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RESUMO 

Staphylococcus aureus é o patógeno mais ocorrente em mastite bovina. A resistência a 

meticilina é preocupante em produção animal e aos carbapenêmicos é ainda pouco descrita na 

literatura em relação a esta bactéria. O objetivo deste estudo foi averiguar a frequência de 

Staphylococcus aureus em mastite bovina subclínica em fazendas do norte de Minas e 

determinar a sensibilidade aos Beta-lactâmicos. Para isso, foi procedido o California Mastitis 

Test  e coletadas amostras de leite dos tetos subclínicos. Realizou-se semeadura em ágar 

sangue e identificação microbiana por MALDI-TOF. Foi testada por difusão em disco a 

suscetibilidade dos Staphylococcus aureus  aos antimicrobianos amoxacilina, oxacilina, 

ampicilina/sulbactam, cefoxitina, imipenem e meropenem. Como resultado, foram detectados 

214 microrganismos, sendo Staphylococcus o gênero mais frequente (N = 146) e, destes, 79 

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

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

a oxacilina, 29 (36,7%) foram resistentes. Quanto a amoxicilina, a resistência foi de 27 

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

fazenda de origem dos isolados.  

 

Palavras-chave: Mastite, Bovino, Pecuária, Antibiograma. 

 

ABSTRACT 

Staphylococcus aureus is the most common pathogen in bovine mastitis. Resistance to 

methicillin is of concern in animal production and carbapenems are still poorly described in 

the literature in relation to this bacterium. The aim of this study was to investigate the 

frequency of Staphylococcus aureus in subclinical bovine mastitis in farms in the north of 

Minas Gerais and to determine the sensitivity to beta-lactams. For this, the California Mastitis 

Test was performed and milk samples were collected from subclinical teats. It was performed 

sown on blood agar and then microbial identification by MALDI-TOF. The susceptibility of 

Staphylococcus aureus to the antimicrobials amoxacillin, oxacillin, ampicillin / sulbactam, 

cefoxitin, imipenem and meropenem was tested by disk diffusion. As a result, 214 

microorganisms were detected, with Staphylococcus being the most frequent genus (N = 146) 

and, of these, 79 were of the aureus species. Among Staphylococcus aureus, 30 (37.9%) 

isolates were resistant to cefoxitin and the rest (62.1%) sensitive to the drug. In relation to 

oxacillin sensitivity test, 29 (36.7%) were resistant. There were amoxicillin resistance in 27 

isolates (34.2%) and meropenem resistance in 9 (11.4%). There was a significant association 

between resistance and farm of origin of the isolates.  

 

Keywords: Mastitis, Cattle, Animal Husbandry, Microbial Sensitivity Test. 
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1 INTRODUÇÃO 

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

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

2016), redução da produtividade e gastos extras com tratamento. Requer cuidados para evitar 

transmissão para outras fêmeas leiteiras por meio dos equipamentos de ordenha (SARTORI et 

al., 2018; LOCATELLI et al., 2017) e também para consumidores de produtos lácteos. 

(JOHLER et al., 2018; HACHIYA, 2017). 

O principal patógeno associado a doença é a bactéria Staphylococcus aureus (FREITAS 

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

(SIQUEIRA, 2017) e infecções como em pele, pulmões e corrente sanguínea (ORREGO et al., 

2017). Um agravante a esses problemas é a resistência bacteriana a antimicrobianos. A presença 

de cepas resistentes se relaciona a mutações, uso prévio de antibióticos (ZHENG et al., 2018; 

LIU et al. , 2017) e transferência de material genético (WETERINGS, 2017; HAUBERT et al., 

2017). Dentre as formas mais preocupantes, está a resistência aos Beta-lactâmicos meticilina, 

cefoxitina e/ou oxacilina (LOCATELLI et al., 2017; HACHIYA, 2017; WETERINGS, 2017), 

porque a meticilina seria uma droga de escolha em animais de produção contra cepas produtoras 

de penicilinases. No Brasil, relatos na literatura de MRSA em isolados de leite com mastite ainda 

são escassos. 

Já os carbapenêmicos como imipenem e meropenem não são medicamentos usualmente 

utilizados em produção animal. Eles são um dos fármacos mais poderosos para tratamento de 

infecções bacterianas (WHO, 2019), sendo ainda considerados reserva e, mesmo em humanos, 

devem ser administrados como última alternativa, quando não há outro recurso a ser empregado 

(WHO, 2017). Em 2014, a World Health Organization proibiu o uso de carbapenêmicos em 

animais de produção. Relatos de resistência a esses fármacos por bactérias Gram negativas 

provenientes de animais de companhia, animais selvagens, animais aquáticos, alimentos de 

origem animal (MICHAEL et al., 2015; KOCK et al., 2018) e no ambiente (MILLIS; LEE, 2019) 

já foram reportados na literatura. Pseudomonas aeruginosa portadoras de resistência foram 

descritas em fezes de humanos e animais de fazenda (ELSHAFIEE, 2019). 

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

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

a antimicrobianos da classe dos Beta-lactâmicos. 
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2 MÉTODOS 

Amostras de leite de vacas com mastite subclínica foram coletadas de tetos em quinze 

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

de utilização de animais em experimentos, estando este estudo previamente aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais mediante protocolo número CEUA 90/2018. 

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

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

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

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

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

a antissepsia com álcool a 70% (PU et al., 2014). Foram colhidos aproximadamente cinco mL 

de leite de cada teto, em frascos estéreis com tampa rosqueável. Os frascos receberam uma 

identificação única no momento da coleta. 

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

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

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

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

As amostras de leite foram semeadas por esgotamento em ágar sangue ovino  

(DAMASCENO; SILVA; SANTOS, 2020) utilizando alça microbiológica calibrada de 10μL. 

Após semeadura, as placas foram incubadas em estufa de crescimento microbiano durante 24 

horas a 37 ºC ±2. As colônias foram isoladas em Plate Count Agar, foi realizada coloração de 

Gram e identificação por espectrometria de massa (MALDI-TOF), conforme Assis et al. (2017). 

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

Os isolados identificados como Staphylococcus aureus foram submetidos ao teste de 

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

os seguintes antimicrobianos da classe dos Beta-lactâmicos: amoxacilina 10µg (FREITAS et al., 

2018; COSTA et al., 2018), oxacilina 1µg (COSTA et al., 2018; HAUBERT et al., 2017; PU et 

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

HAUERT et al., 2017; PU et al., 2014), imipenem 10µg e meropenem 10µg (CLSI, 2018). A 

classificação de isolados resistentes a meticilina foi definida por meio da resistência a oxacilina 

e/ou cefoxitina, conforme recomendações de CLSI (2018). 
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Os resultados foram submetidos à estatística descritiva por meio da distribuição das 

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

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

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

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

estatísticas. 

 

3 RESULTADOS 

Ao todo, 214 micro-organismos foram identificados, cuja frequência, percentual e 

variedade estão apresentados na tabela 1.  Desses microrganismos, 184 foram Gram positivos 

referentes aos gêneros Staphylococcus, Enterococcus, Streptococcus, Bacillus, 

Corynebacterium e Lactococcus. Houve 29 Gram negativos, referentes aos gêneros 

Acinetobacter, Enterobacter, Pseudomonas, Alcaligenes, Escherichia, Stenotrophomonas e 

Achromobacter.  Também foi detectado um fungo da espécie Candida rugosa. Dentre todos os 

micro-organismos detectados, gênero mais predominante foi Staphylococcus e a espécie aureus. 

 
Tabela 1: Microrganismos detectados em mastite bovina subclínica no norte de Minas Gerais - Brasil 

Microrganismo  

Frequência: N (%) Gênero Espécie 

 

 

 

 

Staphylococcus 

 

Staphylococcus aureus 79 (36,9%) 

Staphylococcus chromogenes 27 (12,6%) 

Stphylococcus epidermidis 13 (6,0%) 

Staphylococcus haemolyticus 6 (2,8%) 

Staphylococcus sciuri 6 (2,8%) 

Staphylococcus auricularis 4 (1,8%) 

Staphylococcus xylosus 4 (1,8%) 

Staphylococcus hyicus 3 (1,4%) 

Staphylococcus captis 2 (0,9%) 

Staphylococcus hominis 1 (0,5%) 

Staphylococcus warneri 1 (0,5%) 

 

 

Enterococcus 

Enterococcus faecium 15 (7,0%) 

Enterococcus faecalis 10 (4,7%) 

 

 

Acinetobacter 

Acinetobacter schindleri 6 (2,8%) 

Acinetobacter spp. 2 (0,9%) 

Acinetobacter radioresistens 1 (0,5%) 

 

Streptococcus Streptococcus agalactiae 8 (3,7%) 

 

 

Enterobacter 

Enterobacter cloacae 3 (1,4%) 

Enterobacter aesburiae 3 (1,4%) 

 

 

Pseudomonas 

Pseudomonas aeruginosa 4 (1,8%) 

Pseudomonas stutzeri 1 (0,5%) 
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Bacillus 

Bacillus cereus 1 (0,5%) 

Bacillus licheniformis 1 (0,5%) 

Bacillus pumilus 1 (0,5%) 

 

Alcaligenes Alcaligenes faecalis 3 (1,4%) 

 

Escherichia Escherichia coli 3 (1,4%) 

 

Stenotrophomonas Stenptrophomonas maltophilia 1 (0,5%) 

Stenotrophomonas acidaminiphila 1 (0,5%) 

 

Achromobacter Achromobacter insolitus 1 (0,5%) 

 

Corynebacterium Corynebacterium bovis 1 (0,5%) 

 

Lactococcus Lactococcus garvieae 1 (0,5%) 

 

Candida Candida rugosa 1 (0,5%) 

 

Fonte: Elaborado Pelos autores 

 

O perfil de suscetibilidade dos Staphylococcus aureus frente aos antimicrobianos 

testados está apresentado na Tabela 2.  Os isolados resistentes a oxacilina também foram 

resistentes a cefoxitina, sendo 30 (37,9%) os S. aureus considerados meticilina ressistentes 

(MRSA).  

 
Tabela 2: Suscetibilidade de Staphylococcus aureus detectados em mastite bovina subclínica frente aos Beta-

lactâmicos 

Antimicrobiano Sensível Intermediário Resistent

e 

Amoxicilina 52 (65,8%) 0  27 

(34,2%) 

Oxacilina 50 (63,3%) 0  29 

(36,7%) 

Ampicilina + 

Sulbactam 

79 (100%) 0 0  

Cefoxitina 49 (62,1%) 0 30 

(37,9%) 

Imipenem 79 (100%) 0 0  

Meropenem 69 (87,3%) 1 (1,3%) 9 (11,4%) 

Fonte: Elaborado pelos autores 

  

Na tabela 3, os isolados de S. aureus estão agrupados conforme as resistências apresntadas por 

cada um deles e os micro-organismos com os mesmo tipos de resistências estão estratificados pelas 

fazendas de origem das amostras.  
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Tabela 3: Perfil de resistência aos Beta-lactamicos em isolados de Staphylococcus aureus mastíticos no norte de Minas 

Gerais- Brasil. 

FENÓTIPOS DE 

RESISTÊNCIA 

Fazend

as 

N 

(%) 

P-valor 

 A 5 

(16,7) 

 

 B 3 

(10,0) 

0,07192 

CFO, OXA, 

AMO 

C 3 

(10,0) 

 

 D 2 

(6,7) 

 

 E 1 

(3,3) 

 

 F 1 

(3,3) 

 

 B 4 

(13,3) 

 

 G 2 

(6,7) 

0,08177 

MER, 

CFO,OXA 

D 1 

(3,3) 

 

 F 1 

(3,3) 

 

 H 1 

(3,3) 

 

OXA, AMO E 1 

(3,3) 

0,43335 

 F 2 

(6,7) 

 

CFO, OXA A 1 

(3,3) 

0,47335 

 C 1 

(3,3) 

 

 I 1 

(3,3) 

 

Fonte: Elaborado pelos autores 

 

Já a tabela 4 mostra o resultado da frequência de cada resistência que foi detectada nos 

micro-organismos. Essas resistências são estratificadas pelas fazendas de origem dos isolados. 
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Tabela 4: Resistência aos Beta-lactâmicos detectada em Staphylococcus aureus mastíticos 

 

FAZENDAS 

RESISTÊNCIA A ANTIMICROBIANOS  

AMO OXA CFO MER 

A 5  6  6 0 

B 3  7 7 4 

C 3  4 5 0 

D 6  3 3 1 

E 5  1 3 0 

F 1 4 4 1 

G 0  2 2 2 

H 0  1 0 1 

I 0  1 0 0 

J 1  0 0 0 

K 2  0 0 0 

L 1 0 0 0 

P-valor = 0,03776 0,006414 0,002113 0, 02709  

Fonte: Elaborado pelos autores 

 

4 DISCUSSÃO 

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

comparado a identificação por provas bioquímicas (ASSIS et al., 2017). Dos micro-organismos 

detectados, a maior incidência de Staphylococcus aureus N=79 (36,9% conforme FIGURA 1) 

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

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

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

isolados do gênero Staphylococcus.  Outras espécies desse gênero como S. chromogenes (12,6%) 

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

frequentes neste estudo, também mostraram relevância dentre os isolados de Melo et al. (2017) 

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

epidermidis se comportando, como segundo e terceiro patógenos mais frequentes.  

Já a terceira espécie mais ocorrente neste estudo, Enterococcus faecium (7%), também 

foi detectado em maior predominância  entre os isolados deste gênero nos estudos de Rozanska 

et al (2019). O percentual obtido por Rozanska et al (2019) para Enterococcus spp. mastíticos 

alcançou 21,3%. Quanto aos Staphylococcus não-aureus, Keikkla et al. (2018) obteve uma 

ocorrência de 46% entre os patógenos mastíticos. Comparados com os 31,1% encontraos neste 

estudo, em ambos os casos, o somatório das espécies de Staphylococcus não-aureus alcançou 

maior percentual após os S. aureus em mastite bovina.  

 Os gêneros Streptococcus, Bacillus, Corynebacterium, Lactococcus, Enterobacter, 

Pseudomonas, Escherichia, Alcaligenes e Stenotrophomonas que obtiveram participação pouco 

frequente entre os isolados deste estudo, também estão citados na literatura como patógenos em 
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infecções intramamárias bovinas (HEIKKILA et al., 2018; SUMON et al., 2020). Gêneros como 

Achromobacter e e Acinetobacter são mais raramente encontrados. O fungo Candida rugosa já 

foi reportado na literatura como patógeno em mastite persistente (SCACCABAROZZI et al., 

2011). Stenotrophomonas maltophilia que além de ser  patógeno mastítico é causador de enterite, 

já foi reportado em queijo (OKUNO, 2018). 

Quanto ao antibiograma, o percentual de resistência a meticilina nos Staphylococcus 

aureus foi superior aos 27,7% obtidos por HAMID et al. (2017). Em relação a ampicilina pura, 

Freitas et al. (2018) obtiveram 43% de resistência, já Hamid et al. (2017) obtiveram 83,3%. O 

sulbactan é um adjuvante inibidor de betalactamase. Já quanto a amoxicilina, 34,2% foram 

resistentes neste estudo (tabela 1), resultado ligeiramente inferior aos 50% obtidos por Freitas et 

al. (2018) no Rio Grande do Sul.  Diferenças podem ocorrer de um rebanho para outro e se 

relacionam a fatores como aquisição e transferência de determinados genes de resistência; 

seleção e proliferação de um tipo microbiano; carreamento ou transmissão de microrganismos. 

O fato de a resistência ao meropenem ser detectada em S. aureus em mais de uma fazenda 

e em isolados resistentes a outros Beta-lactâmicos neste estudo (TABELA 2), é motivo de alerta 

por ser um dos poucos relatos nesta espécie de bactéria, indicando necessidade de estudos 

posteriores. Devido a essa resistência também ser observada em cepas resistentes a meticilina 

(TABELA 2), é sugestivo de proliferação e/ou transmissão desse tipo bacteriano contendo o 

fenótipo de resistência MER-CFO-OXA. O p-valor=0,08177 indica que a proliferação e/ou 

transmissão não se deu ao acaso, ou seja, é possível aprimorar ações de controle microbiano nas 

fazendas com maior acometimento. Quando analisadas de forma isolada (TABELA 3), as 

resistências foram estatisticamente significativas na sua distribuição entre as fazendas. 

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

de os Staphylococcus aureus terem adquirido a resistência ao meropenem de outros micro-

organismos que possuíam esse tipo de resistência, uma vez que a literatura relata a transmissão 

de genes de resistência a carbapenêmicos entre outros tipos bacterianos (FU et al., 2019). Esta 

hipótese também vai de encontro com os isolamentos de cepas Gram  negativas de animais, 

alimentos de origem animal (MICHAEL et al., 2015; KOCK et al., 2018) e no ambiente 

(MILLS; LEE, 2019), indicando risco pela possibilidade de veiculação  e genes entre as 

diferentes cepas e fontes de infecção, o que ainda é pouco estudado, apesar do risco evidente 

para a saúde pública (KOCK et al., 2018). Essa resistência pode comprometer a eficácia desses 
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fármacos caso seja necessário utilizá-los em último recurso em humanos, como sugere a WHO 

(2017). 

Outra possibilidade pode estar relacionada com respostas de resistência fenotípica 

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

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

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

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

de resistência relatados, está a produção de penicilinases ou betalactamases (UDDIN; AHN et 

al., 2017) e outros mecanismos como modificações na proteína PBP e nas porinas (AQIB et al., 

2017) que são proteínas responsáveis pela permeabilidade, afetam a entrada de elementos para 

o interior da célula, comprometendo a entrada do fármaco (SANDI et al., 2015).  

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

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

selecionar cepas resistentes (ZHENG et. al., 2018; LIU et al., 2017). Em estudos anteriores, S. 

aureus oriundos de mastite foram detectados em laticínios (JOHLER et al., 2018; HACHIYA, 

2017). Nesse sentido, deve haver preocupação tanto quanto a transmissão de micro-organismo 

quanto de seus fatores de resistência. 

 

5 CONCLUSÃO 

Staphylococcus aureus se mostra o patógeno mais frequente em mastite bovina 

subclínica em fazendas do norte de Minas Gerais. A resistência a meticilina e ao meropenem 

vem surgindo como agravante ao problema relacionado a esses patógenos. Cada vez mais, as 

bactérias vão adquirindo novas formas de resistência. Um novo normal com padrões mais rígidos 

de controle microbiano deverão ser implantados. 
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