cepas de Staphylococcus spp. 

isoladas de mastite caprina e ovina na região Nordeste do Brasil. Já na espécie bubalina, 

Medeiros et al. (2011b) detectaram o gene mecA em 5,5% dos 199 Staphylococcus spp. 

analisados. Esse padrão se observa em outros países do mundo, como na Índia, onde 

Kutar et al. (2015) testaram 52 isolados de Staphylococcus aureus e encontraram 9,61% 

portadores do gene mecA em casos de mastite bovina e bubalina. Por outro lado, na 

China, 47,6% (49/103) dos isolados foram positivos para o gene mecA, apesar de 37 

destas terem sido sensíveis, no teste fenotípico, à oxacilina, antimicrobiano padrão para 

detecção de resistência à meticilina, enfatizando a importância da utilização de métodos 

genotípicos na detecção de MRSA (PU et al., 2014). 

 

2.4.3. Bombas de efluxo 

 Por fim, mas não menos importante, a ação de bombas de efluxo compõem um 

outro mecanismo de resistência antimicrobiana. Bombas de efluxo são proteínas de 

transporte envolvidas na extrusão de substâncias tóxicas à célula, incluindo todas as 

classes de antimicrobianos clinicamente relevantes, do meio intracelular para o 

ambiente externo. Estas proteínas são encontradas tanto em bactérias Gram negativas 

como Gram positivas, bem como em organismos eucariotos. Podem ser específicas para 
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um substrato ou transportar compostos estruturalmente semelhantes, incluindo 

antimicrobianos de diferentes classes, o que permite a algumas bombas de efluxo 

estarem associadas à multirresistência antimicrobiana (WEBBER; PIDDOCK, 2003). 

 O primeiro sistema de efluxo foi descrito no início dos anos 80, conferindo a 

capacidade de bombear tetraciclina para fora do citoplasma de Escherichia coli 

(MCMURRY et al., 1980). Desde então, diversos outros sistemas de efluxo foram 

caracterizados em inúmeras bactérias, possibilitando o bombeamento de uma grande 

gama de substâncias (MUNITA; ARIAS, 2016). 

Cinco famílias de bombas de efluxo são conhecidas, são elas: SMR (Small 

Multidrug Resistance), RDN (Resistance-Nodulation-Division), ABC (Adenosine 

Triphosphate (ATP)-Binding Cassette), MFS (Major Facilitator Superfamily) e MATE 

(Multidrug And Toxic Compound Extrusion),  formadas por diferentes proteínas que são 

agrupadas de acordo com a sequência de aminoácidos que as compõem (SOUSA, 

2006). Nos microrganismos Gram positivos, a família MFS é a de maior relevância, 

com destaque para a proteína NorA em Staphylococcus aureus e PmrA em 

Streptococcus pneumoniae (BLANCO et al., 2016). 

 A expressão dessas proteínas é determinada por genes presentes no cromossomo 

ou em elementos genéticos móveis. Nesse contexto, as bombas de efluxo codificadas 

por genes presentes no cromossomo bacteriano podem explicar a resistência inerente de 

algumas espécies bacterianas a grupos específicos de antimicrobianos como a 

resistência intrínseca de Enterococcus faecalis à estreptogramina A (SINGH et al., 

2002). 

 Diversos estudos têm relatado a presença de bombas de efluxo como mecanismo 

de resistência em Staphylococcus spp., com prevalências variando de 0,9% (2/218) 

(KREWER et al. 2015), no Nordeste do Brasil a 70% (42/60) no Irã (HASSANZADEH 

et al., 2017) e, em virtude dessa variação observada, mais estudos continuam sendo 

estimulados para tentar esclarecer a participação desse mecanismo na resistência 

antimicrobiana em Staphylococcus spp. (LEKSHMI et al., 2018). 
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2.5. Métodos de Detecção de Resistência in vitro 

2.5.1. Disco-difusão em ágar 

 O teste de disco-difusão é o método oficial para avaliação de resistência 

antimicrobiana na rotina de diversos laboratórios, sendo o CLSI (Clinical and 

Laboratory Standards Institute) o responsável pela publicação da maioria dos métodos 

aprovados e aceitos, atualmente no mundo, para análise de bactérias e leveduras (CLSI, 

2015). 

 Este método consiste na inoculação de microrganismos, em concentração 

conhecida em placas contendo ágar. Em seguida, discos de papel filtro com 

aproximadamente 6 mm de diâmetro, impregnados com os antimicrobianos também em 

concentração conhecida, são aplicados sobre a superfície do ágar. As placas são então 

incubadas em condições adequadas, a depender do microrganismo. Geralmente, o 

antimicrobiano se difunde pelo ágar, inibindo o crescimento bacteriano, sendo realizada 

a medição do diâmetro de inibição do crescimento. Por fim, estas medidas são 

comparadas aos padrões previamente determinados para classificação do microrganismo 

como sensível, intermediário ou resistente àquele antimicrobiano específico 

(JORGENSEN; FERRARO, 2009). 

 O teste de disco-difusão tem algumas vantagens sobre outros métodos como, 

simplicidade na execução, baixo custo, possibilidade de testar inúmeros microrganismos 

e antimicrobianos com menos trabalho e a facilidade na interpretação dos resultados. 

Entretanto, algumas desvantagens também são observadas, pois esta técnica permite 

apenas uma avaliação qualitativa e nem todos os microrganismos fastidiosos podem ser 

avaliados com acurácia por essa técnica (BALOUIRI et al., 2016) 

 

2.5.2. Microdiluição em caldo  

 A microdiluição em caldo é um dos métodos mais básicos na avaliação da 

suscetibilidade antimicrobiana. O procedimento envolve a diluição seriada da droga 

antimicrobiana (por exemplo: 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 mg/mL, podendo variar de 

acordo com o ponto de corte para fármaco testado) em um meio de cultura líquido 

distribuído em placas de microdiluição com 96 poços. Em seguida, cada poço é 

inoculado com o inóculo da bactéria a ser testada, previamente preparado no mesmo 

meio de cultura líquido, com concentração bacteriana ajustada para 0,5 na escala de 
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McFarland. Posteriormente, as placas são incubadas em condições que podem variar, de 

acordo com o microrganismo avaliado, sendo lidas em leitor de densidade óptica após o 

período de incubação (CLSI, 2015).  

 Esta técnica permite verificar a mínima concentração antimicrobiana capaz de 

inibir o crescimento bacteriano (concentração inibitória mínima – CIM), sendo esta uma 

de suas maiores vantagens. Por outro lado, esse teste pode ser entediante, quando 

realizado em larga escala, demanda maiores habilidades manuais, está sujeito a erros na 

preparação das soluções de antimicrobianos, além de necessitar de número maior de 

equipamentos para a sua execução, sendo estas algumas desvantagens dessa técnica 

(JORGENSEN; FERRARO, 2009). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Geral 

Caracterizar os perfis genotípico e fenotípico de resistência a beta-lactâmicos e 

outros antimicrobianos em Staphylococcus spp. isolados de mastite em ruminantes do 

Nordeste do Brasil. 

 

3.2. Específicos 

 Isolar Staphylococcus spp. de amostras de leite de vacas, búfalas, cabras e 

ovelhas com mastite; 

 Identificar bioquímica e molecularmente Staphylococcus aureus nas amostras 

de leite bovino; 

 Identificar bioquímica e molecularmente Staphylococcus coagulase negativa 

nas amostras de leite das espécies bubalina, caprina e ovina; 

 Caracterizar o perfil de resistência antimicrobiana dos S. aureus e 

Staphylococcus coagulase negativa frente a beta-lactâmicos e outros 

antimicrobianos; 

 Caracterizar as concentrações inibitórias mínimas (CIMs) de betalactâmicos 

frente a Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase negativa isolados; 

 Verificar o índice de resistência múltipla aos antimicrobianos (IRMA) entre 

os S. aureus e Staphylococcus coagulase negativa isolados; 

 Detectar a presença molecular do gene blaZ codificador da produção de 

betalactamase em Staphylococcus spp; 

 Detectar a presença dos genes mecA e mecC codificadores da resistência à 

meticilina em Staphylococcus spp. 
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High frequency of beta-lactam resistance among Staphylococcus aureus isolated 

from bovine mastitis in Northeast of Brazil  

ABSTRACT 

Beta-lactams are antimicrobials commonly used in the treatment of bovine mastitis 

caused by Staphylococcus aureus. Resistance to beta-lactams may occur through 

mechanisms such as beta-lactamases production, alteration of the antimicrobial target or 

reduction in the amount of the antimicrobial that reaches the target caused by decrease 

permeability or by an exit increase. The objective of this study was to evaluate the 

resistance profile of Staphylococcus aureus isolated from mastitis in Northeastern 

Brazil against beta-lactam and other antimicrobials. A total of 161 strains of 

Staphylococcus aureus isolated from milk samples with mastitis were analyzed. 68.9% 

(111/161) of S. aureus were positive for the blaZ gene, while mecA and mecC genes 

were not detected. The highest rates of antimicrobial resistance occurred for 

amoxicillin, ampicillin and penicillin with 77.6% (125/161), 67.7% (109/161) and 

64.6% (104/161), respectively, in the disk-diffusion technique. Amoxicillin had 91.3% 

(147/161) of resistance in minimal inhibitory concentration detection and 9.3% (15/161) 

of S. aureus were multidrug resistant. It is concluded that there is a high prevalence of 

beta-lactam resistant S. aureus in the Northeast region of Brazil, and the blaZ gene is 

the main inducer of resistance to this antimicrobial class. These levels of antimicrobial 

resistance should be considered as an alert to animal and human health. 
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INTRODUCTION 

Mastitis is a plurietiological and multifactorial disease of the mammary gland, 

responsible for considerable damages to the properties with creations directed to milk 

production and to the dairy industry, as much for the expenses with control and 

prophylaxis, as for the decrease in quantity, quality and industrial yield of the milk 

produced.
1 

Main microorganisms involved in the infectious etiology of bovine mastitis are those of 

contagious origin, especially bacteria of the genus Staphylococcus spp., because they 

have high frequency in the world herds and are difficult to treat due to the high 

antimicrobial resistance and the presence of several mechanisms of virulence.
2
 

Staphylococcus aureus is the most important bacteria in the etiology of this disease, 

found in both clinical and subclinical cases,
3
 and has an impact on public health due to 

its capacity to cause food poisoning and to transfer antimicrobial resistance.
4 

Prophylactic or therapeutic use of antibiotic in mastitis is one of the main reasons for 

the use of antimicrobials in dairy herds,
5
 and beta-lactams are the most frequently used 

antimicrobials in dairy cattle. As a result, worrying rates of resistance to this 

antimicrobial class are observed in microorganisms involved in mastitis.
6 
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Considering the importance of Staphylococcus aureus as mastitis cause in cows and its 

impact on the milk production chain in Northeast region of Brazil, aimed to study the 

resistance profile of this bacterium to beta-lactams. 

MATERIAL AND METHODS 

Ethical approval 

This study was approved by the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA) of 

the Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE), Recife, Brazil (License No. 

079/2014). 

Bacterial isolates 

A total of 936 cow milk samples, from 25 farms, located in the states of Alagoas, Bahia, 

and Pernambuco, Northeast of Brazil, were analyzed. Milk samples with  California 

Mastitis Test (CMT) ≥1+ or positive samples in the screened cup test, 538 in total, were 

plated in 5% sheep blood agar and incubated at 37ºC for 24 to 48 hours. Afterwards, a 

presumptive classification of S. aureus based on colony morphology, dyeing 

characteristics in the Gram technique and biochemical tests such as DNase production, 

catalase, coagulase and mannitol fermentation was performed.
7 

Genomic DNA extraction and Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Isolates classified as S. aureus in the biochemical tests had the genomic DNA extracted 

from 1mL of culture grown in BHI broth (Brain Heart Infusion) using the Wizard Kit 

SV Genomic DNA Purification System (Promega® - Madison, Wisconsin, USA), 

according to the manufacturer's instructions. For molecular confirmation of isolates 

such as Staphylococcus aureus, PCR was performed for amplification of the nuc gene, 

specific for S. aureus, and then for the blaZ gene encoding betalactamases, in addition 

to mecA and mecC genes, inducers of alteration of the antimicrobial target. 

Reactions were assembled separately for each gene in a final volume of 15μL per well, 

containing 100ng DNA template, 10pmol of each oligonucleotide (Tab.1), Taq buffer 

(10mM Tris, 50mM KCl, 2.5mM MgCl2), 200mM dNTPs and 1U Taq DNA 

polymerase (Cenbiot, Taq DNA polymerase, Ludwig Biotec, Porto Alegre, RS, Brazil). 

Thermal profiles of the amplifications was 4 min. at 94 °C, followed by 32 cycles of 

denaturation at 94 °C for 30 sec., annealing at 65 °C for 30 sec. (nuc gene), 50.5 °C for 

30 sec. (blaZ gene) or 55 °C (mecA and mecC genes) and extended at 72 °C for 30 sec, 

with final extension at 72 °C for 5 min. Then 10μL of each reaction was electrophoresed 

for 40 minutes at 100V in 1.5% agarose gel stained with BlueGreen, visualized and 

photo documented under ultraviolet light. 

Antimicrobial susceptibility test 

In vitro antimicrobial resistance was determined by disc-diffusion method for the 

following drugs: amoxicillin (30μg), ampicillin (10μg), cefotaxime (30μg), cefoxitin 

(30μg), ceftriaxone (30μg), gentamicin (10μg), norfloxacin (10μg), oxacillin (1μg), 

penicillin G (10U), sulfazotrim (23.75/1.25μg), tetracycline (30μg) and vancomycin 
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(30μg). Multiple antimicrobial resistance (MAR) index was calculated according to 

literature.
12

 Minimum inhibitory concentration (MIC) for antimicrobials (amoxicillin, 

cephalexin, cefotaxime, ceftriaxone and oxacillin) was also detected according to 

CLSI.
13 

Statistical analysis 

Statistical differences in antimicrobial resistance frequencies were calculated using the 

Fisher Exact test (p≤0.05) (Epi Info™, version 7.2). For the other analyzes, descriptive 

statistics were used, calculating the absolute and relative frequencies of the results.
14 

RESULTS 

A total of 298 Staphylococcus spp. were recovered from the 538 cultivated samples, of 

which 161 (54.0%) had a presumptive classification of Staphylococcus aureus in the 

biochemical tests and 100% of them (161/161) were confirmed in the molecular test (nuc 

gene) ( Fig.1). 

 

 
Figure 1: Amplification of nuc gene fragment in S. aureus isolated from cow’s milk with 

mastitis. Column M: 100pb molecular weight marker; Columns A1 to A4: Samples 

tested; Column C+: Positive control; Column C-: Negative control. 

 

BlaZ gene (Fig. 2) was detected in 68.9% (111/161) of the S. aureus isolates and the 

mecA and mecC genes were not detected in any of the isolates tested. 
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Figure 2: Amplification of blaZ gene fragment in S. aureus isolated from cow’s milk 

with mastitis. Column M: 100pb molecular weight marker; Column C-: Negative 

control; Column C+: Positive control; Columns A1 to A3: Samples tested with positive 

result; Column A-: Sample tested with negative result. 

 

Percentage of resistance in the S. aureus disc-diffusion technique for the tested 

antimicrobials is shown in table 2. 

There was a significant difference between the antimicrobial resistance indexes per 

group, especially amoxicillin, ampicillin and penicillin, belonging to the beta-lactam 

group, compared with norfloxacin (fluoroquinolones), gentamicin (aminoglycosides), 

vancomycin (glycopeptides) and sulfazotrim (p <0.05). There was no statistical 

difference between the representatives of beta-lactams and tetracycline (tetracyclines) 

(p≥0.05). 

Multiple antimicrobial resistance (MAR) index ranged from 0 to 0.6 among the isolates, 

9.3% (15/161) of which were considered multidrug resistant, while 26.7% (43/161) of 

the strains were sensitive to all the drugs tested. 

Minimum inhibitory concentration (MIC) showed that amoxicillin had a higher 

resistance index, 91.3% (147/161) were resistant to this drug, requiring at least 128 

μg/mL of this drug to have antimicrobial action, while the cutoff point is 8μg/mL. 

Cephalexin was ineffective for 39.1% (63/161) of S. aureus, followed by ceftriaxone 

with 20.5% (33/161), oxacillin with 18.6% (30/161), and cefotaxime with 7.5% 

(12/161). 

DISCUSSION 

These data include the most extensive study on the antimicrobial resistance of 

Staphylococcus aureus to beta-lactams, fluoroquinolones, sulfonamides, tetracyclines, 

aminoglycosides and glycopeptides in Alagoas, Bahia, and Pernambuco states, and they 

are widely used in the treatment of bacterial diseases in ruminants, including mastitis. 

Staphylococcus aureus were identified by biochemical and molecular tests in 29.9% 

(161/538) of the cultivated samples. This finding is similar to that described in the 
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worldwide literature on the etiology of mastitis.
15-17

 Studies in Brazil have shown that the 

frequency of S. aureus in bovine mastitis can vary between 3.2% and 70.9%.
18, 19

 In 

Northeast of Brazil, where this study was conducted, the dry climate prevails most of the 

year, mainly in the municipalities where the milk basins are located. According to 

researchers, the dry climate may favor the prevalence of contagious agents in mastitis.
3
 In 

addition, S. aureus as well as other contagious microorganisms are generally found in the 

udder and on the surface of the infected cows' teat, which is the primary source of 

infection for healthy animals, which usually occurs during milking.
20

 High prevalence of 

S. aureus has been associated with the absence of pre- and post-dipping, washing and 

disinfection of the hands of milkers and equipment between milking and non-discarding 

of cows with chronic mastitis.
21 

High in vitro resistance rates of S. aureus to amoxicillin, penicillin and ampicillin were 

observed in this study, limiting the indication of these antimicrobials in the treatment of 

mastitis in this region. These data are in agreement with those described in the Brazilian 

literature
22-25

 and worldwide.
5,8,26

 The constant and unaddicted use of these 

antimicrobials in dairy herds from the studied region has also been reported in other 

countries in world.
26,27

 In this region, beta-lactams (amoxicillin, ampicillin and 

penicillin) are widely used in the intramammary or systemic treatment of mastitis and 

other infectious diseases without sensitivity tests.
2
 This strongly contributes to the high 

rates of resistance to these antimicrobials through various mechanisms such as efflux 

pump, alteration of target drug in the microorganism, and degradation or modification of 

drug molecules by enzymes.
28

 These mechanisms are conferred by genes that can be 

acquired by horizontal transfer or by spontaneous mutation,
29,30

 being the populations, 

carriers and resistant, selected through selection pressure, mainly by antimicrobial sub-

dosages.
31

 Often, the choice by the cattle rancher of the antimicrobials used in the herd is 

made without laboratory support such as lactoculture and antibiogram, considering only 

the cost of the drug and the period of discarding the milk after treatment.
32

 To reduce the 

negative impact of antimicrobial use in dairy herds, it is important to obtain guidance 

from the veterinary service with a technical and judicious basis to reduce the 

multiplication of resistant microorganisms. 

On the other hand, considering the high efficacy observed in vitro for antimicrobials: 

sulfazotrim, gentamicin, cefoxitin and norfloxacin compared to S. aureus strains 

analyzed, these may be indicated as an alternative for the treatment of intramammary 

infections in the herds of this region. 

Based on MAR, which in this study ranged from 0 to 0.6, multidrug resistance observed 

among S. aureus isolates was 9.3% (15/161), being smaller than the results obtained by 

Nader Filho
23

, Ribeiro
33

 and Krewer
25

 who reported 48.6%, 39.6% and 65.6% of 

multidrug resistance, respectively. Although the multidrug resistance rate observed is 

relatively low, determining antimicrobial sensitivity profiles favors the rational control of 

mastitis, allowing the selection of drugs more appropriate for the treatment of mastitis 

and reducing the selection pressure of the microorganisms involved.
 34
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High amoxicillin resistance (91.3%) detected in the minimal inhibitory concentration 

technique reinforced the results obtained in the disk-diffusion technique, in addition to 

dimensioning the resistance intensity, where a high tolerance of S. aureus strains was 

observed for this antimicrobial base. Although all drugs tested in the MIC are beta-

lactams, the mechanisms of resistance involved may vary according to the genetic 

characteristics of the microorganism, so susceptibility to different beta-lactams may also 

vary.
35

 In this case, resistance to amoxicillin is associated with beta-lactamases 

production, which is the same mechanism observed in penicillin-resistant strains, while 

resistance to oxacillin, ceftriaxone and cefotaxime would be related to the modification 

of the penicillin binding protein (PBP), a mechanism present in methicillin-resistant 

strains (MRSA).
36,37 

Although the disk-diffusion method is the routine test used to determine susceptibility to 

antimicrobials, cutoff points for this methodology are based on serum drug 

concentration,
13

 and there may be variations between the concentration of circulating 

antimicrobial and in the sites of action, where these drugs may be more, or less 

concentrated.
38

 In the case of intramammary application, the mammary gland can 

concentrate the antimicrobial and, with this, the minimum inhibitory concentration (MIC) 

may be reached at this site. Therefore, many microorganisms considered resistant in the 

antibiogram may respond to the intramammary treatment of mastitis.
39

 To confirm this 

hypothesis, studies are needed to assess MIC in association with the pharmacokinetics 

and pharmacodynamics of antimicrobials in the mammary gland. 

Presence of the blaZ gene in 68.9% (111/161) analyzed S. aureus is compatible with the 

proportion of isolates resistant to ampicillin and penicillin, which were 67.7 and 64.6% 

respectively. According to researchers,
40

 in Gram positive bacteria, the production of 

beta-lactamase enzyme occurs only in the presence of inducers such as penicillin, which 

is generally observed in bovine herds studied because they are exposed to antimicrobials 

more frequently due to the management intensive, exerting selection pressure for 

resistant microorganisms. 

Use of penicillin in the treatment of infections caused by Staphylococcus aureus is in 

disuse in human and veterinary medicine due to the high frequency of resistant isolates 

for many decades, especially in animal species of production.
2,8,22,40 

However, the 

empirical and constant use of this drug is still a reality in many dairy herds,
41

 and 

constant monitoring of the circulating strains should be maintained in addition to dose 

and treatment period attention, avoiding sub-dosages. 

Absence of S. aureus strains carrying the mecA and mecC genes in this study differs 

from studies in other countries that have demonstrated the presence of these genes in S. 

aureus isolates from bovine mastitis.
42-45

 This absence of mecA and mecC genes 

reinforces the participation of the blaZ gene in the beta-lactam resistance mechanism 

verified in this study, once a high production of betalactamases may lead to oxacillin 

resistance in strains of Staphylococcus spp.
 46

 

Studies of this nature have a great impact on national livestock, as they contribute to the 

planning of control of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) in herds, 
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which would make them reservoirs of antimicrobial resistance genes with risk of 

transmission to humans, in addition to making it increasingly difficult to treat 

intramammary infections. 

 

CONCLUSION 

Results obtained in this study demonstrate that bacteria of the genus Staphylococcus 

spp. have great importance in the epidemiology of bovine mastitis in this region, with 

emphasis on S. aureus. Profile of beta-lactam resistance among S. aureus. from this 

region is due the expression of blaZ gene, determining betalactamase production.  

Levels of beta-lactam resistance observed alert to the risk of transmission of these 

microorganisms to humans. It is recommended the constant monitoring of circulating 

microorganisms, as well as the choice and judicious use of antimicrobial drugs to 

control mastitis, avoiding the selection of resistant bacteria. 
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Table 1: Oligonucleotides sequences and sizes of the amplified 

fragments, in base pairs (bp), used in this study 

Oligonucleotide Sequence (5’-3’) 
Amplicon 

(bp) 

nuc
8 F-GCGATTGATGGTGATACGGTT                       

R-AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 
279 

blaZ
9 F-AAGAGATTTGCCTATGCTTC                       

R-GCTTGACCACTTTTATCAGC 
517 

mecA
10 F-TGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGAT          

R-CTAATCTCATATGTGTTCCTGTATTGGC 
155 

mecC
11 F-CATTAAAATCAGAGCGAGGC                       

R-TGGCTGAACCCATTTTTGAT 
188 

 

Table 2. Percentage of antimicrobial resistance of 

Staphylococcus aureus isolated from mastitis in 

cows of Alagoas, Bahia and Pernambuco, Brazil, 

by disc-diffusion technique 

 S. aureus (n=161) 

Amoxicillin (30µg) 125 (77,6%) 

Ampicillin (10µg) 109 (67,7%) 

Penicillin G (10U) 104 (64,6%) 

Tetracycline (30µg) 24 (14,9%) 

Ceftriaxone (30µg) 12 (7,5%) 

Oxacillin (1µg) 11 (6,8%) 

Cefotaxime (30µg) 7 (4,3%) 

Cefoxitin (30µg) 2 (1,2%) 

Gentamicin (10µg) 2 (1,2%) 

Norfloxacin (10µg) 1 (0,6%) 

Sulfazotrim (23,75/1,25µg) 0 (0,0%) 

Vancomycin (30µg) 0 (0,0%) 
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Genotypic and phenotypic profiles of beta-lactam resistance in coagulase-negative 

Staphylococcus isolated from buffalo, goat and sheep mastitis in the Northeast of 

Brazil 

ABSTRACT 

Resistance to beta-lactams occurs through different mechanisms. This class of 

antimicrobial is widely used in the treatment of mastitis, including in buffaloes, goats 

and sheep where coagulase-negative Staphylococcus (CNS) has emerged as an 

important etiologic agent of mastitis. The objective of this study was to analyze the 

genotypic and phenotypic profiles of beta-lactams and other antimicrobials resistance in 

CNS isolated from buffalo, goat and sheep mastitis in Northeast of Brazil. A total of 

190 isolates were analyzed and 42.3% (22/52), 43.9% (29/66) and 23.6% (17/72) of 

them were positive for the blaZ gene in the buffalo, goat and sheep, respectively. 71.2% 

(37/52) of CNS from buffalo origin, 72.7% (48/66) from goat origin and 68.1% (49/72) 

from sheep origin were resistant to amoxicillin, being this the antimicrobial with higher 

resistance index in the disk-diffusion technique. 30.8% (16/52) of CNS isolates from 

buffalo milk samples, 25.8% (17/66) from goats and 25.0% (18/72) from sheep 

presented multiple antimicrobial resistances. In the minimum inhibitory concentration 

(MIC) technique, amoxicillin MIC90 and MIC50 were 128 and 64 μg/mL, respectively, 

among the isolates of the three animal species. It is concluded that the resistance to beta-

lactams between CNS isolated from buffalo, goat and sheep milk in the Northeast 

region of Brazil is very worrisome and corrective management measures should be 

adopted to reduce the circulation of these bacteria in the agricultural environment. 

Key words: multidrug resistance, blaZ gene, betalactamase, minimal inhibitory 

concentration, intramammary infection 
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INTRODUCTION 

Brazil’s Northeast, where Alagoas, Bahia, Paraíba and Pernambuco states are located, 

are home to 93.0% of the goat herd, and 63.0% and 9.5% of the national sheep and 

buffalo herds, respectively, being very important for this region (IBGE, 2016). 

However, health problems such as bacterial mastitis limit the livestock exploitation of 

these species (França et al., 2012). 

Staphylococcus spp. are the main pathogens causing intramammary infection in small 

ruminants and buffaloes (Acosta et al., 2016), with emphasis on coagulase-negative 

Staphylococcus (CNS) (Medeiros et al., 2013). 

Mastitis caused by CNS usually occurs without noticeable clinical signs. However, they 

often cause persistent infections in the mammary gland, resulting in higher somatic cell 

counts (SCC) in the milk, besides the emergence of antimicrobial resistance, being 

considered reservoirs of resistance genes with potential transmission for other species 

(Taponen and Pyörälä, 2009). 

In the veterinary environment, beta-lactams are the most widely used drugs in the world 

to treat both mastitis and other infectious diseases, either in cattle, goats, sheep, 

buffaloes or other species (Fejzić et al., 2014), being the constant and wholesale use of 

these drugs as a stimulant for the development of antimicrobial resistance (Fernandes et 

al., 2013). 

Considering the important role of coagulase-negative Staphylococcus in the etiology of 

mastitis in small ruminants and buffaloes, the objective was to study CNS genotypic 

and phenotypic resistance profiles to beta-lactams and other antimicrobials in strains 

isolated from goat, sheep and buffalo mastitis in the Northeast region of Brazil. 
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MATERIAL AND METHODS 

Ethical approval 

This study was approved by the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA) of 

the Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE), Recife, Brazil (License No. 

079/2014). 

Bacterial isolates 

It was analyzed a total of 190 coagulase-negative Staphylococcus (CNS) strains, 

previously isolated and stored under freezing in glycerinated BHI (Brain Heart Infusion) 

broth at -20ºC at the Laboratory of Infectious Diseases (LDIC) of the Federal Rural 

University of Pernambuco (UFRPE). 52 strains were isolated from buffalo, 66 of from 

goats, and 72 from sheep’s mastitis. Biochemical identification of the isolates was 

performed by testing the coagulase and acetoin as recommended by the National 

Mastitis Council (2017). 

Genomic DNA Extraction and Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Genomic DNA of the bacterial isolates was extracted from 1 mL of culture grown in 

BHI (Brain Heart Infusion) broth using the Wizard Kit SV Genomic DNA Purification 

System (Promega®-Madison, Wisconsin, USA) according to manufacturer's 

instructions. Polymerase chain reaction (PCR) was performed for amplification of blaZ 

gene, which encodes beta-lactamases, in addition to mecA and mecC genes detection, 

which are inducers of the beta-lactam site of action modification. 

Reactions were assembled separately for each gene in a final volume of 15μL per well, 

containing 100ng of DNA template, 10pmol of each oligonucleotide (Tab.1), Taq buffer 

(10mM Tris, 50mM KCl, 2.5mM MgCl2), 200mM dNTPs and 1U Taq DNA 

polymerase (Cenbiot, Taq DNA polymerase, Ludwig Biotec, Porto Alegre, RS, Brazil). 
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Thermal profiles of the amplifications were 4 min. at 94 °C, followed by 32 cycles of 

denaturation at 94 °C for 30 sec., annealing at 50.5 °C for 30 sec. (blaZ gene) or 55 °C 

(mecA and mecC genes) and extended at 72 °C for 30 sec., with final extension at 72 °C 

for 5 min. Then 10μL of each reaction was electrophoresed for 40 minutes at 100V in 

1.5% agarose gel stained with BlueGreen, visualized and photo documented under 

ultraviolet light. 

Antimicrobial susceptibility test 

In vitro antimicrobial resistance was determined by disc-diffusion method for the 

following drugs: amoxicillin (30μg), ampicillin (10μg), cefotaxime (30μg), cefoxitin 

(30μg), ceftriaxone (30μg), gentamicin (10μg), norfloxacin (10µg), oxacillin (1μg), 

penicillin G (10U), sulfazotrim (23.75/1.25μg), tetracycline (30μg) and vancomycin 

(30μg). Multiple antimicrobial resistances (MAR) index was calculated according to 

Krumperman (1983). The minimum inhibitory concentration (MIC) for antimicrobials 

(amoxicillin, cephalexin, cefotaxime, ceftriaxone and oxacillin) was also detected 

according to CLSI (2015). 

Statistical analysis 

Epi Info™ software (version 7.2) was used to statistical analyzes. Chi-square test was 

used to verify the statistical significance in the antimicrobial resistance frequencies and 

MIC values for different species studied. Less than 0.05 p-values were considered 

statistically significant (Sampaio, 2002). 

RESULTS 

In this study, 42.3% (22/52) of buffalo origin isolates were positive for blaZ gene. 

Among isolates from goat origin, this percentage was 43.9% (29/66), while those of 
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sheep origin 23.6% (17/72) were positive for this gene (Fig. 1). All the isolates analyzed 

were negative for mecA and mecC genes. 

 
Figure 1: Amplification of blaZ gene fragment in CNS isolated from buffalo, goat and 

sheep with mastitis. Column M: 100bp molecular weight marker (Invitrogen); Column 

C-: negative control; C+ column: positive control; Column A1: Positive bubaline 

sample; Column A2: Positive goat sample; Column A3: Positive sheep sample; Column 

A-: Negative sample. 

Percentages of antimicrobial resistance detected in the disc-diffusion technique for 

coagulase-negative Staphylococcus analyzed are described in Table 2. 

According to MAR index calculated, 30.8% (16/52), 25.8% (17/66) and 25.0% (18/72) 

of the isolates analyzed presented multidrug resistance for buffalo, goat and sheep, 

respectively. Only 7.7% (4/52) of buffalo isolates, 6.1% (4/66) of goats and 11.1% 

(8/72) of sheep were susceptible to all antimicrobials simultaneously. None of the 

isolates were resistant to all antimicrobials at the same time. 

Observed MICs, by species, for each of the beta-lactams tested are described in Table 3. 

DISCUSSION 

In this study, the presence of the blaZ gene detected in 23.6% (17/72) coagulase-negative 

Staphylococcus (CNS) from sheep milk samples was statistically lower (p = 0.0233) than 
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observed for buffalo isolates (42.3% - 22/52) and goats (43.9% - 29/66). There was no 

statistical difference between the results obtained for buffalo and goat isolates. In the 

Northeast region of Brazil, sheep are mainly exploited for slaughter, less frequent use of 

antimicrobials compared to buffalo and goat species. Thus, there is a lower selection 

pressure of microorganisms carrying resistance genes such as blaZ (Ruegg et al., 2015). 

Despite the importance of CNS in the etiology of mastitis, data on the presence of the 

blaZ gene in this group of microorganisms are still scarce, especially in Brazil. The 

frequencies of the blaZ gene detected in this study are in accordance with the literature 

consulted for buffalo (Medeiros et al., 2011), goat and sheep (França et al., 2012). 

In the CNS originating from the three animal species, the detection frequencies of the 

blaZ gene were compatible with the phenotypic resistance profiles of penicillin, 

amoxicillin and ampicillin also observed in this study. According to Dias et al. (2015), 

this usually occurs by the action of beta-lactamases, whose production is induced by blaZ 

gene, this being an expected result. 

Lower frequency of blaZ gene in CNS from sheep isolates compared to isolates of goat 

and buffalo origin, even with the same phenotypic resistance index to penicillin, suggest 

that other genetic mechanisms may be involved in the induction of resistance to 

penicillin in this group of microorganisms, as described by Van Hoek et al. (2011), who 

cite the importance of mobile genetic elements, such as plasmids, as determinants of 

beta-lactam resistance, not just chromosome genes (Giedraitienė et al., 2011). 

We did not detect the presence of the mecA and mecC genes in the analyzed CNS 

isolates of the three species, in agreement with a study carried out by França et al. (2012) 

in this same region. Studies in other regions of Brazil have already demonstrated the 

presence of mecA or mecC gene in CNS from buffalo (Guimarães et al., 2012) and sheep 

origin (Zafalon et al., 2012). But for goat isolates, there are still no published reports of 
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the occurrence of these genes in Brazilian territory. According to Soares et al. (2008), the 

mean frequency of CNS carriers of the mecA gene is 5.6% in isolates from animal origin, 

and the presence of this gene is still considered not very active in Veterinary Medicine 

(Leigue et al., 2017), despite the growing concern with the impact of methicillin-resistant 

Staphylococcus (MRS) on public and animal health (Helal et al., 2015). The absence of 

the mecA and mecC genes suggests a greater epidemiological importance of the blaZ 

gene as an inducer of beta-lactam resistance mechanisms among the isolated CNS in the 

Northeast region of Brazil. 

Gentamicin, norfloxacin, sulfazotrim and vancomycin were the antimicrobials with the 

highest sensitivity indexes in vitro, among the evaluated CNS, constituting good 

alternatives for the treatment of mastitis in this region. However, amoxicillin, ampicillin 

and penicillin were the antimicrobials with the highest resistance indexes, corroborating 

with the genotypic findings, since resistance to non-stable penicillin, (e.g. penicillin and 

ampicillin) is determined by the action of beta-lactamases that are encoded by the blaZ 

gene, while resistance to groups such as cephalosporin (e.g. ceftriaxone and cefotaxime) 

and stable penicillin (e.g. oxacillin and methicillin) is determined by other genetic 

elements, such as the mecA and mecC genes responsible for encoding the alternative 

penicillin binding protein (PBP2a) (Rudkin et al., 2012). 

In the region where this study was conducted, the indiscriminate use of antimicrobial 

drugs may have contributed to the selection of resistant CNS in the herds, especially for 

the class of beta-lactams which are commonly used to treat mastitis in the properties, also 

previously reported by Medeiros et al. (2009) and Krewer et al. (2013), thus favoring the 

occurrence of selection pressure of resistant microorganisms (Ruegg et al., 2015). 

Multiple antimicrobial resistance (MAR) frequencies observed for the analyzed CNS 

were 30.8% (16/52) for buffalo, 25.8% (17/66) in goat and 25.0% (18/72) in sheep, 



92 
 

agreeing with the literature consulted (França et al., 2012; Kürekci, 2016; Mesquita et al., 

2017), but disagreeing with 56.3% of MAR reported by Medeiros et al. (2011) for CNS 

from buffalo mastitis in a study carried out in the Northeast region of Brazil. Such 

disagreement may suggest that the therapeutic management implemented in mastitis 

treatment is showing a positive effect on the decrease of multiresistant microorganism 

populations in this region. In spite of this, it should be noted that CNS are present in the 

skin of animals and of people who deal with these animals, besides being considered 

reservoirs of resistance genes for strains of S. aureus that are generally more virulent and 

present greater clinical importance for human and other animal species (Tulinski et al., 

2012). 

Considering the results of the MIC, where amoxicillin showed the highest resistance 

rates with 76.9% (40/52) among the CNS from buffalo origin, 80.3% (53/66) of goat 

origin and 76.4% (55/72) of sheep origin, once again evidence the importance of 

betalactamases as resistance inducing mechanisms in the CNS studied. Despite the 

variation of only one dilution between the MIC50 and MIC90 observed, in agreement with 

the results obtained by Oliveira et al. (2012), MIC50 (64 μg/mL) compared to the cutoff 

point for this antimicrobial (8 μg/mL) demonstrates a worrying tolerance to this 

antimicrobial. 

The phenotypic analysis showed a discrepancy in relation to the genotypic analysis of the 

isolates, once strains resistant to oxacillin, ceftriaxone and cefotaxime were detected, but 

they were negative for mecA and mecC genes detection. According to Zafalon et al. 

(2012), the absence of mecA and mecC genes in oxacillin-resistant isolates can be 

explained by the existence of other resistance mechanisms independent of the expression 

of these genes. According to Mendonça et al. (2012), the explanation would be the 
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occurrence of homologous genes and the production of other classes of penicillin binding 

proteins, or due to a beta-lactamase hyper production (Brown et al., 2001). 

A study by Frimodt-Moller (2002) has shown that varying concentrations of a drug can 

be obtained in different organs, as well as in the circulation, varying mainly according to 

the route of administration of the drug. Thus, the exclusive use of the disc-diffusion 

technique to determine antimicrobial susceptibility may lead to misleading results, 

especially for the control of mastitis, where in most cases the antimicrobial application is 

by intramammary route; in this case, the concentration of the drug in the gland may be 

higher than the cutoff points used in the disc-diffusion technique, which is based on the 

serum concentration of the drug (CLSI, 2015). However, studies evaluating MIC in 

association with the pharmacokinetics and pharmacodynamics of antimicrobials in the 

mammary gland are necessary to confirm the hypothesis that microorganisms considered 

resistant in the antibiogram may respond to intramammary mastitis treatment as 

suggested by Erskine et al. (2003). Thus, in view of the results presented and the existing 

gaps in the literature on antimicrobial resistance, especially beta-lactams, it is evident the 

need to carry out studies of this nature that contribute to monitoring resistant 

microorganisms expansion. 

CONCLUSION 

High rates of resistance to beta-lactams are present among CNS isolated from mastitis 

cases in buffaloes, goats and sheep in the Northeast region of Brazil. Among these 

isolates, the most active mechanism of resistance is beta-lactamase production that may 

be causing resistance even to the more stable classes of beta-lactams. These results 

serve as an alert to animal and human health for decision making that seek to reduce the 

frequency of these resistant microorganisms that are reservoirs of resistance genes for 

other microorganisms.  
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Table 1: Sequences of the oligonucleotides used in this study and sizes of the amplified 

fragments, in base pairs (bp) 

Oligonucleotide Sequence (5'-3 ') 

Amplicon 

(bp) 

Reference 

blaZ
 

F-AAGAGATTTGCCTATGCTTC                       

R-GCTTGACCACTTTTATCAGC 

517 

Sawant et al. 

(2009) 

mecA
 

F-TGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGAT          

R-CTAATCTCATATGTGTTCCTGTATTGGC 

155 

Nakagawa et 

al. (2005) 

mecC
 

F-CATTAAAATCAGAGCGAGGC                       

R-TGGCTGAACCCATTTTTGAT 

188 

Paterson et al. 

(2012) 
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 Table 2. Percentage of antimicrobial resistance of coagulase-negative 

Staphylococcus isolated from mastitis in buffaloes, goats and sheep in the 

Northeast of Brazil by disc-diffusion technique 

Antimicrobial 

 

Buffaloes 

(N=52) 

 Goats 

(N=66) 

 Sheep  

(N=72) 
p-value 

 

R %  R %  R % 

Amoxicillin 37 71,2  48 72,7  49 68,1 0,829 

Ampicillin 18 34,6  23 34,9  31 43,1 0,5187 

Cefotaxime 4 7,7  4 6,1  0 0 0,0711 

Cefoxitin 1 1,9  1 1,5  2 2,8 0,8703 

Ceftriaxone 7 13,5  8 12,1  8 11,1 0,9246 

Gentamicin 0 0  1 1,5  1 1,4 0,6815 

Norfloxacin 0 0  2 3,0  2 2,8 0,4606 

Oxacillin 8 15,4  11 16,7  7 9,7 0,4536 

Penicillin G 27 51,9  27 40,9  29 40,3 0,3714 

Sulfazotrim 0 0  2 3,0  2 2,8 0,4606 

Tetracycline 2 3,9  8 12,1  12 16,7 0,0873 

Vancomycin 1 1,9  1 1,5  2 2,8 0,8703 

Conventions: N - total of samples analyzed; R - Resistant; % - Relative Frequency. 
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Table 3. Comparison of resistance percentages to different beta-lactams in coagulase-

negative Staphylococcus isolates of buffalo, goat and sheep mastitis in Northeast Brazil 

in MIC technique (μg/mL) 

Species 

 

 AMO
b
     CFX

b
     CTX

b
    CRO

b
    OXA

b
 

  %    CIM50  CIM90     %    CIM50  CIM90     %    CIM50  CIM90     %    CIM50  CIM90     %    CIM50  CIM90 

Buffalo
a
 

(N=52) 

76,9    64    128   32,7     8    ≥128   17,3    4      128   21,2     8    ≥128   32,7    2        8 

Goat
a
 

(N=66) 

80,3    64    128   24,2     8    ≥128   13,6    4       64   16,7     4      128   21,2  0,25     8 

Sheep
a
 

(N=72) 

76,4    64    128   26,4     8    ≥128   22,2    4      128   30,6    16   ≥128   23,6  0,25    16 

Total 

(N=190) 

77,9    64    128   27,4     8    ≥128   17,9    4      128   23,2     8    ≥128   25,3  0,25     8 

Conventions: N - total of samples analyzed; % - Relative Frequency; AMO-amoxicillin; 

CFX-cephalexin; OXA-oxacillin; CTX-cefotaxime; CRO-ceftriaxone. 
a
-Superscripted cells 

with equal letters in the same column do not differ statistically from each other (p≥0.05); 
b
-

Superscripted cells with equal letters on the same line do not differ statistically from each other 

(p≥0.05). 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Os resultados obtidos a partir da caracterização dos perfis genotípico e 

fenotípico de resistência a beta-lactâmicos em Staphylococcus spp. isolados de mastite 

em ruminantes na região Nordeste do Brasil permitem concluir que: 

 Staphylococcus aureus possuem grande importância na epidemiologia da 

mastite bovina na região Nordeste, assim como Staphylococcus coagulase 

negativa nas espécies bubalina, caprina e ovina; 

 Altos níveis de resistência a beta-lactâmicos estão presentes entre 

Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase negativa isolados de mastite 

nesta região; 

 Além dos betalactâmicos, tetraciclina foi um dos antimicrobianos com maiores 

índices de resistência entre Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase 

negativa isolados de mastite no Nordeste brasileiro; 

 As altas frequências do gene blaZ indicam que o principal mecanismo de 

resistência aos betalactâmicos nesses microrganismos seja a produção de 

betalactamases; 

 A ausência de detecção dos genes mecA e mecC, mesmo com isolados 

fenotipicamente resistentes à meticilina sugere que outros mecanismos de 

resistência estejam atuando, possivelmente uma hiperprodução de 

betalactamases. 

De modo geral, os resultados observados alertam para o risco das elevadas 

prevalências desses microrganismos em rebanhos leiteiros e da iminente transmissão 

destes patógenos aos humanos. Sobretudo, por se tratarem de bactérias resistentes a 

fármacos de grande utilização na terapêutica antimicrobiana em humanos. Sendo assim, 

recomenda-se a adoção de medidas de contenção de microrganismos patogênicos e 

multirresistentes, como a escolha criteriosa de fármacos antimicrobianos, sempre 

respaldada em testes de sensibilidade in vitro, minimizando as chances de seleção de 

bactérias resistentes.  
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ANEXO A - Parecer de aprovação na Comissão de Ética no Uso de Animais da 

UFRPE. 
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ANEXO B – Comprovante de submissão do manuscrito intitulado “High frequency of 

beta-lactam resistance among Staphylococcus aureus isolated from bovine mastitis in 

Northeast of Brazil” 
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ANEXO C – Comprovante de submissão do manuscrito intitulado “Genotypic and 

phenotypic profiles of beta-lactam resistance in coagulase-negative Staphylococcus 

isolated from buffalo, goat and sheep mastitis in the Northeast of Brazil” 

 


