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FREQUÊNCIA E SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS DE Staphylococcus spp
ISOLADOS DE LEITE DE VACAS COM MASTITES RECORRENTES DE

REBANHOS DA REGIÃO DE UBERLÂNDIA – MG

Cristiane Diniz Matoso Santos1, Geraldo Sadoyama Leal2, Daise Aparecida Rossi 3

RESUMO

Foram colhidas 50 amostras de leite,
provenientes de vacas com mastites clínica ou sub-
clínica recorrentes em propriedades rurais da re-
gião de Uberlândia-MG, para verificar a presença
de Staphylococcus spp e sua susceptibilidade aos
antimicrobianos. A incidência foi de 60%, pois
foram isolados 30 Staphylococcus spp em 50
amostras avaliadas. O estudo de suscetibilidade a
antimicrobianos demonstrou que 90% (27/30) das
cepas eram resistentes à penicilina e ampicilina,
26,6% (8/30) à eritromicina, 16,6% (5/30) à rifam-
picina, 6,6% (2/30) à tetraciclina, cloranfenicol e
oxacilina e 3,3% (1/30) para ciprofloxacina, clinda-
micina e a cefalotina. Dois espécimes de Staphy-
lococcus coagulase positiva foram resistentes à
oxacilina com concentração mínima inibitória (CMI)
de 512mg/mL e 1028 mg/mL, respectivamente. Os
resultados demonstraram a incidência do Staphy-
lococcus spp como agente etiológico e eviden-
ciaram uma elevada porcentagem de cepas resis-
tentes, reforçando a importância do uso adequado
e monitorado de antibióticos, já que cepas resis-
tentes podem ser disseminadas no ambiente e se
transformarem em sério problema de saúde pública.

Palavras-chave: Mastite bovina, Staphylococcus
spp, resistência, antimicrobi-
anos.

INTRODUÇÃO

A mastite é uma doença cosmopolita, de
grande importância econômica, causada por uma

ampla gama de microrganismos, principalmente
bactérias, que afetam as fêmeas de formas clínica
ou subclínica (HIRSH; ZEE, 2003 e FREITAS et
al., 1995). A doença permanece sendo a infecção
de maior impacto econômico nos rebanhos bovinos
leiteiros e a mais difícil de ser controlada (DETI-
LLEUX, 2002; PYORALA, 2002 e PRESTES et al.,
2003). Estimativas feitas em vários países indicam
perdas na ordem de 10% a 15% da produção devido
à doença, sendo a redução na produção total re-
presentada principalmente pela forma subclínica,
pois sua prevalência é maior que a da forma clínica.
Conforme Fonseca; Santos (2000) os prejuízos com
a mastite no Brasil atribuídos às formas clínica e
subclínica da doença representam diminuição na
produção de 30% e 70%, respectivamente.

A prevalência da doença no Brasil é variá-
vel quanto à distribuição e época de análise. Lange-
negger et al. (1970) encontraram índice de 20%
no Rio de Janeiro; Fonseca (1992) observou 38%
de positividade em rebanhos produtores de leite
tipo B em São Paulo e nos estados de Minas Gerais
e São Paulo, a prevalência foi de 71% em estudo
realizado por Costa et al. (1999).

O uso indiscriminado de antibióticos, sem
a identificação do agente etiológico, pode favorecer
o aparecimento de bactérias multirresistentes.
Staphylococcus aureus isolados em ambiente hos-
pitalar humano tem mostrado perfil de multiresis-
tência (LEE, 2003) e cerca de 50% dos Staphylo-
coccus aureus isolados por Sadoyama; Gontijo
Filho (2000) apresentaram resistência a oxacilina,
confirmada pela concentração mínima inibitória
(CMI). Martins (1999) associa o agravamento da
resistência bacteriana em ambientes hospitalares
ao uso freqüente e indiscriminado de antibióticos
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e aos mecanismos de transferência de resistência
entre os microrganismos. Estes fatos são comu-
mente observados no campo em surtos de mastite
bovina (BRITO et al., 2001). As infecções por bacté-
rias multiresistentes em humanos geralmente são
mais graves, aumentando os custos do tratamento,
quando comparadas às causadas por bactérias
susceptíveis (AMYES; GEMMEL, 1997). Apesar dos
poucos estudos, estas características são provavel-
mente observadas nos animais.

A maioria das amostras de estafilococos
tem se tornado resistente a múltiplos antibióticos,
incluindo beta-lactâmicos, quinolonas, aminoglico-
sídeos, macrolídeos, cloranfenicol, mupirocina e
outros (CHAMBERS, 1997). A resistência dos Sta-
phylococcus spp a oxacilina está relacionada à
presença do gene mecA, que torna os microrganis-
mos intrinsecamente resistentes também a outras
drogas (SAHM, 1994). Espécimes de Staphyloco-
ccus aureus isolados de leite mastítico bovino
também apresentam características de resistência
a diversos antibióticos utilizados rotineiramente no
tratamento da doença (FREITAS et al., 1995).

Considerando a importância do leite na eco-
nomia, alimentação humana e a possibilidade de
veiculação de Staphylococcus spp multiresistentes
através do mesmo, este trabalho tem por objetivos:
verificar a freqüência de Staphylococcus spp como
agente etiológico de mastites recorrentes em pro-
priedades rurais de Uberlândia-MG e o perfil de
suscetibilidade dos isolados a diferentes anti-
bióticos, inclusive a oxacilina.

MATERIAL E MÉTODOS

As amostras de leite mastítico utilizadas
para isolamento e identificação de Staphylococcus
spp foram selecionadas pelo teste de Califórnia
Mastitis Test – CMT (mastite subclínica) e pela
observação dos sinais clínicos da inflamação (mas-
tite clínica). Os testes foram realizados em 100
vacas leiteiras de propriedades rurais da região de
Uberlândia-MG no período de novembro de 2003 a
abril de 2004. As informações sobre a recorrência
da doença nas propriedades foram obtidas junto
ao Laboratório de Doenças Infecto-contagiosas da
Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade
Federal de Uberlândia. Foram considerados animais
com mastite recorrente, àqueles que apresentaram
a doença em duas ou mais lactações consecutivas,
independente do isolamento do agente etiológico
ou de uso de terapêutica.

As amostras que apresentaram resultados
positivos para mastites clínica ou subclínica foram

colhidas em tubo de ensaio estéril, após cuidadosa
anti-sepsia do teto e imediatamente transportadas
ao laboratório, onde foram analisadas. O mesmo
procedimento foi adotado com o leite de animais
que apresentaram mastite clínica.

Para isolamento e identificação dos Sta-
phylococcus spp, o leite foi semeado na superfície
de placas de Petri contendo ágar seletivo manitol
salgado (MS) e as placas incubadas a 37oC por 24
a 48 horas (KONEMAN et al., 1997). Após incuba-
ção, as colônias tiveram suas características ano-
tadas e foram cultivadas em ágar nutriente (NA)
por 24 horas a 37oC, para posterior identificação
pela coloração diferencial de Gram (TORTORA et
al., 2002) e produção de catalase (SILVA et al.,
2001). Foram considerados como Staphylococcus
spp, os isolados que apresentaram morfologia típica
de cocos Gram positivos agrupados em cachos e
catalase positiva. Esses microrganismos foram dife-
renciados em Staphylococcus coagulase positiva
ou negativa por meio do teste da coagulase em
tubo (SILVA et al., 2001).

Foi verificada a suscetibilidade aos antimi-
crobianos de todos os Staphylococcus spp isola-
dos. A técnica utilizada foi a de difusão em discos
em ágar Mueller-Hinton (NCCLS, 2000a). Sendo
testados os seguintes antimicrobianos e concen-
trações: oxacilina (1mg), ampicilina (10mg), cefa-
lotina (30mg), clindamicina (2mg), cloranfenicol
(30mg), eritromicina (15mg), ciprofloxacina (5mg),
penicilina G (10U), rifampicina (5mg) e tetraciclina
(30mg). A amostra de Staphylococcus aureus ATCC
25923 foi usada como controle.

Em paralelo à prova de difusão em discos,
os estafilococos foram testados quanto à resistência
a oxacilina utilizando o método de inoculação em
ágar de triagem. O preparo do ágar de triagem
consistiu no uso do ágar Mueller-Hinton suple-
mentado com 4% de NaCl e 6mg/mL de oxacilina,
sendo o crescimento de uma única colônia indi-
cativo de resistência (NCCLS, 2000b).

Nos espécimes identificados como resis-
tentes a oxacilina nos métodos de difusão em ágar
ou ágar de triagem foi determinada a concentração
mínima inibitória (CMI). Para isso foi inoculou-se
com o auxílio de inoculador tipo Steers, um volume
de 5mL (5x106 UFC/mL) da suspensão bacteriana
(turvação 0,5 na escala MacFarland) em ágar
Mueller Hinton, adicionados de oxacilina nas con-
centrações de: 0,25mg/mL, 0,5mg/mL, 1,0mg/mL,
2,0mg/mL, 4,0mg/mL, 8,0mg/mL, 16mg/mL,
32,0mg/mL, 64,0mg/mL, 128mg/mL, 256,0mg/mL,
512mg/mL e 1024mg/mL (NCCLS, 2000a).

A análise dos resultados foi realizada de
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forma descritiva. Os valores absolutos foram
tabulados, calculados os respectivos percentuais e
comparados às informações disponíveis na li-
teratura. Para verificar diferenças entre as cepas
Staphylococcus coagulases positiva e negativa na
resistência aos antibióticos avaliados, aplicou-se o
teste de Mann-Whitney a 5% de significância
(SAMPAIO, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Dos 100 animais examinados, 50 apresen-
taram resultado positivo para mastites clínica ou
subclínica. Destes, 44% (44/100) mostraram-se
positivos no teste do CMT caracterizando mastite
subclínica e em 6% (6/100) dos animais foram
observados os sinais clínicos da inflamação carac-
terizando mastite clínica. A alta frequência (44%)
de mastite subclínica observada nos animais que
compõem o presente estudo também foi constata-
da por outros autores (FONSECA; SANTOS, 2000
e SPINOSA et al., 2000).

Após o cultivo das 44 amostras de mastite
subclínica e seis de mastite clínica, trinta das 50
amostras (60%) foram confirmadas como Staphy-
lococcus spp por apresentarem características
típicas do gênero (TORTORA et al., 2002). A con-
firmação deste gênero como o principal agente
etiológico das mastites concorda com outros auto-
res (BRITO et al., 2002; RABELLO, 2003 e CUNHA
et al., 2006).

Das 30 amostras identificadas como Sta-
phylococcus spp, 20 (66,6%) foram classificadas
como coagulase positiva, todas provenientes de
mastite subclínica. A constatação desse gênero
como o mais prevalente em mastites subclínicas
concorda com os relatos de Brito et al. (2001); Brito
et al. (2002) e Rabello (2003). Dez cepas (33,3%)
foram classificadas como coagulase negativa, e
destas, quatro foram isoladas de mastite subclíni-
ca e seis de mastite clínica.

Nos seis casos de mastite clínica estu-
dados foram isolados Staphylococcus coagulase
negativa, o que está de acordo com Waage et al.
(1999) e Cunha et al. (2006), que afirmam que os
Staphylococcus coagulase negativo (SCN) são os
agentes mais prevalentes em mastites clínicas.

Seis das 14 amostras de mastite subclíni-
ca não classificadas como Staphylococcus spp,
foram identificadas como Streptococcus spp por
apresentarem morfologia de cocos Gram positivos
dispostos em cadeia e catalase negativa (HIRSH;
ZEE, 2003).

A penicilina é um dos antibióticos mais

difundidos e utilizados no tratamento de enfer-
midades animais. Porém, nos resultados obtidos
pelo teste de difusão em discos (antibiograma), esta
droga se mostrou pouco eficiente com 90% (27/
30) dos espécimes demonstrando resistência a este
antibiótico. A ampicilina, um beta-lactâmico de
segunda geração demonstrou o mesmo compor-
tamento da penicilina. Brito et al. (2001) encon-
traram resistência a ampicilina e a penicilina G em
65% dos Staphylococcus aureus isoladas de
infecções mamárias.

A resistência dos Staphylococcus spp aos
antimicrobianos tem sido relatada em ambiente
hospitalar humano. Estudo conduzido por Sa-
doyama; Gontijo-Filho (2000) demonstrou alta por-
centagem de multiresistência nos Staphylococcus
isolados de infecções nosocomiais. Os níveis de
resistência aos antimicrobianos das cepas de
Staphylococcus spp isoladas neste estudo são
menores que os observados em cepas provenientes
de hospitais humanos. Apesar disso, eles são
preocupantes, com índices de resistência de
26,6% (8/30) para a eritromicina; 16,6% (5/30) a
rifampicina, 6,6% (2/30) a tetraciclina, cloranfenicol
e oxacilina e 3,3% (1/30) para ciprofloxacina,
clindamicina e cefalotina (Tabela 1). Uma cepa
coagulase positiva foi resistente a sete antibióticos
e uma coagulase negativa a cinco, sendo a primeira
resistente a oxacilina e a segunda, sensível.

Também foram observados resultados inter-
mediários nos testes de suscetibilidade às drogas,
com 30% (9/30) para eritromicina; 23,3% (7/30)
ao cloranfenicol e clindamicina; 6,6% (2/30) para
tetraciclina e ciprofloxacina; 3,3% (1/30) a rifam-
picina e cefalotina. Provavelmente, a pressão de
seleção a que esses microrganismos são sub-
metidos, principalmente pelo uso inadequado de
drogas poderá induzir à resistência em curto prazo.

Espécimes de Staphylococcus spp que
possuem resistência a oxacilina possuem também
resistência intrínseca a outros antimicrobianos
(PIRIZ et al., 1995), o que foi confirmado neste es-
tudo. Estas cepas representam um desafio tera-
pêutico e de saúde pública, que justificam sua
vigilância epidemiológica (BOYCE, 1992).

Duas cepas de Staphylococcus coagulase
positiva apresentaram resistência a oxacilina, nos
métodos de difusão em ágar e ágar de triagem. A
CMI obtida para essas amostras foi de 512mg/mL
e 1028mg/mL, respectivamente e são semelhantes
às observadas nas cepas isoladas em hospitais
humanos (SADOYAMA; GONTIJO-FILHO, 2000).
Apesar da baixa porcentagem (6,6%), este
resultado é altamente expressivo, já que a única
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opção terapêutica para estas cepas é o uso da
vancomicina, droga restrita ao uso hospitalar hu-
mano e vetada para tratamento de animais.

Os resultados obtidos no ágar de triagem
foram idênticos aos obtidos no teste de susce-
tibilidade em discos e foram confirmados pela CMI.
Estes resultados indicam que este teste é adequa-
do para triagem de espécimes de estafilococos
resistentes a oxacilina.

Foi observada diferença estatística na
resistência aos antibióticos testados, quando os
estafilococos coagulase positiva e negativa foram
comparados. Os estafilococos coagulase negativa
apresentaram maior resistência a eritromicina,
rifampicina, tetraciclina e cloranfecnicol (p<0,05).
Vários autores afirmam que os estafilococos co-
agulase negativos possuem fatores genéticos que
favorecem a aquisição de resistência (KONEMAN
et al., 1997 e TORTORA et al., 2002). Provavelmente,
essas características, somadas ao contato com
antibióticos (MARTINS, 1999 e BRITO et al., 2001)
foram os principais fatores predisponentes ao perfil
de resistência observado na presente investigação
científica.

CONCLUSÕES

Os resultados obtidos neste estudo per-
mitem concluir que Staphylococcus spp foi o agente
etiológico mais frequentemente isolado (60%) das
infecções mamárias recorrentes nos rebanho es-
tudado, com muitos espécimes isolados apresen-
tando perfil de multiresistência aos antibióticos; a
resistência a oxacilina determinada em dois espé-
cimes de Staphylococcus coagulase positiva foi
confirmada por três testes diferentes e caracte-
rizaram a necessidade constante de vigilância epi-
demiológica e conscientização dos produtores e
médicos veterinários para o uso indiscriminado de
antibióticos e conseqüente emergência de cepas
multirresistentes.

Frequency and antimicrobial susceptibility of
staphylococcus spp isolated from mastitis’s
dairy cows in the region of Uberlândia-MG

ABSTRACT

In farms located in Uberlândia-MG, Brazil,
fifty samples of milk were collected from cows with
clinical or subclinical recurrent mastitis to verify the
presence of Staphylococcus spp and susceptibi-
lity to the antimicrobials. In 60% (30/50) of the sam-

ples Staphylococcus spp was isolated, showing the
incidence of this microorganisms. Antimicrobial
susceptibility tests showed that 90% (27/30) of the
strains were resistant to penicillin and ampicilin,
26,66% (8/30) to erythromycin, 16,66% (5/30) to
riphamicin, 6,66% (2/30) to tetracycline, chloram-
phenicol and oxacilin, and 3,33% (1/30) to cipro-
floxacin and clindamicin. The resistance isolated to
oxacilin, was confirmed for minimum inhibitory
concentration were coagulase positive, represen-
ting 10% (2/20) of the strains. The results evidenced
high resistant between the strains isolated, streng-
thening the importance of the adequate and moni-
tored use of antibiotics, since these microorganisms
can be spread by milk and transform into serious
problem of public health.

Keywords: Bovine mastitis, Staphylococcus spp,
resistance, antimicrobial.
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