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Resumo 

Objetivou-se estudar o perfil fenotípico e genético de resistência aos antimicrobianos 

em bactérias do gênero Staphylococcus e enterobactérias isoladas de leite cru de 

vacas e cabras no estado de Pernambuco. Foram coletadas amostras de leite de 426 

vacas e 323 cabras em 6 e 17 propriedades leiteiras bovinas e caprinas, 

respectivamente. As amostras de leite das vacas e cabras foram semeadas em ágar 

sangue ovino e incubadas a 37°C por até 48 horas. Colônias que se apresentaram 

como cocos Gram positivos foram submetidas ao teste de catalase para a 

identificação de Staphylococcus spp. e posteriormente submetidos à Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR) para identificação. As bactérias Gram negativos foram 

identificadas utilizando provas bioquímicas padrão. Os isolados de bovinos e caprinos 

identificados foram: 16,9% (45/267) S. aureus, 13,1% (35/267) S. epidermidis, 12,7% 

(34/267) S. haemolyticus e 19,5% (52/267) S. chromogenes, enquanto que 37,8% 

(101/267) não foram classificadas dentre dessas espécies. Vinte e seis isolados de 

leite de vaca foram identificados como Escherichia coli (53,9% [14/26]), Proteus 

mirabilis (15,4% [4/26]), Klebsiella spp. (26,9% [7/26]) e Citrobacter spp. (3,9% [1/26]), 

as quais foram submetidas a um teste de triagem para identificação de bactérias 

produtoras de β-lactamases de espectro estendido (BLEE) e à prova confirmatória 

Teste de Disco Duplo (DDT), utilizando cefotaxima (30µg), ceftriaxona (30µg), 

ceftazidina (30µg) e amoxicilina com ácido clavulânico (30µg). Dos 26 isolados de 

enterobactérias, 61,5% (16/26) foram positivos no teste de triagem para BLEE e 

12,5% (2/16) foram positivos no DDT. Posteriormente, os 26 isolados foram 

analisados para os genes codificadores de BLEE, blaSHV e blaTEM, sendo que 

53,9% (14/26) positivos para um ou os dois genes e 71,4% (10/14) foram identificados 

como Escherichia coli. Por outro lado, foram identificados 148 e 119 isolados de 

Staphylococcus spp. de vacas e cabras, respectivamente, para o estudo do perfil 

fenotípico de resistência na técnica de difusão em ágar com os discos de antibióticos: 

penicilina (10UI), tetraciclina (30µg), cefoxitina (30µg), eritromicina (15µg), 

Clindamicina (2µg) e ceftiofur (30µg). Nos isolados de bovinos observou-se expressiva 

frequência de resistência à penicilina (52,0% [77/148]), seguido da tetraciclina (10,1% 

[15/148]), e nenhum isolado foi resistente ao ceftiofur. Em relação aos determinantes 

genéticos de resistência, o padrão mais observado foi a presença do gene blaZ (40,5% 



[60/148]) e do gene tetK (14,9% [22/148]). Nos isolados de cabras observou-se padrão 

semelhante de resistência com a frequência de resistência à penicilina e à tetraciclina 

de 45,0% (53/119) e 30,3% (36/119), respectivamente. Em relação aos genes de 

resistência observou-se uma maior frequência do gene blaZ com 50,4% (60/119) e 

tetK com 45,0% (53/119). Nos Staphylococcus spp. de ambas espécies foi realizada 

o D – teste para identificar cepas capazes de induzir resistência à lincosamidas e 

estreptogramina, utilizando-se discos de eritromicina (15 µg) e clindamicina (2 µg). 

Nos isolados de Staphylococcus spp. de vacas obteve-se 0,7% (1/148) de D – teste 

positivo, 7,4% (11/148) foram resistentes aos MLS, 1,4% (2/148) apresentaram 

resistência somente aos MS e 2,0% (3/148) foram resistentes à clindamicina (L+). 

Para os isolados de cabras obteve-se 3,4% (4/119) D - teste positivo, 0,8% (1/119) foi 

resistente aos MLS e 0,8% (1/119) ao L+. Os resultados obtidos demonstram a 

circulação de cepas resistentes aos antimicrobianos no sistema agropecuário do 

estado de Pernambuco, representando um risco à saúde animal e pública. 

 

Palavras chaves: resistência a antimicrobianos, bactérias, genes, antibiograma, 

bovinos, caprinos.



 
 

Abstract 

It was aimed to study the phenotypic and genetic profile of antimicrobial resistance in 

bacteria of the Staphylococcus genus and Enterobacteriaceae family isolated from raw 

cow and goat’s milk in the state of Pernambuco. Milk samples were collected from 426 

cows and 323 goats, in 6 and 17 bovine and goat dairy farms, respectively. All milk 

samples were inoculated into base agar with 5% ovine blood and incubated at 37°C 

for up to 48 hours. Colonies that presented microscopic morphology of Gram positive 

cocci were submitted to the catalase test for the identification of Staphylococcus spp. 

and subsequently submitted to PCR for identification. Gram negative bacteria were 

identified using biochemical tests. Among bovine and caprine isolates, 16.9% (45/267) 

S. aureus, 13.1% (35/267) S. epidermidis, 12.7% (34/267) S. haemolyticus and 19.5% 

(52/267) S. chromogenes were identified, while 37.8% (101/267) were not positive for 

the tested species. Twenty-six cow milk isolates were identified as Escherichia coli 

(53.9% [14/26]), Proteus mirabilis (15.4% [4/26]), Klebsiella spp. (26.9% [7/26]) and 

Citrobacter spp. (3.9% [1/26]). All the isolates were submitted to a screening test to 

identify BLEE (extended spectrum β-lactamase) -producing bacteria and confirmatory 

test (Double disc test), using cefotaxime (30 µg), ceftriaxone (30 µg), ceftazidine (30 

µg) and amoxicillin with clavulanic acid (30 µg). Of the 26 enterobacteria isolates, 

61.5% (16/26) were positive in the BLEE screening test and 12.5% (2/16) were positive 

in the DDT. Subsequently, all 26 isolates were analyzed for the BLEE-encoding genes, 

blaSHV and blaTEM. 53.9% (14/26) were positive for one or both genes and 71.4% 

(10/14) were identified as Escherichia coli. On the other hand, 148 and 119 isolates of 

Staphylococcus spp. were identified from cows and goats, respectively. for the study 

of the phenotypic profile of antimicrobial resistance using the technique of diffusion in 

agar with the discs of antibiotics: penicillin (10 UI), tetracycline (30 µg), cefoxitin (30 

µg), erythromycin (15 µg ), Clindamycin (2 µg) and ceftiofur (30 µg). In bovine isolates, 

a significant frequency of resistance to penicillin (52.0% [77/148]) was observed, 

followed by tetracycline (10.1% [15/148]), and none of the isolates was resistant to 

ceftiofur. Regarding the genetic determinants of resistance, the most observed pattern 

was the presence of the blaZ gene (40.5% [60/148]) and the tetK gene (22.3% 

[22/148]). In isolates from goats, the same pattern of resistance was observed as in 

isolates from cows, with a frequency of resistance to penicillin and tetracycline of 

45.0% (53/119) and 30.3% (36/119), respectively. Regarding the resistance genes, a 



 
 

higher frequency of the blaZ gene was observed with 50.4% (60/119) followed by tetK 

with 45.0% (53/119). In Staphylococcus spp. of both species, the D - test was 

performed to identify strains capable of inducing resistance to lincosamides and 

streptogramin, using discs of erythromycin (15 µg) and clindamycin (2 µg). In the 

isolates of Staphylococcus spp from cows, 0.7% (1/148) were positive D-test, 7.4% 

(11/148) were resistant to MLS, 1.4% (2/148) were resistant only to to MS (D – negative 

test) and 2.7% (3/148) were resistant to clindamycin (L+). For isolates from goats, 3.4% 

(4/119) D-test positive were obtained, 0.8% (1/119) were resistant to MLS and 0.8% 

(1/119) were L+. These results demonstrate the circulation of antimicrobial resistant 

strains in the agricultural system of the state of Pernambuco, representing a risk to 

animal and public health. 

 

Key words: antimicrobial resistance, bacteria, genes, antibiogram, cattle, goats. 
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1. Introdução 

A população humana vem crescendo exponencialmente, o que leva a um 

aumento na demanda por alimentos de origem animal, principalmente nos países em 

desenvolvimento (FAO et al., 2016; KLAAS; ZADOKS, 2018). 

No Brasil, a produção de leite tem um grande impacto econômico e social, 

sendo o terceiro maior produtor mundial de leite com mais de 34 bilhões de litros de 

produzidos ao ano (MAPA, 2022). A caprinocultura no Brasil apesar de não ter uma 

representação econômica considerável, se constitui em uma atividade importante para 

os pequenos produtores e uma fonte de emprego, principalmente para as regiões 

Nordeste e Sul onde está amplamente difundida (FEITOSA; CAMPOS; LEITE, 2020; 

PERDIGÃO; OLIVEIRA; CORDEIRO, 2016).  

Na região Nordeste do Brasil, as produções de bovinos e caprinos 

apresentam uma grande relevância econômica, destacando-se a produção de 

caprinos. Para a espécie bovina, o efetivo na região tem se mantido estável desde o 

ano de 2007 e o estado de Pernambuco possui 1.876.961 cabeças de animais (BDE, 

2021a) com produção de leite de 1.062.332 litros/dia (BDE, 2021b). Para os caprinos, 

esta região manteve o primeiro lugar do rebanho nacional com 93,25% do rebanho, 

sendo o estado de Pernambuco o quarto maior produtor do país com 3.116.629 

cabeças (BDE, 2021a), com uma produção de leite de 2.934.079 litros/dia 

(PERDIGÃO; OLIVEIRA; CORDEIRO, 2016).  

A inflamação da glândula mamária (mastite) é uma doença plurietiológica 

e multifatorial, e considerada uma das principais enfermidades responsáveis por 

prejuízos à indústria leiteira (FAO, 2014). Esta doença pode ocorrer de forma clínica 

cursando com mudanças visíveis na glândula mamária e no leite e a subclínica onde 

a inflamação da glândula mamária não é visível. A mastite subclínica é a mais 

importante, visto que tem uma alta prevalência e produz um grande impacto 

econômico pela diminuição da produção do leite (BONILLA; MURILLO; ALMANZA, 

2018).  

Os agentes causadores da mastite infecciosa estão divididos em 

microrganismos de origem contagiosa e ambiental (COBIRKA; TANCIN; SLAMA, 

2020). Estudos epidemiológicos sobre a etiologia da mastite bovina e caprina indicam 

que os microrganismos de origem contagiosa são os mais prevalentes e o gênero 
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Staphylococcus se destaca por possuir maior frequência de casos clínicos e 

subclínicos (ZSCHÖCK et al., 2000).  

Os agentes da mastite de origem ambiental são principalmente os 

coliformes (Escherichia coli e Klebsiella spp.). Apesar de serem menos prevalentes 

que a mastite contagiosa, tem muita relevância na produção, e com o passar dos anos 

sua incidência vem aumentando com a necessidade do aumento da produção de leite 

(KLAAS; ZADOKS, 2018), que aumenta o estresse do animal, deixando-o mais 

suscetível aos microrganismos oportunistas (CHENG; HAN, 2020).  

O tratamento da mastite de origem contagiosa e ambiental é realizado a 

base de antibióticos, porém, devido à alta capacidade dos microrganismos adquirirem 

e transferirem os genes de resistência a antimicrobianos também apresenta impacto 

relevante para a Saúde Pública (KIBEBEW, 2017). 

A resistência aos antimicrobianos é um sério problema para a Saúde 

Pública global e a Organização Mundial da Saúde (OMS) publicou a lista de patógenos 

prioritários para pesquisa e desenvolvimento de novos antibióticos, estando no grupo 

crítico, as bactérias da família Enterobacteriaceae e no grupo de prioridade alta, 

Staphylococcus spp. resistentes à meticilina (MRS) (WHO, 2017). 

A maioria das cepas de Staphylococcus spp. resistentes à meticilina são 

potencialmente resistentes a todos os antibióticos β-lactâmicos (PATERSON; 

HARRISON; HOLMES, 2014). A resistência aos β-lactâmicos em MRS é produto da 

inativação enzimática codificada pelos genes BlaZ e pela modificação do alvo 

codificado pelo gene mec (Staphylococcal Cassette Chromosome [SCCmec]) 

(WENDLANDT et al., 2013). Estudos anteriores já relataram a presença de genes de 

resistência em MRS isolados de leite e produtos lácteos no Brasil onde 100% de 

isolados MRSA obtidos de bovinos portadores de mastite clínica possuíam o gene 

mecA (COELHO et al., 2009). No Nordeste do Brasil, o gene mecC já foi identificado 

por Silva et al. (2021) em isolados de Staphylococcus aureus em propriedades 

bovinas leiteiras no estado de Pernambuco, confirmando a presença de cepas MRSA 

no país.  

Além dos β-lactâmicos, a resistência aos antimicrobianos também é 

observada para outros grupos de antibióticos. As tetraciclinas são antibióticos 

amplamente utilizados na medicina humana e veterinária. A resistência para esse 

grupo de antibiótico está associada aos diferentes genes tet que codificam a bomba 

de efluxo e à proteção ribossomal (NG et al., 2001). Os macrolídeos, lincosamidas e 
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estreptograminas (MLS) são antibióticos utilizados na medicina humana para 

tratamento de infecções causadas por espécies de Staphylococcus resistentes à 

meticilina e vancomicina (PALMEIRA et al., 2020; WANG et al., 2008). A eritromicina 

(Macrolídeo) e a pirlimicina (Lincosamida) são os mais utilizados no gado leiteiro no 

tratamento de mastite (PYÖRÄLÄ et al., 2014). A resistência aos MLS pode ocorrer 

por três mecanismos como a modificação na metilação, bomba de efluxo e inativação 

da droga (FEßLER et al., 2018).  

As bactérias da família Enterobacteriaceae podem carrear genes que 

codificam as beta-lactamases, sendo as mais importantes as beta-lactamases de 

espetro estendido (BLEE) que conferem uma elevada resistência às cefalosporinas 

de primeira, segunda e terceira geração, monobactâmicos (Azetreonam) e às 

oxyimino cefalosporinas por meio da hidrólise do anel β-lactâmico (BERGŠPICA et 

al., 2020).  

Na cadeia produtiva dos bovinos e caprinos geralmente ocorre o contato 

direto entre os humanos e animais, sendo uma importante ligação na transmissão de 

bactérias resistentes e multirresistentes entre espécies (VAN BOECKEL et al., 2015). 

O monitoramento dos mecanismos de desenvolvimento e disseminação de resistência 

aos antimicrobianos no ambiente agropecuário poderá ser um ponto crítico para o 

avanço no aprimoramento da vigilância à saúde única (MAPA, 2021).  

Desta forma, conhecer os mecanismos que desencadeiam a resistência 

aos antimicrobianos implica em entender a evolução como um todo. Como a mudança 

genética é a base de todo processo evolutivo, a probabilidade de ocorrência dessa 

mudança representa o primeiro ponto de controle do desenvolvimento da resistência 

aos antimicrobianos (MARTINEZ et al., 2009).  
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2. Revisão de literatura 

2.1. Ecossistemas agropecuários   

O ecossistema agropecuário é definido como a inclusão dos animais de 

produção, alimentação, estrume, sistemas de manejo, solo, água e o ser humano, que 

são submetidos a continuas modificações (atividades agropecuárias) para a produção 

de proteína e fibra; ocupa o 38% de área terrestre, e é considerado o maior 

ecossistema da era antropocena (LUBY et al., 2016; OWINO et al., 2022).  

As atividades agropecuárias estão se convertendo em práticas importantes 

para a sustentabilidade da qualidade de vida das populações humanas, porém, o 

incremento da população e, portanto, da produção de alimentos está levando a um 

desequilíbrio ambiental, não unicamente a um aumento do efeito estufa, assim como 

um incremento de microrganismos altamente virulentos e multirresistentes (MARTIN-

CLOUAIRE; RELLIER, 2009; THANNER; DRISSNER; WALSH, 2016). 

2.2. Mastite 

A mastite é a inflamação da glândula mamária, sendo a enfermidade mais 

importante em animais de produção no mundo pela alta prevalência e incidência de 

casos (FAO, 2014; GUIMARÃES et al., 2017; KLAAS; ZADOKS, 2018). Produz 

grandes perdas econômicas para a indústria leiteira devido à diminuição na produção 

e qualidade do leite e aos elevados custos de tratamento e controle (GOMES; 

HENRIQUES, 2016).  

A etiologia da mastite é ampla e complexa e está associada a múltiplos fatores 

e agentes etiológicos. Estes últimos dividem a mastite em dois grandes grupos: os de 

origem contagiosa e os de origem ambiental (LAKEW; FAYERA; ALI, 2019).  

A mastite de origem contagiosa é transmitida de animal para animal, 

principalmente durante a ordenha (CHENG; HAN, 2020), sendo a principal fonte de 

infeção a glândula mamária infectada (GOMES; HENRIQUES, 2016). Os 

microrganismos que se encontram nesse grupo vivem sobre a pele do úbere e do teto, 

podendo colonizar e se multiplicar no animal (ACOSTA et al., 2016; CHENG; HAN, 

2020). Os principais patógenos envolvidos na mastite contagiosa são: Streptococcus 

agalactiae, Staphylococcus aureus, Corynebacterium bovis e Mycoplasma spp. (PAL; 

REGASA; GIZAW, 2020) 
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A mastite de origem ambiental é aquela onde a principal fonte de infecção é o 

ambiente e está associada à falta de higiene durante a ordenha (COBIRKA; TANCIN; 

SLAMA, 2020; GOMES; HENRIQUES, 2016). Os microrganismos deste tipo de 

mastite comumente não se encontram na pele do úbere e do teto e são considerados 

patógenos oportunistas, estando presentes no ambiente como água, fezes e urina 

(KIBEBEW, 2017). Os principais patógenos que causam a mastite ambiental são: 

Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae e bactérias da família 

Enterobacteriaceae (ACOSTA et al., 2016; PAL; REGASA; GIZAW, 2020).  

A mastite também pode ser classificada de acordo com os sinais clínicos em: 

mastite clínica e subclínica (MARÉCHAL et al., 2011). A mastite clínica se caracteriza 

pela presença de sinais da inflamação como rubor, dor no úbere e no teto e aumento 

no tamanho da glândula, assim como alterações visíveis no leite como a presença de 

coágulos (COBIRKA; TANCIN; SLAMA, 2020) ou sangue (CONTRERAS; 

RODRÍGUEZ, 2011; MARÉCHAL et al., 2011). 

A mastite subclínica é aquela que determina mudanças na composição do leite 

sem apresentar anormalidades visíveis e também na glândula mamária (AKTER et al., 

2020). Geralmente, a mastite subclínica apresenta maior prevalência e duração que a 

mastite clínica, devido ao fato de não manifestar sinais visíveis, sendo mais difícil de 

detectar. Este tipo de infecção serve como reservatório de patógenos que podem ser 

transmitidos para outros animais (ABEGEWI et al., 2022; COBIRKA; TANCIN; 

SLAMA, 2020; ZERYEHUN; AYA; BAYECHA, 2013). 

O tratamento da mastite é realizado principalmente mediante o uso de 

antibióticos, e se necessário, utilizam-se os anti-inflamatórios não esteroides (AINES) 

(COBIRKA; TANCIN; SLAMA, 2020), sendo a infecção mais onerosa na produção 

pecuária no mundo (PAL, 2018a). O Conselho Nacional da Mastite (NMC, National 

Mastite Council) elaborou um guia para o controle da mastite nos animais de produção 

com medidas que consistem em cinco pontos: 1) identificar e tratar casos clínicos; 2) 

desinfecção do teto pós-ordenha; 3) terapia de vaca seca; 4) eliminar animais que 

apresentam a infecção de forma crônica e 5) manutenção regular dos equipamentos 

de ordenha (RUEGG, 2017).  
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2.3. Família Enterobacteriaceae  

As bactérias da família Enterobacteriaceae são bastonetes Gram negativos, 

podendo medir entre 0,3 - 1,0µm de largura e 0,6 - 6,0µm de comprimento, sendo um 

grupo heterogêneo onde são encontrados 43 gêneros e 263 espécies e subespécies 

de bactérias, sendo o habitat natural, o trato intestinal de humanos e animais (MCVEY; 

KENNEDY; CHENGAPPA, 2016). Os gêneros que formam parte da família 

Enterobacteriaceae não podem ser identificados por meio da morfologia microscópica, 

no entanto, apresentam algumas caraterísticas similares, pois todas são anaeróbias 

facultativas, fermentam glicose, catalase positivas, oxidase negativas, reduzem nitrato 

a nitrito, não formam esporos, não são álcool-ácido resistentes e a maioria cresce em 

temperatura de 22 a 35°C (LEVINSON, 2016; MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 

2016; RIEDEL et al., 2022).  

Para a diferenciação dos gêneros da família Enterobacteriaceae são utilizadas 

provas bioquímicas para determinar diferenças metabólicas como a fermentação de 

lactose, a resistência aos sais biliares, assim como também meios de cultivo seletivos 

e diferenciais que ajudam a identificação por meio das características das colônias em 

cada meio (KONEMAN et al., 2018).  

Os principais gêneros representantes desta família são: Escherichia spp., 

Klebsiella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp., Serratia spp., Proteus spp., 

Providencia spp., Morganella spp., Salmonella spp., Shigella spp. Os membros da 

família Enterobacteriaceae apesar de formar parte da microbiota são considerados 

patógenos oportunistas, principalmente em indivíduos imunossuprimidos, podendo 

produzir infecções intestinais ou extraintestinais (sistema urinário e respiratório) em 

animais e humanos. No entanto, outros gêneros como Salmonella spp. e Shigella spp. 

são considerados patogênicos para os humanos (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 

2016; RIEDEL et al., 2022).  

Nos últimos anos, as bactérias da família Enterobacteriacea foram identificadas 

como agentes causadoras da mastite clínica e subclínica em vacas e cabras em 

países como Colômbia (BONILLA; MURILLO; ALMANZA, 2018), Nigéria 

(DANMALLAM; PIMENOV, 2019), Índia (BISHT et al., 2020), Camarões (ABEGEWI 

et al., 2022), Romênia (PASCU et al., 2022) e Egito (EL-MOHANDES et al., 2022). 

Relatos do envolvimento de bactérias ocasionando mastite em bovinos e caprinos 

desta família no Brasil nos últimos anos estão na tabela 1. 
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Tabela 1. Representantes de bactérias da família Enterobacteriaceae isoladas de 

casos de mastite bovina e caprina no Brasil no período de 2010 a 2022 

Autor Espécie Estado/Região 
Espécie de 

Enterobactérias 
Frequência 

Peixoto et al. 

(2010)  
Caprina 

Pernambuco 

Bahia 

Bactérias da 

família 

Enterobacteriaceae 

3,9%  

Santiago et al. 

(2015) 

 

Bovina Rio de Janeiro 

Proteus mirabilis 

 

E. coli 

Citrobacter freundii 

Serratia 

marcescens 

Serratia rubidae 

Enterobacter 

aerogenes 

45,3%  

 

40,5% 

4,8% 

4,8% 

 

2,4% 

2,4% 

Cortinhas et al. 

(2016) 
Bovina 

São Paulo, 

Minas Gerais, 

Paraná 

E. coli 

Klebsiella spp. 

4,2% 

4,5% 

Martins et al. 

(2017) 
Bovina São Paulo 

Citrobacter sp. 0,45% 

Rodrigues et al. 

(2017) 
Bovina Piauí 

E. coli 

Enterobacter 

cloaclae 

Klebsiella 

pneumoniae 

Klebsiella oxytoca 

 

Enterobacter 

asburiae 

Serratia 

marcescens 

Citrobacter freundii 

74% 

4,2% 

 

6,4% 

 

6,4% 

 

2,1% 

 

4,2% 

 

2,1% 

Tomazi et al. 

(2018) 
Bovina 

São Paulo e 

Minas Gerais 

E. coli 

 

46,2%  
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Klebsiella spp. 

 

Citrobacter spp. 

 

Enterobacter spp. 

1,4%  

 

10,5%  

 

5,7%  

Braga et al. 

(2018) 
Bovina São Paulo 

Enterobacter 

cloacae 

 

Lima et al. 

(2018) 
Caprina Minas Gerais 

E. coli 

 

Klebsiella spp. 

Klebsiella oxytoca 

Enterobacter 

aerogenes 

6,9%  

 

2,1% 

0,5% 

2,1% 

Machado et al. 

(2018) 
Caprina São Paulo 

E. coli 1,4%  

Aragão et al. 

(2021) 
Caprina Pernambuco 

E. coli 

 

Enterobacter 

cloacae 

1,38%  

 

0,92 % 

Clock et al. 

(2021) 
Bovina Paraná 

E. coli 18% 

De oliveira et al. 

(2022) 
Bovina Piauí 

E. coli 6,9% 

Lopes et al. 

(2022) 
Bovina 

Rio Grande do 

Sul 

Klebsiella spp. 

Serratia sp. 

3,9% 

2,0% 

 

  
2.4. Gênero Staphylococcus 

As bactérias do gênero Staphylococcus são cocos Gram positivos, anaeróbios 

facultativos, medem aproximadamente 0,5 - 1,5µm de diâmetro imóveis, não 

apresentam flagelos, não formam esporos, são catalase positivos; na microscopia 

podem ser observados distribuídos em grupos, podendo formar aglomerados 

irregulares ou similares a cachos de uva (KONEMAN et al., 2018; MCVEY; KENNEDY; 

CHENGAPPA, 2016). Staphylococcus spp. podem crescer em temperaturas que 

variam entre 7°C a 48°C e pH de 4 a 10 (MONTANARI et al., 2015); têm caraterísticas 
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de halotolerância, sendo capazes de crescer em concentrações de 10-15% de NaCl 

(CHOI et al., 2014).  

O gênero Staphylococcus se encontra dentro da família Staphylococcaceae, 

ordem Bacillales e Filo Firmicutes (KONEMAN et al., 2018), onde são identificadas 45 

espécies e 24 subespécies do gênero, os quais se encontram classificados por 

caraterísticas fenotípicas e genotípicas, sendo a mais utilizada a capacidade de 

produzir a enzima coagulase; classificam-se em dois grupos: Staphylococcus 

coagulase positivos e Staphylococcus coagulase negativos (MCVEY; KENNEDY; 

CHENGAPPA, 2016; SAVINI, 2018).  

Os estafilococos são considerados patógenos oportunistas ou microrganismos 

comensais da mucosa e pele de humanos e animais (FOSTER, 2009), porém, 

Staphylococcus coagulase positivo como Staphylococcus aureus, apesar de serem 

encontrados em ambientes externos e nas narinas em 20 - 40% dos humanos, estes 

são considerados patógenos universais (KONEMAN et al., 2018). Staphylococcus 

coagulase negativos são tipicamente encontrados como parte da microbiota da pele, 

e considerados os maiores patógenos nosocomiais e oportunistas, estando 

associados às infecções da pele e tecidos moles (BECKER; HEILMANN; PETERS, 

2014), podendo apresentar sintomatologia similar à encontrada nas infecções por 

Staphylococcus coagulase positivo (NATSIS; COHEN, 2018). 

A mastite bovina e caprina apresenta como um dos principais agentes 

etiológicos, as espécies do gênero Staphylococcus (AKTER et al., 2020; BONILLA; 

MURILLO; ALMANZA, 2018; PAL, 2018b). Apesar de contar com planos de controle, 

ainda é um problema na produção em vários países como Peru (BONILLA; MURILLO; 

ALMANZA, 2018), Nigéria (DANMALLAM; PIMENOV, 2019), Bangladesh (AKTER et 

al., 2020), Argélia (TAMENDJARI et al., 2021), Paquistão (JAVED et al., 2022). No 

Brasil foram realizados vários estudos epidemiológicos relacionados aos 

Staphylococcus spp. como agentes causadores de mastite (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Bactérias do gênero Staphylococcus como agentes causais de mastite 

bovina e caprina no Brasil no período de 2012 a 2022. 

Autor Espécie Estado/Região 
Espécie de 

Staphylococcus 
% de 

isolamento 

França et al. 

(2012) 
Caprina 

Pernambuco 

Bahia 

S. epidermidis 

S. intermedius 

17,6%  

16,6%  
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S. hyicus 

S. aureus 

S. caprae 

S. gallinarum 

S. simulans 

S. saprophyticus 

CNS 

16,6%  

16,2%  

11%  

2,3%  

1,4% 

0,5% 

17,6%  

Silveira-Filho 

et al. (2014) 
Bovina Pernambuco 

Staphylococcus 

aureus 

87 isolados 

de leite 

Ferreira et al. 

(2014) 
Caprina Paraíba 

Staphylococcus 

spp. 

Staphylococcus 

aureus 

10,77% 

 

2,72% 

Santiago et al. 
(2015) 

Bovina 
Rio Grande do 

Sul 

Staphylococcus 
spp. 

88,2%  

Da Costa 
Krewer et al. 

(2015) 
Bovina 

Bahía 

Pernambuco 

Staphylococcus 

aureus 

CPS 

CNS 

57.8% 

 

28% 

14.2% 

Cortinhas et al. 
(2016) 

Bovina 

São Paulo, 

Minas Gerais, 

Paraná 

Staphylococcus 
aureus 

7,6% 

Mello et al. 
(2016) 

Bovina 

Paraná 

São Paulo 

Santa Catarina 

Rio Grande do 

Sul 

S. aureus 

 

CNS 

 

S. chromogenes 

 

S. epidermidis 

 

S. saprophyticus 

 

S. warneri 

S. simulans 

S. haemolyticus 

S. hyicus 

45.3%  

 

54,7%  

 

14,9%  

 

14,4%  

 

9,4%  

 

3,3%  

3,3%  

3,3%  

2,8%  
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S. hominis 

S. xylosus 

2,2%  

1,1% 

Haubert et al. 
(2017) 

Bovina 
Rio Grande do 

Sul 

Staphylococcus 

aureus 

100%  

Martins et al. 
(2017) 

Bovina São Paulo 

Staphylococcus 

spp. 

Staphylococcus 

aureus 

3,6% 

 

0,3% 

Costa et al. 

(2018) 
Bovina Maranhão 

Staphylococcus 

aureus 

43,18%  

Tomazi et al. 
(2018) 

Bovina 
São Paulo e 

Minas Gerais 

Staphylococcus 

aureus 

9,6%  

Braga et al. 
(2018) 

Bovina São Paulo 
Staphylococcus 

spp. 

 

Gonçalves et 

al. (2018) 
Bovina São Paulo 

Staphylococcus 

aureus 

5,3%  

Lima et al. 
(2018) 

Caprina Minas Gerais 

Staphylococcus 

spp. 

Staphylococcus 

aureus 

25%  

 

60%,  

Machado et al. 
(2018) 

Caprina São Paulo 

Staphylococcus 

spp. 

Staphylococcus 

aureus 

70%  

 

13,5%  

Silva et al. 

(2020) 
Bovina Pernambuco 

Staphylococcus 

aureus 

6,25%  

Aragão et al. 

(2021) 
Caprina Pernambuco 

Staphylococcus 

spp. 

83.29%  

Clock et al. 
(2021) 

 
Bovina Paraná 

Staphylococcus 

aureus 

18%  

Lopes et al. 
(2022) 

 
Bovina 

Rio Grande do 
Sul 

Staphylococcus 

spp. 

85,4%  

LIMA et al., 
(2022) 

Bovina Paraíba 
Staphylococcus 

spp. 

26,36% 

oCPS: Outros Staphylococcus coagulase positivo; CNS: Staphylococcus coagulase 

negativos. 
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2.5. Resistência bacteriana aos antimicrobianos 

A descoberta da penicilina, no início dos anos 40, levou a uma diminuição da 

mortalidade por infecções bacterianas, porém, em meados da mesma década, com o 

incremento no seu uso, observou-se um incremento na resistência de bactérias do 

gênero Staphylococcus, nas quais foi identificada a produção de enzimas 

denominadas como penicilinases que são enzimas similares às beta-lactamases 

anteriormente descobertas em cepas de Escherichia coli (MARANAN et al., 1997). A 

maioria das cepas de Staphylococcus aureus é resistente à penicilina e somente 5 - 

10% são sensíveis, e, situações similares são observadas para outros tipos de 

antibióticos para uma ampla diversidade de gêneros bacterianos (ALÓS, 2015). 

As bactérias possuem a capacidade de se adaptar rapidamente às diferentes 

condições ambientais, o que tem permitido sua sobrevivência em concentrações 

bacteriostáticas e/ou bactericidas dos antibióticos (CUNHA, 1998).  Essa capacidade 

de adaptação ocasionou o incremento alarmante de cepas multirresistentes no 

mundo, que não teve um aumento unicamente em bactérias patogênicas, mas 

também um incremento na microbiota intestinal dos humanos e animais por 

enterobactérias produtoras de BLEE que podem alcançar níveis pandêmicos 

(WOERTHER et al., 2013).  

A resistência aos antibióticos pode ser definida como a falta de eficácia dos 

antimicrobianos contra as bactérias, gerada não simplesmente pelo seu uso 

indiscriminado, mas também devido aos mecanismos naturais de resistência aos 

antibióticos que as bactérias possuem devido a sua evolução (ALÓS, 2015). 

Existem dois tipos de resistência aos antibióticos: resistência adquirida e 

resistência intrínseca (TOMPSON et al., 2021). A resistência adquirida é aquela que 

se desenvolve quando uma nova característica é expressa principalmente devido às 

mudanças genéticas produzidas pela exposição aos antibióticos (CULYBA; MO; 

KOHLI, 2015). As bactérias podem adquirir esse tipo de resistência por meio de 

mutações ou de transferência horizontal de genes como transposons, integrons, 

plasmídeos ou bacteriófagos (RAGHUNATH, 2008). A resistência intrínseca refere-se 

a uma característica generalizada que não muda independentemente da pressão 

seletiva do antibiótico; é mediada por cromossomos e está associada com 

caraterísticas anatômicas e fisiológicas da bactéria, isto é, que as bactérias são 
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naturalmente resistentes às diferentes classes de antibióticos (COX; WRIGHT, 2013; 

CULYBA; MO; KOHLI, 2015; FAO et al., 2016). 

A resistência aos antibióticos é uma caraterística importante para a 

sobrevivência da bactéria, no entanto, não é um fator de virulência propriamente dito, 

porém os fatores de virulência e a resistência aos antibióticos compartilham 

caraterísticas básicas, apesar de ter uma origem e tempo evolutivo diferente como: a) 

a capacidade de adaptação para a sobrevivência da bactéria; b) os genes 

codificadores têm sido transferidos por meio de fragmentos de DNA (elementos 

genéticos móveis); c a resistência aos antibióticos está relacionada com a presença 

de infecção, que a sua vez está em relação com fatores de virulência que permitem o 

desenvolvimento da mesma; d) similares mecanismos envolvidos como as bombas 

de efluxo e alterações de membrana (BECEIRO; TOMÁS; BOU, 2013; MARTÍNEZ; 

BAQUERO, 2002).  

 
 

2.6. Mecanismos de resistência aos antimicrobianos  

As bactérias apresentam vários mecanismos de resistência aos antibióticos 

(Figura 1), dentre os quais os quatro principais são (LEVINSON, 2016): 

 

1. Inativação do fármaco: as bactérias têm a capacidade de sintetizar enzimas 

que podem degradar (Beta-lactamases) ou modificar o fármaco (cloranfenicol 

acetil transferases), destruindo sua ação bactericida/bacteriostática 

(PETERSON; KAUR, 2018).  

 

2. Modificação do alvo do fármaco nas bactérias: alterações na molécula alvo 

ocorrem como resultado de mutação espontânea que reduzem ou bloqueiam 

completamente o antibiótico; exemplos desse mecanismo são a metilação do 

rRNA 23S ou 16S rRNA, alterações nos precursores de peptideoglicanos ou 

síntese de alvos alternativos de baixa afinidade (PBPs) (MCDERMOTT; 

WALKER; WHITE, 2003; PETERSON; KAUR, 2018). 

 

3. Bomba de efluxo e/ou alterações na permeabilidade da membrana: as bombas 

de efluxo ocorrem por meio de uma grande família de proteínas que ejetam os 

antibióticos do interior da célula (WRIGHT, 2010). As alterações na 
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permeabilidade da membrana é o resultado de mutações nos genes 

codificadores das porinas e/ou mudanças na expressão fenotípica das 

mesmas que podem limitar o transporte do fármaco até o sítio alvo dentro da 

bactéria (MCDERMOTT; WALKER; WHITE, 2003). 

 

4. Desvio do alvo (bypass): o desvio do alvo envolve a geração de alvos ou 

subunidades adicionais de baixa afinidade para o antibiótico (WRIGHT, 2010). 

 

 

Figura 1 Representação esquemática de diferentes mecanismos de resistência a 

antibióticos em bactérias, adaptado de Wright (2010). 

 
 

2.7. β-lactamases 

Os antibióticos β-lactâmicos por definição apresentam um núcleo β-lactâmico 

em sua estrutura molecular, inibem a síntese da parede celular bacteriana pela união 

com as proteínas de ligação à penicilina, assim como também interferem com a 

atividade do ácido murâmico na reticulação (transpeptidação) do peptidoglicano da 
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parede celular bacteriana, produzindo a morte da bactéria por pressão osmótica 

intracelular (AARTS, 2011; RIEDEL et al., 2022). Os β-lactâmicos estão divididos em 

vários grupos: cefalosporinas de primeira, segunda, terceira e quarta geração, 

carbapenema e monobactâmicos (LEVINSON, 2016). 

As β-lactamases são enzimas capazes de hidrolisar o enlace amino do anel 

beta-lactâmico de modo que o antibiótico não consegue se unir às proteínas de ligação 

à penicilina e, portanto, a síntese da parede celular não é interrompida (POOLE, 

2004). As β-lactamases foram identificadas em ampla variedade de gêneros de 

bactérias Gram negativos e Gram positivos, sendo que algumas são mediadas por 

elementos genéticos móveis (plasmídeos, transposones), facilitando a transferência 

de material genético entre microrganismos, como é no caso das penicilinases em 

Staphylococcus spp. e as β-lactamases de tipo AmpC em bacilos Gram negativos, ou 

por cromossomos como ocorre no caso da maioria das bactérias Gram negativos 

(RIEDEL et al., 2022; WILKE; LOVERING; STRYNADKA, 2005).  

A classificação das β-lactamases foi realizada com base em duas 

características: 1) caraterísticas bioquímicas e funcionais, a classificação mais 

utilizada; 2) características moleculares. Dentro da classificação por características 

bioquímicas e funcionais as β-lactamases são divididas em 4 classes (KONG; 

SCHNEPER; MATHEE, 2010):  

 

 Classe A: encontram-se as β-lactamases mediadas por plasmídeos ou 

transposons, como as penicilinases, e as produzidas pelas bactérias Gram 

negativos como a blaSHV e a blaTEM. 

 

 Classe B: podem ser encontradas as metalo-β-lactamases, que inativam o 

imipenem e meropenem. 

 

 Classe C: dentro dessa classe estão as cefalosporinases, como são as β-

lactamases de tipo ampC. 

 

 Classe D: os representantes dessa classe são as oxilinases, com capacidade 

de inativar a oxacilina e meticilina. 
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2.8. β-lactamases de espectro estendido (BLEE) 

As β-lactamases de espectro estendido (BLEE) são enzimas mediadas por 

plasmídeos, geralmente produzidas por bactérias pertencentes à família 

Enterobacteriaceae, capazes de inativar as cefalosporinas de primeira, segunda e 

terceira geração e monobactâmicos (azetreonam). As BLEE são inativadas por 

inibidores das β-lactamases como ácido clavulânico e sulbactam (CHAUDHARY; 

AGGARWAL, 2004; GESER; STEPHAN; HÄCHLER, 2012).  

As BLEE’s são derivadas das famílias de β-lactamases tipo TEM (temoniera) e 

SHV (variável sulfidrila) que são encontradas comumente em E. coli, Klebsiella spp. e 

Proteus mirabilis, porém, existem outras BLEE’s que diferem filogeneticamente de 

TEM e SHV como CTX-M (pela preferência de hidrolisar a cefotaxima), que foi 

descoberta em espécies de Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, 

Serratia spp. e Enterobacter spp. (CANTÓN; GONZÁLEZ-ALBA; GALÁN, 2012).  

As bactérias da família Enterobacteriaceae produtoras de BLEE são 

consideradas a maior ameaça em relação à resistência a antimicrobianos pelo seu 

incremento significativamente rápido (AARTS, 2011). A Organização Mundial da 

Saúde (OMS) colocou a família Enterobacteriaceae produtora de BLEE no grupo 

crítico para o desenvolvimento e pesquisa de antibióticos (WHO, 2017). A presença 

de bactérias produtoras de BLEE como colonizadoras da microbiota em animais 

produtores de alimentos vem se tornando um problema para a saúde pública pelo fato 

da rápida transferência de genes de resistência entre cepas bacterianas distintas por 

meio de plasmídeos, assim como, pela capacidade de coexistir com outro tipo de 

determinantes de resistência, o que vai incrementar a frequência da multirresistência 

(DAHMS et al., 2015; LI et al., 2007).  

Na análise sistemática, Murray et al. (2022) identificaram que E. coli é o primeiro 

microrganismo associado com a maior número de mortes por resistência aos 

antimicrobianos no mundo. Diversos estudos foram realizados com isolamento de 

bactérias da família Enterobacteriaceae de leite no mundo, Turquia (TEKINER; 

ÖZPINAR, 2016), Líbano (DIAB et al., 2017), Egito (EL-MOHANDES et al., 2022), 

Iraque (AHMED, 2021). Os estudos relacionados com isolados de bactérias 

produtoras de BLEE isoladas de leite em bovinos e caprinos realizados no Brasil estão 

descritos na tabela 3. 
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Tabela 3. Estudos relacionados com a identificação de bactérias pertencentes à 

família Enterobacteriaceae produtoras de BLEE no Brasil no período 2012 – 2022. 

Autor/Ano Espécie Estado Enterobacteriaceae BLEE % de 
isolamento 

Nobrega et 

al. (2013) 
Bovina Goiás Klebsiella pneumoniae  

5 isolados 

BLEE positivos 

com teste 

fenotípico 

Stella et al. 
(2017) 

Bovina Goiás 
Escherichia coli 

23,9% (40/167) 
 

Fenotípico 

7,5% (3/40) 
Parussolo 

et al. 
(2019) 

Bovina 
Santa 

Catarina 

Escherichia coli 

6,9% (8/117) 
blaTEM 12,5% (1/8) 

Nobrega et 
al. (2021) 

Bovina 

São Paulo 

Bahia 

Minas 

gerais 

Goiás 

Klebsiella pneumoniae 

1,8% (28/1547) 

blaCTX-M8 

blaSHV-

108 

3 isolados 

positivos para 

os dois genes 

 
 

2.9. Staphylococcus spp. resistentes à meticilina (MRS) 

A meticilina é um antibiótico β-lactâmico semissintético elaborado para o 

tratamento de infecções estafilocócicas que apresentaram resistência à penicilina 

associada à aquisição do gene blaZ, e que foi observada em cepas de Staphylococcus 

spp., apenas um ano após a introdução da meticilina na clínica médica (HARKINS et 

al., 2017).  

As bactérias do gênero Staphylococcus (Staphylococcus coagulase positivos e 

negativos) são frequentemente associadas à resistência a vários tipos de 

antimicrobianos, sendo denominados Staphylococcus multirresistentes (JANGRA; 

KHANDAIT, 2021). Staphylococcus aureus é a espécie mais proeminente do gênero 

Staphylococcus, sendo capaz de produzir desde infecções na pele até endocardite e 

sepse, cujo o impacto incrementou com a origem de cepas resistentes à meticilina 

(MRSA), devido ao fato de a meticilina ser o antibiótico de opção para infecções por 

S. aureus (PATERSON; HARRISON; HOLMES, 2014; PRENAFETA et al., 2014). 

A resistência à meticilina é mediada pelos genes mecA e mecC que são 

transferidos de maneira horizontal no cassete cromossômico estafilocócico mec (SCC 

[staphylococcal cassette chromosome]). Os genes mecA, mecC e, recentemente 
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identificado em cepas de estafilococcus, mecB codificam as enzimas ligadas às 

penicilinas 2a de baixa afinidade (PBP2a) e PBP2c, respectivamente, que conferem 

resistência a todos os antibióticos β-lactâmicos, incluindo a penicilina G, meticilina e 

cefalosporinas como a cefotaxima (BECKER et al., 2018; HARKINS et al., 2017; 

LARSEN et al., 2022; TURNER et al., 2019). No mundo foram identificadas cepas de 

Staphylococcus resistentes à meticilina circulando no sistema agropecuário, de países 

como os Estados Unidos (HARAN et al., 2012), Grã Bretanha (PATERSON et al., 

2014), Colômbia (HERRERA; SANTOS, 2016), Itália (BASANISI et al., 2017) e 

Alemanha (KADLEC et al., 2019). As pesquisas no Brasil estão destacadas na tabela 

4.  

 

Tabela 4. Staphylococcus resistentes à meticilina isolados de leite no Brasil no 

período 2012 – 2022. 

Autor/Ano Espécie Estado 
Staphylococcus 

spp. 
Gene % de 

identificação 

Santos et al. 
(2016) 

Bovina 

Minas Gerais 

Pernambuco 

Paraná 

Rio grande do Sul 

Santa Catarina 

São Paulo 

Staphylococcus 
epidermidis 

 
CNS 

mecA 

 

blaZ 

5,88% 

 

48% 

Ribeiro et al. 
(2020) 

Bovina São Paulo 

S. haemolyticus 

S. hominis 

S. epidermidis 

mecA 4,1% 

Alves et al. 
(2020) 

Bovina 

Minas Gerais 

Rio de Janeiro 

São Paulo 

Staphylococcus 
aereus 

mecC 25,7% 

Aragão et al. 
(2021) 

Caprina Pernambuco Staphylococcus spp. 
mecA 2.25 % 

Da Silva et al. 
(2022) 

Bovina Pernambuco 

Staphylococcus 

aureus 

Staphylococcus spp. 

mecA 1,78% 

CNS: Staphylococcus coagulase negativa. 
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2.10. Resistência aos macrolídeos, lincosamidas e estreptograminas 

(MLS) 

Os antibióticos MLS são antibióticos quimicamente diferentes, mas que 

apresentam uma ação similar, porém não idêntica; os macrolídeos evitam a 

translocação da cadeia de peptídeos que está se formando no ribossomo; as 

lincosamidas inibem a reação da peptidil transferase a qual catalisa a formação da 

ligação peptídica; e a estreptogramina B que bloqueia o túnel de saída através do qual 

as cadeias peptídicas saem do ribossomo, resultando na liberação de peptídeos 

incompletos (CATTOIR; LECLERCQ, 2017).  

Os macrolídeos são utilizados principalmente para o tratamento de infecções 

do trato respiratório, pele e tecidos moles, principalmente em indivíduos que 

apresentam alergia às penicilinas, e também nas formas atípicas de infecções por 

Mycobacterium spp. em humanos (STEWARD et al., 2005). Na Medicina Veterinária 

são utilizados no tratamento de infecções respiratórias em bovinos, suínos e aves; as 

lincosamidas em conjunto com macrolídeos são usadas no tratamento de infecções 

estreptocócicas do grupo B em medicina humana (MAROSEVIC; KAEVSKA; JAGLIC, 

2017).  

A resistência aos MLS é mediada por três mecanismos principais: modificação 

do alvo (metilação do RNAr) codificados pelos genes erm (ermA, ermB, ermC e ermF), 

bombas de efluxo associada aos genes msr (macrolídeos - estreptograminas) e 

inativação do antibiótico através de enzimas inativadoras como a fosforilase codificada 

pelos genes mph (FESSLER et al., 2018), sendo importante ressaltar que os genes 

principais que conferem resistência aos MLS são ermA e ermC (KHODABANDEH et 

al., 2019).   

A metilação do RNAr é o mecanismo principal pelo qual os MLS interagem, 

sendo a bactéria capaz de adicionar metilases às ligações especificas do RNAr, 

levando à danos no sítio de união no ribossomo bacteriano, o que produz uma 

superposição desses sítios e o que possibilita uma resistência cruzada entre os 

macrolídeos, lincosamidas e estreptograminas (CATTOIR; LECLERCQ, 2017; 

MAROSEVIC; KAEVSKA; JAGLIC, 2017). A identificação desse tipo de resistência 

tem incrementado em importância, devido à falha no tratamento de infecções 

estafilocócicas em humanos (STEWARD et al., 2005), sendo necessário realizar o 

teste fenotípico denominado D-teste. Este teste é realizado pela técnica de disco 
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difusão, utilizando um disco de eritromicina (15µg) e um de clindamicina (2µg) e 

colocados no ágar Muller Hinton a uma distância de 20mm entre os centros de cada 

um deles. Após o período de incubação, se for observada resistência no disco de 

eritromicina (sensibilidade à clindamicina) com achatamento na zona de inibição da 

clindamicina, a cepa é classificada como resistência induzida à clindamicina (CLSI, 

2020). 

A resistência aos MLS tem sido estudada em Staphylococcus spp. isolados de 

leite bovino e caprino no Brasil (tabela 5), porém, a maioria dos estudos não realizaram 

o teste para identificação da resistência induzida às lincosamidas (D-teste). Em estudo 

realizado em propriedades leiteiras de Piauí por Pereira et al. (2018) avaliaram a 

capacidade dos isolados de S. aureus de induzir resistência às lincosamidas utilizando 

o D-teste, obtendo como resultados 3,8% (3/104) de cepas iMLS e 15,4% (17/104) de 

cMLS. 

  

Tabela 5. Apresentação de estudos identificando isolados de Staphylococcus spp. 

resistentes aos MLS de leite no Brasil no período 2012 – 2022. 

Autor/Ano Espécie Estado 
Staphylococcus 

spp. 

Resistencia 

antimicrobiana 
% de 

identificação 

França et al. 
(2012) 

Caprina 
Pernambuco 

Bahia 

Staphylococcus 

spp. 

Eritromicina 

 

Lincomicina 

(lincosamida) 

33,8% 

 

39% 

Oliveira et 
al. (2016) 

Bovina Paraíba 
Staphylococcus 

spp. 

Eritromicina 

Pirlimicina 

(lincosamida) 

11% 

1% 

Santos et al. 
(2016) 

Bovina 

Minas Gerais 

Pernambuco 

Paraná 

Rio grande 

do Sul 

Santa 

Catarina 

São Paulo 

Staphylococcus 
aureus 

Eritromicina 

 

1,3% 

 

Pereira et 
al. (2018) 

Bovina Piauí 
Staphylococcus 

aureus 

Eritromicina 

Clindamicina 

65,4% 

19,2% 
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Dorneles et 
al. (2019) 

Bovina Minas Gerais 

Staphylococcus 

aureus 

CNS 

Eritromicina 

Clindamicina 

Eritromicina 

Clindamicina 

14,1% 

14,1% 

37,5% 

37,5% 

Alves et al. 
(2020) 

Bovina 

Minas Gerais 

Rio de 

Janeiro 

São Paulo 

Staphylococcus 
aureus 

Eritromicina 

Clindamicina 

14,3% 

14,3% 

Aragão et 
al. (2021) 

Caprino Pernambuco 
Staphylococcus 

spp. 

Eritromicina 

Clindamicina 

12.92 % 

12.35 % 

 
 

2.11. Resistência às tetraciclinas 

As tetraciclinas têm como alvo de ação, os ribossomos bacterianos, podendo 

exercer efeito sobre um grande número de bactérias Gram-positivos e negativos, 

aeróbicas e anaeróbicas, micoplasmas, riquétsias e clamídias (MAROSEVIC; 

KAEVSKA; JAGLIC, 2017). Constituem os principais antibióticos utilizados em 

Medicina Veterinária no tratamento e controle de doenças infecciosas, e durante um 

período foi utilizada como aditivo alimentar (DAGHRIR; DROGUI, 2013). No Brasil, 

existem vários estudos identificando resistência à tetraciclina em Staphylococcus spp. 

isolados de leite bovino e caprino, listados na tabela 6. 

A resistência às tetraciclinas é mediada por dois mecanismos: bombas de 

efluxo codificado pelos genes tet(K) ou tet(L); e proteínas de proteção ribossomal, 

mediada pelos genes tet(M), tet(O), tet(S), tet(P), tet(Q) e tet(U) (HRAOUI et al., 2012).  

 

Tabela 6. Estudos prévios identificando frequência da resistência à tetraciclina em 

isolados de bovinos e caprinos no Brasil no período 2012 – 2022. 

Autor/Ano Espécie Estado 
Staphylococcus 

spp. 
Gene % de 

identificação 

Silva et al. 
(2013) 

Bovina São Paulo 
Staphylococcus 

aureus 
tetK 3,1% 

Oliveira et 
al. (2016) 

Bovina Paraíba 
Staphylococcus 

spp. 

Resistencia 

fenotípica à 

tetraciclina 

14% 

Santos et al. 
(2016) 

Bovina 

Minas Gerais 

Pernambuco 

Paraná 

Staphylococcus 

aureus 

Resistencia 

fenotípica à 

tetraciclina 

30,4% (24/79) 
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Rio grande do Sul 

Santa Catarina 

São Paulo 

Martini et al. 
(2017) 

Bovina Minas Gerais 
Staphylococcus 

aureus 

tetK 

tetL 

tetM 

teto 

84% 

9% 

2,2% 

1,1% 

Haubert et 
al. (2017) 

Bovina 
Rio Grande do 

Sul 

Staphylococcus 

aureus 

Resistencia 

fenotípica à 

tetraciclina 

tetK e tetL 

tetM 

38,7% 

 

 

35% 

35% 

Lima et al. 
(2018) 

Caprina Minas Gerais 

Staphylococcus 

aureus 

Staphylococcus 

epidermidis 

Staphylococcus 

spp. 

Staphylococcus 

caprae 

Staphylococcus 

legdumensis 

Resistencia 

fenotípica à 

tetraciclina 

16,8% 

 

35,3% 

 

25% 

 

25% 

 

100% 

Dorneles et 
al. (2019) 

Bovina Minas Gerais 

Staphylococcus 

aureus 

CNS 

Resistencia 

fenotípica à 

tetraciclina 

71,6% 

 

100% 

Aragão et 
al. (2021) 

Caprina Pernambuco 
Staphylococcus 

spp. 

tetL 

 

tetM 

 

tet38 

22.47 % 

 

16.85 % 

 

6.41 % 

CNS: Staphylococcus coagulase negativa 

 
 

2.12. Resistência aos antibióticos na cadeia alimentar 

O incremento da necessidade de produzir alimentos de origem animal em 

grande escala no mundo, principalmente nos países de média e baixa renda, tem 

levado ao aumento no uso de antimicrobianos na rotina para manter a saúde dos 
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animais e melhorar a produção de alimentos (FAO et al., 2016). Na atualidade, 73% 

dos antibióticos comercializados são destinados para a produção animal (VAN 

BOECKEL et al., 2019). O uso de antimicrobianos em animais para o tratamento de 

infecções e com fins profiláticos está bem difundido em todo o mundo, apesar de seu 

uso ter sido proibido como promotores do crescimento, principalmente em países 

desenvolvidos (ECDC; EFSA; EMA, 2021). Os países desenvolvimento e 

subdesenvolvidos não apresentam esse tipo de controle e os antibióticos são 

utilizados em dose subterapêutica o que proporciona rapidamente a origem de cepas 

resistentes que colonizam os intestinos dos animais, levando à contaminação do solo, 

água e alimento; estima-se que com o passar dos anos, o uso de antimicrobianos em 

animais continuará sendo incrementado nessas áreas (FAO et al., 2016; VAN 

BOECKEL et al., 2015).  

A produção animal, principalmente nas criações de suínos, aves e bovinos 

utilizados para a produção de carne com exploração de tipo intensiva, está 

caraterizada pela alta densidade de animais onde as cepas resistentes e 

multirresistentes têm maior possibilidade de transferir genes de resistência e 

ocasionar a origem de patógenos zoonóticos resistentes aos antimicrobianos devido 

à pressão seletiva (PRICE et al., 2012; RABELLO et al., 2020).  

Ao longo dos últimos anos, a FDA (Food and Drug Administration) apresentou 

mudanças fundamentais em como os antibióticos importantes para a saúde pública e 

animal podem ser usados em animais produtores de alimentos (FDA, 2022). Dentro 

dessas diretrizes podem ser encontradas as seguintes:  

 

1. Tratamento de animais que estão apresentando algum tipo de infecção; 

 

2. Controle de doenças em uma população de animais onde parte do grupo se 

encontra doente; 

 

3. Prevenção de doenças em animais que estão em alto risco. 

 

Para atender as exigências internacionais de exportação de produtos de origem 

animal, o Brasil elaborou políticas públicas para o controle do uso de antibióticos com 

fins de melhorar as áreas zootécnicas da produção pecuária, e com o passar dos anos 
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foi realizada a proibição de várias classes de antibióticos (lista no Anexo 1) (MAPA, 

2018). 

O uso de antibióticos em animais, apesar de ser de uso veterianário exclusivo, 

tem proporcionado o incremento de bactérias resistentes aos antibióticos de uso 

humano, devido ao fato de que apresentam estruturas químicas similares ou idênticas, 

podendo levar ao desenvolvimento de uma resistência cruzada (RABELLO et al., 

2020). Os animais de produção de alimentos são os principais reservatórios de 

patógenos zoonóticos, sendo encontradas cepas patogênicas de Staphylococcus 

spp., Escherichia coli, Klebsiella spp. e Salmonella spp. resistentes (SHARMA et al., 

2018).  

Na cadeia produtiva de alimentos o uso de antibióticos, até de maneira 

responsável, pode levar à origem de cepas resistentes na microbiota intestinal dos 

animais (DUPOUY et al., 2021), e os mesmos podem eliminar os microrganismos nas 

fezes contaminando o ambiente, solo e água (ARGUDÍN et al., 2017), podendo 

contaminar outros animais, humanos e alimentos de origem animal, continuando com 

a persistência de cepas resistentes na cadeia produtiva (Figura 2) (SHARMA et al., 

2018). 
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Figura 2 Distribuição de cepas resistente na cadeia produtiva de alimentos. Fonte: o 

autor.  
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3. Objetivos 

 
 

3.1. Objetivo geral 

Determinar o padrão de resistência de Staphylococcus spp. e bactérias da 

família Enterobacteriaceae isolados de leite de vacas e cabras com mastite subclínica 

no estado de Pernambuco. 

 
 

3.2. Objetivos específicos  

a) Isolar e identificar Staphylococcus spp. em amostras de leite caprino e bovino; 

 

b) Isolar e identificar bactérias da família Enterobacteriaceae em amostras de leite 

caprino e bovino; 

 

c) Determinar o perfil de resistência fenotípica de isolados de Staphylococcus spp. 

aos β-lactâmicos, tetraciclina e MLS dos isolados bacterianos; 

 

d) Identificar a frequência de determinantes genéticos de resistência aos β-

lactâmicos, tetraciclina e aos MLS em isolados de Staphylococcus spp. 

circulantes no ecossistema agropecuário no estado de Pernambuco; 

 

e) Estudar geneticamente os isolados de Staphylococcus spp. portadores de 

genes associados à resistência induzida às lincosamidas e estreptograminas; 

 

f) Identificar fenotipicamente bactérias da família Enterobacteriaceae produtoras 

de β-lactamases de espetro estendido (BLEE); 

 

g) Identificar a presença de genes codificadores de β-lactamases de espetro 

estendido (BLEE) em isolados bacterianos da família Enterobacteriaceae. 
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Ocorrência de enterobactérias produtoras de B-lactamases de espectro 

estendido (BLEE) em leite cru de vacas com mastite subclínica no Nordeste 

brasileiro 

 
 

Resumo 

As bactérias da família Enterobacteriaceae produtoras de B-lactamases de espectro 

estendido (BLEE) vêm aumentando em importância na medicina veterinária. As 

bactérias produtoras de BLEE são capazes de produzir resistência aos B-lactâmicos 

de quarta geração, os quais são de grande importância na medicina humana. 

Objetivou-se identificar enterobactérias produtoras de BLEE em leite cru de vaca no 

Nordeste brasileiro. Foram utilizados 26 isolados bacterianos da família 

Enterobacteriaceae obtidos de amostras de leite de 257 vacas com mastite subclínica 

e foram analisados para gênero e espécie usando provas microbiológicas. Dos 26 

isolados, 53,85% (14/26) foram identificados como Escherichia coli, 15,38% (4/26) 

como Proteus mirabilis, 26,92% (7/26) como Klebsiella spp. e 3,85% (1/26) como 

Citrobacter spp. 61,54% (16/26) foram positivos no teste de triagem para BLEE, dos 

quais 12,5% (2/16) foram positivos no teste de sinergia de disco duplo, usando três 

tipos de cefalosporinas e um disco de amoxicilina/ácido clavulânico, sendo os dois 

isolados identificados como Klebsiella spp. Os 26 isolados foram analisados para os 

genes codificadores de B-lactamases de espectro estendido blaSHV e blaTEM, sendo 

que 53,85% (14/26) foram positivos para um ou os dois genes e 71,43% (10/14) foram 

identificados como Escherichia coli. Conclui-se que enterobactérias produtoras de 

BLEE ocorrem no leite cru de vacas no Nordeste brasileiro podendo ser uma 

importante fonte de propagação dessas cepas para humanos, devendo-se considerar 

as vacas com mastite subclínica como reservatórios dessas estirpes. 

Palavras chaves: Resistência bacteriana; alimentos; mastite subclínica; 

antimicrobianos. 

A resistência aos antibióticos é um grande problema em saúde pública em todo 

o mundo. O uso inapropriado de antibióticos tem gerado o desenvolvimento de 

bactérias resistentes na medicina humana e veterinária, o que está conduzindo a um 

aumento de infecções incuráveis; sendo considerados o meio ambiente e os animais 
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domésticos os maiores reservatórios de bactérias resistentes aos antimicrobianos 

(ARGUDÍN et al., 2017).  

O uso de antibióticos na Medicina Veterinária, seja como manejo preventivo ou 

como tratamento de doenças infecciosas, principalmente em animais de produção de 

alimentos, tem um grande impacto na saúde pública, visto que contribui com a origem 

de bactérias resistentes aos antibióticos (Van Boeckel et al., 2015). Dentre esses 

microrganismos, destacam-se as bactérias da família Enterobacteriaceae que são 

consideradas reservatórios de genes de resistência e formam parte do grupo 1 da lista 

de patógenos prioritários para pesquisa e desenvolvimento de novos antibióticos pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS) (WHO, 2017), visto que podem ser 

carregadoras de genes codificadores de beta-lactamases de espectro estendido 

(BLEE) que conferem resistência a várias cefalosporinas, às oxyimino cefalosporinas 

(Cefotaxima, Ceftazidima, Ceftriaxona, Cefepime) e aos monobactámicos 

(Azetreonam) (BERGŠPICA et al., 2020). 

Existem estudos que identificaram enterobactérias, principalmente Escherichia 

coli e Klebsiella pneumoniae carreadoras de genes capazes de codificar BLEE, 

provenientes de alimentos de origem animal como leite (PARUSSOLO et al., 2019), 

frango (ORTEGA-PAREDES et al., 2020), camarão (SIVARAMAN et al., 2021), carne 

bovina e suína (GUO et al., 2021), destacando que os animais destinados à produção 

de alimentos devem ser considerados na vigilância epidemiológica de cepas 

resistentes e multirresistentes, assim como também inferem que podem estar atuando 

como reservatório de genes de resistência aos antimicrobianos.  

No Brasil existem alguns estudos sobre a detecção de enterobactérias 

produtoras de beta-lactamases de espectro estendido em leite cru e queijo artesanal 

na região sul do país (PARUSSOLO et al., 2019; ZANELLA et al., 2010), no entanto 

na região Nordeste do Brasil as pesquisas com a temática são escassas.  

Diante disso este estudo teve como objetivo identificar bactérias da família 

Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (BLEE) e 

estirpes carreadoras dos genes blaSHV e blaTEM de leite cru procedente de vacas 

com mastite subclínica no Nordeste brasileiro. 

Foram analisados vinte e seis isolados de enterobactérias recuperadas de 

amostras de leite cru de 257 vacas com mastite subclínica no teste CMT (California 

Mastitis Test) procedentes de seis propriedades bovinas leiteiras do estado de 

Pernambuco. As amostras foram coletadas no primeiro semestre do ano 2021. Essa 
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pesquisa foi realizada com a aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA), com a licença N° 4848110121.  

A identificação de gênero e espécie foi feita por meio das caraterísticas das 

colônias em ágar base enriquecido com 5% de sangue de carneiro, coloração de Gram 

e provas bioquímicas como fermentação de glicose, fermentação de lactose, 

motilidade, utilização de citrato, descarboxilação da lisina, produção de H2S, produção 

de gás, produção de indol, produção de urease e produção de fenilalanina 

desaminase (KONEMAN et al., 2018). 

Todos os isolados foram submetidos ao teste de triagem para produção de 

beta-lactamases de espectro estendido (BLEE) de acordo com a metodologia indicada 

no guia do Comitê Europeu de Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana (UECAST, 

2017). O teste foi realizado em ágar Müeller Hinton com os seguintes discos de 

antibióticos: Cefotaxima (30ug), Ceftazidima (30ug) e Ceftriaxona (30ug). Foi feito um 

inóculo dos isolados em solução salina estéril a uma concentração 0,5 na escala de 

McFarland para posterior inoculação em placa, incubadas juntamente com os discos 

de antibióticos a 37°C por 18 – 24 horas. Todos os isolados que apresentaram um 

diâmetro igual ou menor que 21mm para Cefotaxima, 23mm para Ceftriaxona e/ou 

22mm para Ceftazidima foram selecionados para realizar o teste confirmatório de 

BLEE. 

O teste confirmatório foi realizado usando o teste de sinergia de disco duplo 

(DDST), seguindo as diretrizes para detecção dos mecanismos de resistência e 

resistências específicas em isolados clínicos e/ou de importância epidemiológica 

(UECAST, 2017). Foram utilizados discos de antibióticos: cefalosporinas [Cefotaxima 

(30ug), Ceftazidima (30ug) e Ceftriaxona (30ug)] e um disco de amoxicilina com ácido 

clavulânico (30ug). Os discos de cefalosporinas foram colocados a 20mm de distância 

desde o centro do disco até o centro do disco de amoxicilina com ácido clavulânico no 

ágar Mueller Hinton (Figura 1). Após o período de incubação (18 – 24 horas), 

considerou-se positivo para a produção de BLEE quando foi observado um aumento 

da zona de inibição em torno de qualquer disco de cefalosporina ou um alargamento 

ou “zona fantasma” em direção ao disco contendo o ácido clavulânico. O controle 

positivo para o teste confirmatório foi a cepa de Klebsiella pneimoniae ATCC 700603. 

Para as análises moleculares, o DNA foi extraído de todos os isolados de 

enterobactérias, independentemente se foram positivas no teste DDST, utilizando a 

técnica de extração térmica (PÉREZ-PÉREZ; HANSON, 2002). Após a extração, 
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todas as amostras passaram por análise qualitativa e quantitativa do DNA, utilizando 

espectofotômetro (Multiskan Go de Thermo Scientific) e as concentrações de DNA 

foram ajustadas para 50ng/µL. 

Os genes que codificam as BLEE foram identificados por meio da PCR 

convencional, sendo os genes alvo: blaSHV e blaTEM. Para a amplificação do gene 

blaSHV foram utilizados os primers descritos por De Gheldre et al. (2003), SHV-F (5’ 

- GCCGGGTTATTCTTATTTGTCGC - 3’) e SHV-R (5’ - ATGCCGCCGCCAGTCA - 

3’). Para a amplificar o gene blaTEM foram utilizados os primers descritos por 

Vercauteren et al. (1997), TEM-F (5’ - TCGGGGAAATGTGCG - 3’) e TEM-R (5’ - 

TGCTTAATCAGTGAGGCACC - 3’). 

A mistura para a reação da PCR convencional (12,5µL) conteve: 2X de GoTaq® 

G2 Green Master Mix, primer forward e reverse para blaSHV (1pmol/µL) ou primer 

forward e reverse para blaTEM (5pmol/µL), água ultrapura e 2,5µL de DNA. As 

condições para ambas reações foram: desnaturação inicial de 95°C por 5 minutos, 

seguido por 35 ciclos, de desnaturação de 95°C por 1 minuto, 60°C de anelamento 

por 30 segundos, extensão de 72°C por 40 segundos, e uma extensão final de 72°C 

por 4 minutos. Foi usado como controle positivo para blaSHV a cepa de Klebsiella 

pneumoniae ATCC 700603 e como controle positivo para blaTEM a cepa de 

Escherichia coli ATCC 35218. Como controle negativo foi utilizada a cepa de 

Escherichia coli ATCC 25922. 

Vinte seis isolados bacterianos foram identificados como Escherichia coli 

(53,85% [14/26]), Proteus mirabilis (15,38% [4/26]), Klebsiella spp. (26,92% [7/26]) e 

Citrobacter spp. (3,85% [1/26]). Em relação à identificação fenotípica de 

enterobactérias produtoras de BLEE, 42,31% (11/26) dos isolados apresentaram uma 

zona inibitória igual ou menor que 21mm para Cefotaxima, 46,15% (12/26) tiveram 

uma zona inibitória igual ou menor que 23mm para Ceftriaxona e 61,54% (16/26) 

mostraram uma zona inibitória igual o menor que 22mm para Ceftazidima. Todos os 

isolados positivos na prova de triagem para BLEE [61,54% (16/26)] foram submetidos 

ao teste de sinergia de disco duplo (DDST) e 38,46% (10/26) dos isolados exibiram o 

tamanho da zona de inibição indicada como positivo na prova de triagem para os três 

antibióticos, enquanto que 23.07% (6/26) dos isolados foram positivos para um ou dois 

antibióticos. Dos 16 isolados, 12,5% (2/16) foram positivos no teste confirmatório de 

enterobactérias produtoras de BLEE e foram identificados como Klebsiella spp. 
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Sobre a detecção de genes codificadores de BLEE, 53,85% (14/26) dos 

isolados foram positivos para um ou dois genes, sendo que 79% (11/14) apresentaram 

o gene blaSHV, 64% (9/14) o gene blaTEM e 43% (6/14) apresentaram ambos genes 

(blaSHV e blaTEM). Dos dois isolados positivos no teste fenotípico confirmatório de 

BLEE (DDST), um deles foi positivo para o gene blaSHV. Dos 14 isolados positivos 

para um ou dois genes, 57% (8/14) foram positivos no teste de triagem para um ou 

mais tipos de cefalosporinas e 43% (6/14) não apresentaram nenhum nível de 

resistência às cefalosporinas usadas no teste de triagem.  

O gene mais prevalente foi o blaSHV com 11 isolados positivos, dos quais 73% 

(8/11) foram identificados como Escherichia coli e 27% (3/11) como Klebsiella spp., 

enquanto o gene blaTEM foi encontrado em 9 isolados, sendo 89% (8/9) Escherichia 

coli e 11% (1/9) Citrobacter spp.; os dois genes foram encontrados em 23,1% (6/26) 

dos isolados e todos foram identificados como Escherichia coli. 

Nos animais produtores de alimentos, as enterobactérias como Escherichia coli 

e Klebsiella spp. formam parte da microbiota comensal intestinal e têm a capacidade 

de receber e transferir de maneira horizontal os genes de resistência entre várias 

espécies de bactéria (ARGUDÍN et al., 2017). Estudos dos agentes causais da mastite 

bovina identificaram que as enterobactérias são um dos principais agentes de origem 

ambiental, sendo consideradas oportunistas, visto que o estresse produzido pelo 

aumento na exploração de animais e a superlotação fazem desses animais um alvo 

fácil para a colonização bacteriana do úbere (PAL; REGASA; GIZAW, 2020). 

No nosso estudo foram identificados dois isolados de Klebsiella spp. produtores 

de BLEE no estado de Pernambuco, utilizando a prova de sinergia de disco duplo. No 

Brasil já foram identificadas anteriormente bactérias da família Enterobacteriaceae 

produtoras de BLEE no sistema agropecuário (Parussolo et al., 2019; Santiago et al., 

2018; Nóbrega et al., 2013), e na região Nordeste do país não há publicações 

relacionadas com bactérias produtoras de BLEE isoladas de leite bovino e caprino,  

porém no estudo de Campos et al. (2017) foram analisadas duas amostras de queijo 

artesanal procedentes do estado de Bahia obtendo resultados negativos para 

bactérias produtoras de BLEE. Palmeira et al. (2020) identificaram 40 isolados de E. 

coli produtores de BLEE em amostras de fezes procedentes de fazendas de criação 

de bovinos, dos quais 6 isolados foram obtidos em fazendas do estado de 

Pernambuco, inferindo que o gado deve ser considerado um importante reservatório 

de bactérias produtoras de BLEE.  
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As bactérias produtoras de BLEE produzem enzimas principalmente 

codificadas por plasmídeos capazes de hidrolisar diferentes tipos de cefalosporinas. 

Essas enzimas são identificadas como SHV (sulfidrila variável), TEM (temoneira) e 

CTX-M (cefotaximases) (AHMED, 2021; ARGUDÍN et al., 2017). Na análise molecular 

para identificar cepas que carregam os genes blaSHV e blaTEM foram testados todos 

os isolados de enterobactérias independentemente do resultado no teste de triagem 

ou na prova de sinergia de disco duplo. Dos dois isolados de Klebsiella spp. positivos 

no teste fenotípico de produção de BLEE, apenas um foi positivo para o gene blaSHV, 

enquanto que o outro isolado foi negativo para os dois genes testados o que pode 

estar relacionado com os genes que não foram analisados neste estudo, os quais 

codificam as beta-lactamases tipo CTX-M. As bactérias do gênero Klebsiella já foram 

identificadas como agentes causadores de mastite ambiental em bovinos (RIBEIRO 

et al., 2008). No estudo de Nóbrega et al. (2013) foram isoladas Klebsiella spp. 

produtoras de BLEE em amostras de leite bovino de tanque no estado de São Paulo.  

A maior parte dos isolados de leite cru que estão carreando os genes blaSHV 

e/ou blaTEM foram identificados como E. coli, sendo o gene blaSHV identificado em 

maior quantidade que o blaTEM. A identificação da maioria dos isolados como E. coli 

está em concordância com outros estudos similares realizados em outros países como 

Turquia (TEKINER; ÖZPINAR, 2016), Líbano (BISET et al., 2020) e Suíça (GESER; 

STEPHAN; HÄCHLER, 2012). No Brasil foram realizados estudos em leite cru e/ou 

em queijo artesanal que determinaram E. coli como a bactéria da família 

Enterobacteriaceae mais frequente em casos de mastite subclínica de origem 

ambiental, no entanto, no nosso estudo observou-se discordância com Parussolo et 

al. (2019), no sentido do gene  blaTEM ter sido identificado com maior frequência. Em 

um estudo mais recente, Palmeira et al. (2020) identificaram o gene CTX-M como o 

mais frequente, seguido do gene blaSHV e, em menor quantidade, o gene blaTEM em 

isolados de E. coli de amostras de fezes de bovinos no Nordeste brasileiro. Embora 

no nosso estudo não tenha sido testado o gene CTX-M, os resultados obtidos estão 

de acordo com Palmeira et al. (2020), visto que foi identificado o gene blaSHV em 

maior frequência que o gene blaTEM em isolados de enterobactérias de leite cru 

bovina no estado de Pernambuco.   

Observamos, ainda, que dos 14 isolados positivos para os genes de BLEE, 01 

apresentou sinergia dos três antibióticos beta-lactâmicos com a amoxicilina/ácido 

clavulânico, sete foram positivos no teste de triagem com resistência a uma ou mais 
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cefalosporinas testadas e seis foram negativos para todas as provas. Esta 

discrepância entre as atividades fenotípicas e genotípicas já foi observada por Son et 

al. (2021) que identificaram isolados de E. coli não produtores de BLEE (no teste 

fenotípico), mas que estão carreando os genes CTX-M e blaTEM. Hughes & 

Andersson (2017) afirmaram que a presença de um gene pode não prever uma 

característica fenotípica determinada, visto que pode estar relacionada com as 

condições ambientais que podem modificar as expressões fenotípicas e/ou com 

outros fatores genéticos, como as combinações de vários genes de resistência, as 

mutações que podem mudar a expressão fenotípica e a presença das sequências de 

inserção (como IS1 e IS26) que influenciam os mecanismos de resistência aos 

antibióticos como a inativação do princípio ativo, alteração do alvo ou produção de 

bombas específicas de efluxo (Depardieu et al., 2007).  

Em conclusão, os dados obtidos nesse estudo confirmam a ocorrência e a 

circulação de bactérias da família Enterobacteriaceae produtoras de BLEE em vacas 

com mastite subclínica na região Nordeste do Brasil, destacando a importância para 

a saúde pública, devido ao uso de leite cru ainda ser utilizado para o consumo e 

elaboração de queijo coalho artesanal. Dessa forma, é importante destacar a 

necessidade de realizar estudos epidemiológicos sobre bactérias produtoras de BLEE 

no ambiente agropecuário para poder desenvolver políticas de vigilância 

epidemiológica. 
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Figura 1 Isolado positivo na prova de sinergia de disco duplo. Na figura observa-se o 

alargamento ou “zona fantasma” em direção ao disco de ácido clavulânico. 
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6. Capítulo 2 
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Padrões de resistência de Staphylococcus spp. isolados de leite vacas e 

cabras com mastite subclínica no Nordeste brasileiro  

 
 

Resumo 

Objetivou-se nesse estudo determinar o perfil fenotípico e genotípico de resistência 

aos β-lactâmicos, tetraciclinas, macrolídeos e lincosamidas em cepas de 

Staphylococcus spp. isolados de leite de vaca e cabra no estado de Pernambuco. 

Foram obtidos 148 isolados de Staphylococcus spp. de leite bovino, dos quais se 

identificaram 25% (37/148), 5,4% (8/148), 1,4% (2/148) e 25,7% (38/148) como 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus heamolitycus e 

Staphylococcus chromogenes, respectivamente. Do leite caprino foram obtidos 119 

isolados de Staphylococcus spp., dos quais 6,72% (8/119) foram identificados como 

Staphylococcus aureus; 22,7% (27/119) Staphylococcus epidermidis; 26,9% (32/119) 

Staphylococcus haemolitycus e 11,8% (14/119) Staphylococcus chromogenes. Os 

isolados que não foram identificados dentro dessas espécies foram classificados 

como Staphylococcus spp. No perfil fenotípico, tanto os isolados bovinos como os 

caprinos apresentaram elevadas frequências de resistência à penicilina com 52,0% 

(77/148) e 44,5% (53/119), respectivamente, seguida de resistência à tetraciclina com 

10,1% (15/148) para os bovinos e 30,3% (36/119) para os caprinos. No perfil 

genotípico, o gene blaZ foi identificado em 40,54% (60/148) dos isolados bovinos e 

50,42% (60/119) dos isolados caprinos; quanto aos genes associados às tetraciclinas, 

o mais prevalente para ambas as espécies foi o gene tetK, com 22,30% (33/148) em 

bovinos e 44,54% (53//119) em caprinos. Os genes mecA e mecC não foram 

detectados em nenhum isolado, porém, no perfil fenotípico obteve-se uma frequência 

de 2,70% (4/148) para os isolados bovinos e 5,0% (6/119) nos isolados caprinos. No 

D-teste foi identificado 0,68% (1/148) do isolado bovino e 4,20% (5/119) dos caprinos 

positivos para a resistência induzida às lincosamidas (iMLSb), fato reportado pela 

primeira vez no estado de Pernambuco, e em caprinos pela primeira vez no Nordeste 

do Brasil. Os dados obtidos nesse estudo demonstram que apesar dos programas 

para o controle no uso de antimicrobianos no sistema agropecuário, o problema ainda 

persiste, sendo necessário um monitoramento mais eficiente da resistência aos 

antimicrobianos devido à elevada capacidade de mutações bacterianas. 
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Palavras Chave: cepas multirresistentes, resistência genotípica, resistência 

fenotípica, iMLS 

 
 

Introdução 

O gênero Staphylococcus faz parte da microbiota da pele e mucosas dos 

humanos e animais (LONCARIC et al., 2019). São cocos Gram positivos com uma 

grande capacidade de transferir e adquirir genes de virulência e de resistência aos 

antimicrobianos, assim como de transmiti-los ao humano (MORRIS et al., 2017; 

WENDLANDT et al., 2013). 

O leite cru é uma importante fonte de transmissão de cepas resistentes e 

multirresistentes (VIRDIS et al., 2010), e as bactérias do gênero Staphylococcus são 

uns dos principais agentes causais das mastites clínica e subclínica, tanto em bovinos 

como em caprinos (FRANÇA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2022), sendo a doença 

mais importante em animais de produção no mundo devido às altas prevalências e às 

grandes perdas econômicas que produz, assim como também do grande impacto na 

saúde pública (KACZOREK et al., 2017). 

A resistência aos antimicrobianos continua sendo um grande problema na 

saúde pública mundial (DA COSTA; LOUREIRO; MATOS, 2013). O uso de 

antimicrobianos em animais produtores de alimentos vem aumentando com o tempo, 

principalmente nos países em desenvolvimento, devido ao aumento da necessidade 

de alimentos proteicos de origem animal (FAO et al., 2016). Apesar da existência de 

antibióticos de uso exclusivo veterinário, estes pertencem às classes junto com 

antibióticos de uso humano, com estrutura semelhante ou idêntica; o uso inadequado 

desses fármacos pode resultar na origem de resistências cruzadas como é o caso de 

ceftiofur (β-lactâmicos), tilosina (macrolídeos), pirlimicina (lincosamidas) (RABELLO 

et al., 2020; THANNER; DRISSNER; WALSH, 2016).  

Os padrões de resistência das cepas bacterianas do ambiente agropecuário 

sempre estão em mudanças devido à capacidade das bactérias de doar e receber 

elementos genéticos móveis, assim como também da pressão diária exercida nos 

animais produtores de alimentos (THANNER; DRISSNER; WALSH, 2016). 

Objetivou-se desse estudo determinar as características fenotípicas e 

genotípicas de resistência aos β-lactâmicos, tetraciclinas, macrolídeos e lincosamidas 
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em isolados de Staphylococcus spp. obtidos de leite vacas e cabras com mastite 

subclínica na região nordeste do Brasil. 

 
 

Material e Métodos 
  
 

Comissão de ética no uso de animais 

Esse estudo foi realizado sob a licença da Comissão de ética no uso de animais 

(CEUA) N°4848110121. 

 
 
Amostragem 

Foi realizado um estudo transversal por conveniência em seis propriedades de 

criação de vacas leiteiras distribuídas em cinco municípios do estado de Pernambuco 

e em 17 propriedades de criação de cabras leiteiras distribuídas em oito municípios 

do mesmo estado (Figura 1). As amostras de leite de vacas foram submetidas ao 

California Mastitis Test (CMT) para identificação de animais com mastite subclínica. 

As amostras de leite de cabras foram analisadas somente na técnica microbiológica 

para caracterizar a infecção da glândula mamária. 

Foram coletadas amostras de leite de 426 vacas, identificando 257 vacas 

positivas no CMT, enquanto que foram amostradas de 323 cabras. 
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Figura 1. Localização das propriedades de coleta. Municípios das propriedades bovinas: 

Panelas (1), Garanhuns (2), Caetés (1), Águas Belas (1), Tupanatinga (1). Municípios das 

propriedades caprinas: Pombos (2), Garanhuns (1), Belém de São Francisco (3), Floresta (1), 

São José de Egito (2), Iguaraci (2), Sertânia (4), Venturosa (2). 

 
 
Isolamento bacteriano e identificação 

As amostras de leite de cabras e vacas foram inoculadas em ágar base 

enriquecido com 5% de sangue ovino e incubadas a 37°C por 24 – 48 h. Após a 

incubação foi realizada a análise macroscópica das colônias e microscópica utilizando 

a técnica de coloração Gram, além da prova de catalase. Todas as colônias que 

apresentaram características típicas de Staphylococcus spp. em ágar sangue 

(colônias redondas, cinzas ou amareladas com ou sem B-hemólise), resultado positivo 

na prova de catalase e na microscopia apresentaram-se como cocos Gram positivos 

dispostos em cachos de uva foram identificados como Staphylococcus spp. 

Posteriormente, foi realizada a análise molecular para identificação das espécies: 

Staphylococcus aureus, S. chromogenes, S. haemolyticus e S. epidermidis, utilizando 

os primers descritos na tabela 1.   

 

Tabela 1 Primers utilizados para identificação de espécies de Staphylococcus spp. 

Propriedades caprinas 
 
 
Propriedades bovinas 
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Espécie Primer Sequência (5' - 3') 
Amplicon 

(pb) 
Referência 

Staphylococcus 
aureus 

NUC-F GCGATTGATGGTGATACGGTI 
270 

Brakstad et 
al. (1992) NUC-R AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 

Staphylococcus 
chromogenes 

SCHS1-F GCGTACCAGAAGATAAACAAACTC 
222 

Shome et 
al. (2011) SCHS1-R CATTATTTACAACGAGCCATGC 

Staphylococcus 
epidermidis 

SER-F AAGAGCGTGGAGAAAAGTATCAAG 
130 

Shome et 
al. (2011) SER-R TCGATACCATCAAAAAGTTGG 

Staphylococcus 
haemolyticus 

SHS1-F CAAATTAAATTCTGCAGTTGAGG 
214 

Shome et 
al. (2011) SHS1-F AGAGCCCCATTGTTCTTTGA 

 
 

Teste de resistência fenotípica a antimicrobianos 

Todos os isolados de Staphylococcus spp., independente da espécie 

identificada, foram submetidos ao teste fenotípico de resistência aos antibióticos de 

acordo com as metodologias recomendadas no manual do CLSI (2020). O teste foi 

realizado em ágar Muller Hinton utilizando os discos de antibióticos: Eritromicina 

(15µg), Clindamicina (2µg), Cefoxitina (30µg), Penicilina (10UI), Tetraciclina (30µg) e 

Ceftiofur (30µg). Antes de inocular as bactérias no ágar Muller Hinton, todas os 

isolados foram suspendidos em solução salina com uma concentração 0,5 na escala 

de McFarland. Após a distribuição dos discos de antibióticos nas placas, estas foram 

incubadas a 37ºC por 16-18 horas. Os resultados foram mensurados e comparados 

com as tabelas do manual VET01S do Instituto de Padrões Clínicos e Laboratoriais 

(CLSI, 2020).  

 

D – teste  

A detecção de resistência induzida à Clindamicina (D – teste) foi realizada 

empregando-se a metodologia descrita no manual VET01S do Instituto de Padrões 

Clínicos e Laboratoriais (CLSI, 2020). Foi utilizado o ágar Muller Hinton e os discos de 

antibióticos: Clindamicina, 2µg e Eritromicina, 15µg que foram colocados a uma 

distância de 20mm entre eles; as placas foram incubadas a 37°C por 16 – 18 horas. 

Um resultado positivo (D – teste +) foi identificado quando observado um achatamento 

(Zona D) na zona de inibição da Clindamicina adjacente ao disco da Eritromicina. 

Todos os resultados fenotípicos foram classificados de acordo com as características 

dos fenótipos do teste de indução da Clindamicina: D+, iMLSB induzível; R, cMLSB 

constitutiva (resistência à eritromicina e à clindamicina); D-, MS (resistente à 
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Eritromicina e sensível à Clindamicina); L+, resistente à Clindamicina e sensível à 

eritromicina; e S, sensível aos dois antibióticos (STEWARD et al., 2005). 

 

Detecção de genes associados à resistência às diferentes classes de 

antibióticos  

Para a análise molecular, o DNA dos isolados foi preparado utilizando a técnica 

de extração térmica descrita por Kyselková et al. (2015) com modificações. As 

diluições das bactérias em solução salina foi aquecida a 95°C por 15 min, 

imediatamente foram levadas ao freezer a -20°C por meia hora ou até congelamento 

total. O DNA foi quantificado utilizando o espectofotômetro (Multiskan Go de Thermo 

Scientific) e as concentrações de DNA foram ajustadas para 50ng/µL. 

A identificação dos genes que codificam a resistência aos antibióticos foi 

realizada utilizando os primers previamente descritos e estão identificados na tabela 

2. 

A mistura para a reação da PCR convencional (12,5µL) conteve: 2X de GoTaq® 

G2 Green Master Mix, primer forward e reverse a uma concentração de 10pmol/µL 

para todos os primers com exceção do primer ermA que foi utilizado 50pmol/µL, água 

ultrapura e 2,5µL de DNA. 

   

Tabela 2 Primers utilizados na identificação de genes codificadores da resistência aos 

antibióticos. 

Gene 
Alvo 

Primer Sequência (5'-3') 
Amplicon 

(pb) 
Referência 

erma 
erm(A) - 1 GCGGTAAACCCCTCTGAG 

434 
(WERCKENTHIN; 

SCHWARZ, 
2000) erm(A) - 2 GCCTGTCGGAATTG 

ermB 

erm(B) - 1 CATTTAACGACGAAACTGGC 

425 

(JENSEN; 
FRIMODT-
MØLLER; 

AARESTRUP, 
1999) 

erm(B) - 2 GGAACATCTGTGGTATGGCG 

ermC 

erm(C) - 1 ATCTTTGAAATCGGCTCAGG 

295 

(JENSEN; 
FRIMODT-
MØLLER; 

AARESTRUP, 
1999) 

erm(C) - 2 CAAACCCGTATTCCACGATT 

mphC 
mph(C) - 1 GAGACTACCAAGAAGACCTGACG 

722 
(LÜTHJE; 

SCHWARZ, 
2006) mph(C) - 2 CATACGCCGATTCTCCTGAT 

msrA msr(A) - 1 GCAAATGGTGTAGGTAAGACAACT 400 
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msr(A) - 2 ATCATGTGATGTAAACAAAAT 
(WONDRACK et 

al., 1996) 

mecA 
2W TGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGAT 

155 
Nakagawa et al. 

[16] 2X CTAATCTCATATGTGTTCCTGTATTGGC 

mecC 
1A CATTAAAATCAGAGCGAGGC 

188 
Paterson et al. 

[17] 1B TGGCTGAACCCATTTTTGAT 

blaZ 
blaZ F AAGAGATTTGCCTATGCTTC 

517 
Sawant et al. 

(2009) blaZ R GCTTGACCACTTTTATCAGC 

Tetk 
tetK F TCGATAGGAACAGCAGTA 

169 Ng et al. (2001) 
tetK R CAGCAGATCCTACTCCTT 

tetM 
tetM F GTGGACAAAGGTACAACGAG 

406 Ng et al. (2001) 
tetM R CGGTAAAGTTCGTCACACAC 

tetL 
tetL F TCGTTAGCGTGCTGTCATTC 

268 Ng et al. (2001) 
tetL R GTATCCCACCAATGTAGCCG 

  

Os produtos amplificados foram observados e fotodocumentados (Loccus – L- 

PIX EX) mediante eletroforese usando gel de agarose a 2% e corados com Blue Green 

Dye (LGC Biotechnology). Como controles positivos foram utilizadas cepas que 

contém os genes utilizados nesta pesquisa, e como controle negativo foi utilizada água 

Mili-Q ultrapura. Para a pesquisa de genes que não se tinha controle, foram obtidos 

os produtos da PCR e encaminhadas para o sequenciamento. 

 
 
Análise estatística  

Os resultados obtidos foram tabulados em Excel 2013 e depois foram avaliados 

e expressos em frequências absolutas e relativas. O teste exato de Fisher foi utilizado 

para avaliar a associação estatística entre a presença do gene e a expressão 

fenotípica em cada espécie (bovino ou caprino) testada. 

 

Resultados 

Isolamento e identificação de Staphylococcus spp. 

Foram obtidos 148 isolados de Staphylococcus spp. de leite vacas onde foram 

identificados 25% (37/148), 5,4% (8/148), 1,4% (2/148) e 25,7% (38/148) como 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus heamolitycus e 

Staphylococcus chromogenes, respectivamente. 42,6% (63/148) dos isolados foram 

negativos para as espécies analisadas e identificados como Staphylococcus spp. 
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No exame microbiológico das amostras de leite de cabras foram obtidos 119 

isolados de Staphylococcus spp., dos quais 6,7% (8/119) foram identificados como 

Staphylococcus aureus; 22,69% (27/119) Staphylococcus epidermidis; 26,9% 

(32/119) Staphylococcus haemolitycus; 11,8% (14/119) Staphylococcus 

chromogenes; 31,9% (38/119) foram negativos na análise molecular para as quatro 

espécies testadas e foram denominados de Staphylococcus spp.  

 

Resistência fenotípica aos antibióticos 

Os resultados obtidos no teste de sensibilidade aos antibióticos estão descritos 

na tabela 3, dos quais é importante destacar que 2,7% (4/148) dos isolados bovinos 

apresentaram resistência fenotípica à cefoxitina, sendo identificado um isolado como 

Staphylococcus aureus; 5% (6/119) dos isolados caprinos de Staphylococcus spp. 

apresentaram resistência fenotípica para cefoxitina, e um deles foi identificado como 

Staphylococcus aureus. A resistência fenotípica à penicilina foi a mais prevalente nas 

duas espécies, sendo observada em 52,0% (77/148) dos isolados bovinos de 

Staphylococcus spp. e em 44,5% (53/119) dos isolados caprinos, seguida da 

resistência à tetraciclina com 10,1% (15/148) e 30,6% (36/119) dos isolados bovinos 

e caprinos, respectivamente. Não foi observada resistência fenotípica ao ceftiofur nos 

isolados de ambas as espécies.   

Em relação à eritromicina e à clindamicina, nos isolados bovinos foi observada 

uma resistência de 6,75% (10/148) e 7,43% (11/148), e nos caprinos foram resistentes 

5,0% (6/119) e 1,7% (2/119) dos isolados, respectivamente. 

 

D – teste  

No teste para detecção da resistência induzida à clindamicina de cepas de 

Staphylococcus spp. de isolados bovinos e caprinos (Tabela 4), 0,68% (1/148) dos 

isolados bovinos e 4,2% (5/119) dos isolados caprinos induziram resistência à 

clindamicina e foram identificados como D+, iMLSb (figura 2), sendo que dos isolados 

caprinos, um isolado foi Staphylococcus haemolyticus e quatro Staphylococcus 

epidermidis e o isolado bovino não foi classificado nas espécies identificadas nesse 

estudo.  
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Para os isolados de bovinos, 4,73% (7/148) apresentaram um fenótipo R, 

cMLSb e um isolado caprino (0,84% [1/119]) de Staphylococcus chromogenes exibiu 

o mesmo fenótipo. Dentre os isolados de vacas com resistência constitutiva, 75% (6/8) 

foram identificados como Staphylococcus aureus. 

Em relação ao fenótipo D- ou MS, observou-se somente em um isolado de 

Staphylococcus aureus e um Staphylococcus chromogenes obtidos de vacas; nenhum 

isolado de cabras apresentou esse fenótipo. Três (2,03% [3/148]) isolados de vacas e 

um (0,84% [1/119]) de cabra exibiram resistência à Clindamicina e não à eritromicina 

e foram identificados como L+.  

Para isolados de vacas e cabras, 91,22% (135/148) e 94,1% (112/119), 

respectivamente foram sensíveis ou intermediários para os dois antibióticos. 

 

 

Figura 2. Fenótipo positivo no D-test, apresentando achatamento na zona de inibição da 

Clindamicina adjacente ao disco de Eritromicina e crescimento de colônias em direção ao 

disco de Clindamicina (Fonte: o autor). 
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Tabela 3 Perfil de sensibilidade aos antibióticos de Staphylococcus spp. isolados de leite bovino e caprino do estado de Pernambuco. 

 

Agente 
N° de 

isolados 

Resistência fenotípica aos antimicrobianos 

CFO PEN ERI CLI TET CFT 

Vacas 

Staphylococcus aureus 37 1 2,70% 24 64,86% 5 13,51% 5 13,51% 7 18,92% 0 0,00% 

Staphylococcus epidermidis 8 0 0,00% 6 75,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 

Staphylococcus haemolitycus 2 0 0,00% 1 50,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 50,00% 0 0,00% 

Staphylococcus chromogenes 38 2 5,26% 12 31,58% 2 5,26% 2 5,26% 2 5,26% 0 0,00% 

Staphylococcus spp. 63 1 1,59% 34 53,97% 3 4,76% 4 6,35% 5 7,94% 0 0,00% 

Total 148 4 2,70% 77 52,03% 10 6,75% 11 7,43% 15 10,14% 0 0,00% 

Cabras 

Staphylococcus aureus 8 1 12,5% 6 75,0% 0 0,0% 0 0,0% 6 75,0% 0 0,0% 

Staphylococcus epidermidis 27 0 0,0% 22 81,5% 4 14,8% 0 0,0% 13 48,1% 0 0,0% 

Staphylococcus haemolitycus 32 2 6,3% 12 37,5% 1 3,13% 0 0,0% 8 25,0% 0 0,0% 

Staphylococcus chromogenes 14 3 21,4% 5 35,7% 1 7,1% 1 7,1% 1 7,1% 0 0,0% 

Staphylococcus spp. 38 0 0,0% 8 21,1% 0 0,0% 1 2,6% 8 21,1% 0 0,0% 

Total 119 6 5,0% 53 44,5% 6 5,0% 2 1,7% 36 30,3% 0 0,0% 

CFO: cefoxitina; PEN: penicilina; ERI: eritromicina; CLI: clindamicina; TET: tetraciclina; CFT: ceftiofur 
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Tabela 4 Identificação dos fenótipos observados na prova D-teste. 

 

Vacas Cabras 

N° 
isolados 

Frequência N° isolados Frequência 

S 135 91,22% 112 94,12% 

D-, (MS) 2 1,35% 0 0,00% 

R, cMLSb 7 4,73% 1 0,84% 

D+, iMLSb 1 0,68% 5 4,20% 

L+ 3 2,03% 1 0,84% 

Total 148 100,00% 119 100,00% 

D+, iMLSb induzível; R, cMLSb constitutiva (resistência à eritromicina e à clindamicina); D-, MS 
(resistente à Eritromicina e sensível à Clindamicina); L+, resistente à Clindamicina e sensível 
à eritromicina; e S, sensível aos dois antibióticos 

 

Detecção de genes associados à resistência às diferentes classes de 

antibióticos  

Os resultados dos testes genotípicos aos diferentes grupos de antibióticos 

estão apresentados na Tabela 5. O gene blaZ foi o mais prevalente nos isolados de 

Staphylococcus spp. tanto de origem bovina como caprina, com 40,54% (60/148) dos 

isolados de vacas e 50,42% (60/119) dos isolados de cabras positivos para o gene. 

Dentre os isolados que expressaram gene blaZ, nas vacas, 62,16% (37/60) foram 

Staphylococcus aureus, enquanto em cabras, predominou Staphylococcus 

epidermidis com 21,85% (26/119). Nenhum isolado bovino e caprino foi positivo para 

os genes mecA e mecC.  

Os genes codificadores da resistência às tetraciclinas também apresentaram 

frequências importantes; o gene tetK foi o mais frequente nos isolados de ambas as 

espécies com 22,3% (33/148) nos isolados bovinos e 44,54% (53/119) nos caprinos. 

Os demais genes associados à resistência às tetraciclinas, tet38, tetL e tetM, também 

foram detectados, porém, com menor frequência (Tabela 5).  

Dentre os determinantes genéticos de resistência aos MLS testados, tanto em 

isolados bovinos como caprinos, todos foram identificados pelo menos em um isolado 

bacteriano, sendo importante destacar que os genes associados à resistência 

induzida à clindamicina (D+, iMLSb) foram observados em maior frequência nos 

isolados caprinos que nos bovinos com 10,08% (12/119) do gene ermA, 8,40% 

(10/119) do gene ermB, 3,36% (4/119) do gene ermC e 0,84% (1/119) do gene mphC. 

Dos 5 isolados de caprinos com fenótipo D+, iMLSb, quatro carreavam um ou dois 
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genes codificadores desse tipo de resistência, enquanto o único isolado bovino com 

aquele fenótipo apresentou o gene msrA, o qual codifica a resistência aos 

macrolídeos, mas não à lincosamidas.  
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 Tabela 5 Perfil genotípico de resistência às diferentes classes de antimicrobianos. 

Agente 
N° de 

isolados 

Perfil genotípico de resistência 

blaZ mecA mecC tet38 tetk tetL tetM ermA ermB ermC msrA mphC 

Vacas 

Staphylococcus 
aureus 

37 23 62,16% 0 0,00% 0 0,00% 19 62,16% 17 45,95% 3 8,11% 1 2,70% 2 5,41% 0 0,00% 0 0,00% 1 2,70% 0 0,00% 

Staphylococcus 
epidermidis 

8 8 100,0% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 2 25,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 

Staphylococcus 
haemolitycus 

2 1 50,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 2 100,0% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 

Staphylococcus 
chromogenes 

38 11 28,95% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 6 15,79% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 2,63% 1 2,63% 

Staphylococcus 
spp. 

63 17 26,98% 0 0,00% 0 0,00% 1 1,59% 6 9,52% 0 0,00% 0 0,00% 1 1,59% 1 1,59% 1 1,59% 2 3,17% 0 0,00% 

Total 148 60 40,54% 0 0,00% 0 0,00% 20 13,51% 33 22,30% 3 2,03% 1 0,67% 3 2,03% 1 0,67% 1 0,67% 4 2,70% 1 0,67% 

Cabras 

Staphylococcus 
aureus 

8 6 5,04% 0 0,00% 0 0,00% 6 5,04% 4 3,36% 0 0,00% 4 3,36% 4 3,36% 4 3,36% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 

Staphylococcus 
epidermidis 

27 26 21,85% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 19 15,97% 0 0,00% 1 0,84% 4 3,36% 4 3,36% 4 3,36% 0 0,00% 0 0,00% 

Staphylococcus 
haemolitycus 

32 16 13,45% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 17 14,29% 1 0,84% 4 3,36% 2 1,68% 1 0,84% 0 0,00% 3 2,52% 0 0,00% 

Staphylococcus 
chromogenes 

14 6 5,04% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 0,84% 1 0,84% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 

Staphylococcus 
spp. 

38 6 5,04% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 12 10,08% 0 0,00% 3 2,52% 2 1,68% 1 0,84% 0 0,00% 0 0,00% 1 0,84% 

Total 119 60 50,42% 0 0,00% 0 0,00% 6 5,04% 53 44,54% 2 1,68% 12 10,08% 12 10,08% 10 8,40% 4 3,36% 3 2,52% 1 0,84% 
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A associação estatística entre o perfil genético e fenotípico de resistência 

encontram-se na tabela 6. Tanto para bovinos como para caprinos observou-se uma 

associação estatística significativa para a ocorrência do gene blaZ e resistência 

fenotípica à penicilina e o gene tetK à ocorrência de resistência fenotípica à 

tetraciclina. Nos bovinos foi observada uma associação significativa entre as variáveis 

tetM (gene) e a resistência a tetraciclina. Para os isolados de cabras comprovou-se 

associação entre o gene ermC e a ocorrência de resistência fenotípica à eritromicina 

(macrolídeos). 

 

Tabela 6 Resultado da análise do teste exato de Fisher entre a presença do gene e a 

expressão fenotípica, estratificada por espécie (bovina e caprina). 

Espécie 
Blaz * 
PEN 

ErmA 

* ERI 
ErmA 

* CLI 
ErmB 

* ERI 
ErmB 

* CLI 
ErmC 

* ERI 
ErmC 

* CLI 
MphC 

* ERI 
Tet38 

* TET 
TetK * 
TET 

TetL * 
TET 

TetM * 
TET 

Msr (A) 

* ERI 

Bovino  0,000* 0,685 0,469 0,317 0,189     0,535 0,107 0,010* 0.002* 0,135 0,094 

Caprino 0,000* 0,654 0,114 0,489 0,198 0,003* 0,493 0,739 0,105 0,000* 0,116 0,189 0,400 

* Significância estatística  

 

Discussão 

Nesse estudo identificou-se o padrão de resistência fenotípica e genotípica de 

isolados de Staphylococcus spp. de leite bovino e caprino no estado de Pernambuco, 

Brasil. Os resultados obtidos na identificação de espécies de Staphylococcus spp. 

demonstraram uma diferença marcante nas espécies identificadas entre os isolados 

de vacas e cabras. A maioria dos isolados bovinos corresponderam a Staphylococcus 

chromogenes e Staphylococcus aureus, enquanto os isolados caprinos foram 

identificados com maior frequência em Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus 

haemolyticus, coincidindo com os estudos de Oliveira et al. (2022) e Aragão et al. 

(2021), que também realizaram estudo sobre a mastite bovina e caprina do Nordeste 

do Brasil.  

Na análise do perfil fenotípico de resistência aos antimicrobianos, 

independentemente da espécie animal de origem dos isolados assim como da espécie 

de Staphylococcus spp., a resistência à penicilina foi a mais prevalente, seguida da 

tetraciclina, fato também já relatado previamente na região nordeste (ARAGÃO et al., 

2021; FRANÇA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2022; SANTOS et al., 2020) e em outras 
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regiões do Brasil com destaque para elevadas frequências de resistência (ALVES et 

al., 2020; PÉREZ et al., 2020; SANTOS et al., 2016; SIQUEIRA et al., 2017; STELLA 

et al., 2017).  

A frequência dos genes codificadores de resistência à penicilina (blaZ), em 

nosso estudo foi a mais elevada tanto nos isolados de bovinos como de caprinos, 

padrão também similar a estudos anteriores (ARAGÃO et al., 2021; OLIVEIRA et al., 

2022). Dos genes codificadores da resistência à tetraciclina, a maior prevalência foi 

para o gene tetK tanto em isolados de Staphylococcus spp. de bovinos (22,30% 

[33/148]) como de caprinos (44,54% [53/119]), apresentando também uma associação 

significativa (p-valor [bovinos] 0,010; p-valor [caprinos] 0,000) entre o gene tetK e a 

resistência fenotípica à tetraciclina. Pérez et al. (2020) determinaram uma frequência 

acima de 50% do gene tetK em isolados de Staphylococcus aureus de leite de vaca 

na região sul do Brasil; o gene tet38 também teve uma prevalência significativa para 

isolados de vacas e cabras; ambos os genes estão associados com o mecanismo de 

resistência de bombas de efluxo (NG et al., 2001; TRUONG-BOLDUC et al., 2015). 

Apesar de que o gene tetL não apresentou frequência elevada em nenhuma das 

espécies animais estudadas, mostrou uma associação significativa (p-valor 0,002) 

entre o gene tetL e a resistência à tetraciclina na espécie bovina, gene que também 

já foi identificado em estudo prévio no estado do Piauí (OLIVEIRA et al., 2022). 

A classe das tetraciclinas é uma das principais utilizadas no sistema de criação 

de bovinos e caprinos devido ao amplo espectro do antibiótico e os baixos custos 

quando comparados a outras classes, e durante anos foi utilizado como promotor de 

crescimento em animais de produção, principalmente em países em desenvolvimento 

(GRANADOS-CHINCHILLA; RODRÍGUEZ, 2017). Durante a coleta das amostras nas 

propriedades de bovinos e caprinos leiteiros foi reportada uma ampla utilização, 

sobretudo da oxitetraciclina, em bovinos no tratamento de mastite, pododermatite e 

infecções reprodutivas. A penicilina, ampicilina ou amoxicilina só foram reportadas em 

duas propriedades de produção caprina, porém, na análise estatística observou-se 

uma associação estatisticamente significativa entre as variáveis: gene blaZ e 

resistência fenotípica à penicilina (p-valor 0,000*), tanto nos bovinos como nos 

caprinos.   

No estudo de Thanner; Drissner; Walsh (2016) foi relatado que a maioria dos 

agentes antimicrobianos vendidos, na Suíça, para uso veterinário foram sulfonamidas, 

penicilinas e tetraciclinas, sendo que 59% foram utilizados em animais de produção 
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de alimentos, dados similares foram apresentados no estudo de Priyanka et al. (2017), 

no Irã. Nos Estados Unidos, TEMPINI et al. (2018) relataram que as classes de 

antibióticos mais utilizadas em animais produtores de leite são os β-lactâmicos, 

tetraciclinas e lincosamidas. No Brasil, Andretta; Call; Nero (2023) descreveram que 

o tratamento de mastite em animais de produção está baseado principalmente no uso 

de aminoglicosideos, cefalosporinas e penicilinas, enquanto que tetraciclinas são 

utilizados em casos de pododermatite, infecções reprodutivas e respiratórias.   

A resistência fenotípica à cefoxitina foi observada em baixa prevalência em 

nosso estudo nos isolados de vacas e cabras (2,70% e 5,0%), respectivamente, 

demonstrando que a resistência à meticilina continua sendo baixa no ambiente 

agropecuário no Nordeste brasileiro, como já foi reportado em estudos prévios 

(ARAGÃO et al., 2021; DA SILVA et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2022). Por outro lado, 

não foram identificados os genes mecA e mecC em nenhum dos isolados obtidos; 

esta discordância observada entre os perfis fenotípico e genotípico pode estar 

associada com a superprodução de β-lactamases ou pela presença de outros tipos de 

proteínas ligadas às penicilinas que não são codificadas pelos genes mecA e mecC 

(VIRDIS et al., 2010). 

Nas fazendas de bovinos e caprinos, os produtores reportaram o uso de 

ceftiofur no tratamento de doenças infecciosas, tanto para mastite como para outras 

infecções, principalmente na espécie bovina, contudo, não foi verificada resistência 

fenotípica in vitro em nenhum isolado de Staphylococcus spp.  

As resistências fenotípica e genotípica aos macrolídeos (eritromicina) e 

lincosamidas (clindamicina) também apresentaram frequências baixas, porém, 

relevantes. A maior parte dos isolados de Staphylococcus spp. que apresentaram 

resistência à eritromicina, exibiram resistência à clindamicina, seja induzida ou 

constitutiva, significando um risco potencial de fracasso quando o tratamento da 

mastite pretende ser com antibiótico da classe das lincosamidas (WANG et al., 2008).  

No nordeste brasileiro já foram descritas cepas de Staphylococcus spp. de 

origem bovina apresentando fenótipo positivo no D-teste (PEREIRA et al., 2018). 

Contudo, esse é o primeiro registro do D-teste positivo em isolados de amostras de 

leite cru de vaca no estado de Pernambuco e em leite de cabra no Nordeste do Brasil. 

Na análise estatística foi observada associação significativa entre a presença do gene 

ermC e a resistência fenotípica à eritromicina nos caprinos (p-valor 0,003), e não foi 

observada associação entre os demais genes codificadores de resistência aos MLS 
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com a resistência fenotípica aos mesmos. Nenhuma das propriedades reportou o uso 

de pirlimicina ou qualquer outro antibiótico da classe de lincosamidas, no entanto, o 

uso de macrolídeos, especificamente tilosina foi citado em quatro propriedades 

caprinas que fizeram parte desse estudo. Nas propriedades de bovinos não foi 

informado o uso de macrolídeos ou lincosamidas para nenhum tipo de infecção, e a 

presença de cepas resistentes ou carreadoras de genes codificadores de resistência 

aos MLS poderia estar relacionada à transmissão interespécies, devido à eliminação 

de resíduos no meio ambiente (seja por água residual ou estrume) produzindo a 

contaminação ambiental ou por contato direto com indivíduos portadores de 

microrganismos resistentes (FAO et al., 2016; THANNER; DRISSNER; WALSH, 

2016).   

Elaborar programas de vigilância epidemiológica para o monitoramento de 

cepas multirresistentes é uma atividade que deveria ser considerada essencial para 

as entidades públicas, devido à rápida propagação de cepas resistentes e de genes 

determinantes de resistência entre indivíduos, e do risco que essa propagação 

representa para a saúde pública. 

 

Conclusão 

A presença de cepas de Staphylococcus spp. multirresistentes em leite de 

vacas e cabras com mastite subclínica representa um importante risco para a saúde 

pública, devido às doenças veiculadas por alimentos e à transmissão de cepas 

multirresistentes que podem estar envolvidas com doenças incuráveis. Os resultados 

obtidos nesse estudo justificam a importância de se realizar o monitoramento de cepas 

bacterianas resistentes que circulam no ambiente agropecuário no estado de 

Pernambuco. 
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7. Considerações Finais 

 As bactérias da família Enterobacteriaceae são agentes ambientais da mastite 

bovina e caprina, e são encontradas no ambiente, assim como nas fezes e 

urina. A presença da mastite ambiental produzida por enterobactérias é 

considerada um risco crítico para a saúde pública, pela presença de cepas 

potencialmente patogênicas para o ser humano que são capazes de carrear 

genes de resistência aos antimicrobianos. A grande capacidade das 

enterobactérias de transferir e receber genes de resistência não unicamente 

entre espécies do mesmo gênero, mas também entre outros gêneros 

bacterianos podem produzir infecções incuráveis ou dando origem a um 

indivíduo como reservatório de genes de resistência.  

 Apesar da importância das bactérias da família Enterobacteriaceae na saúde 

pública, os estudos da mastite bovina e caprina produzida por bactérias desta 

família são escassos. A relevância de estudos genéticos e filogenéticos para 

realizar um monitoramento em rede é importante pela necessidade urgente de 

elaborar um sistema de vigilância e políticas públicas para evitar a 

disseminação de cepas multirresistentes. 

 O gênero Staphylococcus como causadores de mastite, apesar de ser uma 

temática já estudada, ainda carece de um constante monitoramento pela 

capacidade das bactérias de receber genes de resistência, assim como a 

capacidade de mutações em condições de estresse (presença de 

antimicrobianos). Desta forma, a vigilância epidemiológica das cepas 

resistentes e multirresistentes é uma atividade importante para a saúde animal 

e pública para atualizar os protocolos para evitar uma maior disseminação 

destas cepas.  
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8. Anexos 

8.1. Anexo A Lista de substâncias proibidas e legislação correspondente 

(Atualizado em 20/02/2020). MAPA. 
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8.2. Anexo B Comprovante de submissão à revista Brazilian Journal of 

Microbiology. 

 

 


