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RESUMO 

A mastite gera prejuízos econômicos em rebanho leiteiros e interfere nos processos 

industriais de laticínios. O uso indiscriminado de antibióticos para tratar a doença 

agrava a resistência a tais medicamentos, sendo imprescindível a identificação do 

agente causador para o sucesso do tratamento. O objetivo do presente estudo foi 

isolar bactérias causadoras de mastite bovina em amostras de leite obtidas em 

propriedades leiteiras localizadas no Centro-Oeste Paulista e avaliar sua 

resistência frente aos antimicrobianos comumente utilizados em seu tratamento. 

Analisaram-se amostras de leite de 80 vacas com mastite clínica ou subclínica. As 

amostras foram inoculadas em Ágar Sangue e Ágar MacConkey e incubadas a 37 

ºC/24 h. As colônias isoladas passaram por identificação morfo-tintorial (coloração 

de Gram) e bioquímica. Para a determinação da espécie, as amostras de leite 

também foram analisas por espectrometria de massa (MALDI-TOF MS). Os 

microrganismos identificados foram submetidos ao teste de sensibilidade aos 

antimicrobianos em placa de Ágar Müeller-Hinton (35 °C/24 h) com discos contendo 

Gentamicina (10 μg), Amoxicilina + Clavulanato (20 μg + 10 μg), Tetraciclina (30 

μg) e Oxacilina (1 μg). Em 87,5% das amostras houve crescimento de bactérias 

Gram-positivas, com prevalência de Staphylococcus aureus (54,3%) e 21,2% das 

amostras apresentaram colônias de bactérias Gram-negativas, com o predomínio 

de Escherichia coli (18,6%). A resistência para oxacilina ocorreu em 48,6% das 

bactérias Gram-positivas e em 100% das bactérias Gram-negativas isoladas e, 

para tetraciclinas, a resistência foi de 12,8% e 29,4% respectivamente. Dentre as 

bactérias Gram-positivas, 11,4% apresentaram resistência para gentamicina e 

amoxacilina e clavulanato. As bactérias Gram-negativas apresentaram 5,9% de 

resistência para amoxacilina e clavulanato e nenhuma resistência frente à 

gentamicina. Concluiu-se que houve alta incidência de bactérias Gram-positivas 

causadoras de mastite na região e alta incidência de resistência a oxacilina entre 

os microrganismos isolados. 

Palavras-chave: Mastite. Bactérias. Antibióticos. 
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ABSTRACT 

Mastitis causes economic losses in dairy herds and interferes in the industrial 

processes of dairy products. The indiscriminate use of antibiotics for its treatment 

leads to the worsening of resistance to these drugs, making the correct identification 

of the causative agent essential for the success of the treatment. The aim of the 

present study was to characterize the bacteria that cause bovine mastitis in milk 

samples obtained from dairy farms located in the Midwest of São Paulo and to 

assess whether there is resistance to the antimicrobials commonly used in the 

treatment of the disease. Milk samples from 80 cows with clinical or subclinical 

mastitis were analyzed. The samples were inoculated onto Blood Agar and 

MacConkey Agar and incubated at 37 °C/24 h. The colonies were identified by 

morpho-tinctorial identification (Gram staining) and biochemical tests. To determine 

the species level, the samples were also analyzed by mass spectrometry technique 

(MALDI-TOF MS). Subsequently, their antimicrobial susceptibility was tested on a 

Müeller-Hinton Agar plate (35 °C/24 h) with discs containing the antimicrobials 

Gentamicin (10 μg), Amoxicillin + Clavulanate (20 μg + 10 μg), Tetracycline (30 μg) and 

Oxacillin (1 μg). 87.5% of the samples had the growth of Gram-positive bacteria, with 

prevalence of Staphylococcus aureus (54.3%) and 21.2% of the samples showed 

colonies of Gram-negative bacteria, with predominance of Escherichia coli (18.6%). 

Resistance to oxacillin had an incidence of 48.6% for Gram-positive and 100% for 

Gram-negative and 12.8% and 29.4% for tetracyclines, respectively. Gram-positive 

bacteria showed 11.4% of resistance for gentamicin and for amoxacillin and 

clavulanate. Gram-negative bacterium showed 11.4% of resistance for amoxacillin 

and clavulanate and no resistance for gentamicin. It was concluded that there was 

a high incidence of Gram-positive bacteria causing mastitis in the region and a 

high incidence of resistance of the isolates to oxacillin. 

Keywords: Mastitis. Bacteria. Antibiotics. 
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1 INTRODUÇÃO 

A produção leiteira é uma atividade de grande importância econômica, 

sendo responsável pela geração de renda e de emprego para muitas pessoas 

(COBIRKA; TANCIN; SLAMA, 2020). Também apresenta importância para a 

segurança alimentar por resultar na geração de um alimento altamente nutritivo, 

composto por proteínas, gordura, vitaminas e minerais, estando dentre os alimentos 

essenciais para a nutrição da população mundial (ROCHA; CARVALHO; 

RESENDE, 2020). 

Por esses motivos, há crescente demanda para aumentar a 

produtividade nas propriedades leiteiras e a qualidade do produto. Entretanto, 

vários fatores podem influenciar na obtenção de leite de qualidade, tais como 

nutrição e sanidade do rebanho (COBIRKA; TANCIN; SLAMA, 2020). 

A mastite é uma das principais enfermidades que afetam o gado leiteiro, 

causando perda na produção e na qualidade do leite, aumento de custos com 

tratamentos e probabilidade de descarte de vacas leiteiras com infecções crônicas 

(JAMALI et al., 2018; TOMAZI et al., 2018). Definida como inflamação da glândula 

mamária, a mastite é uma afecção complexa e de caráter multifatorial, que acarreta 

alterações físicas e químicas no leite, podendo ocasionar diminuição de 10% a 20% 

na produção (KUMARI; BHAKAT; CHOUDHARY, 2018; LANGONI et al., 2017). 

Os antimicrobianos são amplamente utilizados para o tratamento dessa 

enfermidade. Entretanto, o uso indiscriminado desses medicamentos pode 

contribuir para redução da eficácia do princípio ativo e o surgimento de resistência 

antimicrobiana, diminuindo a capacidade do antibiótico em controlar doenças tanto 

na medicina veterinária quanto humana (GONÇALVES et. al., 2022b; TOMAZI; 

SANTOS, 2020). 

Além de estratégias de prevenção como boas práticas agropecuárias e 

de bem-estar animal, é imprescindível que seja realizado o diagnóstico preciso dos 

agentes causadores de mastite no rebanho, associado a testes de sensibilidade 

antimicrobiana, para a elaboração de métodos eficazes de controle da mastite 

(MONISTERO et al., 2020). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 
2.1 Cenário nacional da produção de leite 

Segundo a Organização das Nações Unidas para Alimentação e 

Agricultura (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED 

NATIONS - FAO, 2019), o Brasil é o terceiro maior produtor de leite do mundo, após 

os Estados Unidos e a Índia (ROCHA; CARVALHO; RESENDE, 2020). No primeiro 

trimestre de 2023, o país produziu 5.883.069 mil litros de leite cru. O consumo de 

leite também é elevado no país, na medida em que, em 2022, foram consumidos 

aproximadamente 116,7 litros de leite fluído por habitante (EMPRESA BRASILEIRA 

DE PESQUISA AGROPECUÁRIA - EMBRAPA, 2023; INSTITUTO BRASILEIRO 

DE GEOGRAFIA E ESTATÍSTICA - IBGE, 2023). 

O Estado de Minas Gerais é o maior produtor nacional, tendo produzido 

1.433.166 mil litros no primeiro trimestre de 2023, seguido pelo Paraná com 

833.177 mil litros, Rio Grande do Sul com 742.114 mil litros, Santa Catariana com 

726.0143 mil litros e Goiás com 533.725 mil litros, enquanto o Estado de São Paulo 

produziu 508.204 mil litros, conforme apresentado pelo Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística (IBGE, 2023). 

A produção se distribui por quase todo o território nacional, com 

destaque para as regiões Sudeste, Centro-Oeste e Sul. Devido aos diferentes 

climas, características socioeconômicas e culturais presentes no país, a produção 

apresenta expressiva heterogeneidade, com mão de obra familiar ou patronal, 

sistemas de produção intensivo, semi-intensivo ou extensivo, com ordenhas 

manuais ou mecanizadas e utilização de raças taurinas ou zebuínas, apresentando 

um predomínio de animais mestiços (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA 

AGROPECUÁRIA – EMBRAPA, 2023; MORAIS, 2021). 

A produtividade das vacas também apresenta grande variação 

dependendo da região do país, devido a qualidade de pastagem, suplementação 

alimentar, raças e técnicas de produção aplicadas. Em 2021, por exemplo, cada 

vaca produziu em média 10,8 litros por dia na região Sul do país, enquanto no Norte 

as vacas produziram 1,7 litros por dia (UNITED STATES DEPARTMENT OF 

AGRICULTURE – USDA, 2022). 
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A necessidade de investimentos para automação e melhoria na 

eficiência produtiva é crescente no país, visto que pequenas e médias propriedades 

leiteiras apresentam maiores dificuldades de expansão e manutenção da atividade 

devido a oscilação do custo de alimentação, combustível ou óleo diesel, fertilizantes 

e do preço do leite, enquanto as maiores propriedades estão crescendo cada vez 

mais e acompanhando o processo de tecnificação da produção de leite (BRASIL, 

2023). 

Apesar da grande produção de leite no país, a manutenção da qualidade 

microbiológica do leite cru é um grande obstáculo enfrentado pela indústria de 

laticínios, acarretando inúmeros prejuízos ao setor, visto que há influência no 

rendimento de derivados lácteos, na qualidade e no tempo de prateleira (LANGE et 

al., 2017). Esse mesmo fator também afeta a exportação de leite, que não 

apresenta valores significativos no mercado global. A exportação e importação de 

leite fluído no Brasil são pouco expressivas, devido a logística de distribuição de 

leite in natura e aos valores do produto, quando comparado ao de países externos 

(UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE – USDA, 2022). 

Dentre os principais produtos exportados, 21% são compostos por 

queijos simples, como mussarela, que atingiram a marca de 4,6 toneladas no ano 

de 2021, para países como Chile, Rússia e Estados Unidos. Nos cinco últimos 

anos, o Brasil exportou em média 8 mil toneladas de creme de leite por ano e, no 

ano de 2018, exportou 6,3 mil toneladas de leite in natura (UNITED STATES 

DEPARTMENT OF AGRICULTURE – USDA, 2022). 

Em relação à importação, a Argentina e Uruguai são os principais 

responsáveis por esse comércio, sendo o leite em pó o principal produto comprado, 

visto que costuma ter preços menores no exterior e ser um item prático e versátil. 

Queijos, leite em pó desnatado, proteína de soro de leite e manteiga também são 

produtos frequentemente importados (MENDES, 2022; UNITED STATES 

DEPARTMENT OF AGRICULTURE – USDA, 2022). 

 
2.2 Mastite 

A mastite é uma afecção complexa e multifatorial, caracterizada pela 

inflamação do parênquima da glândula mamária e dependente de interação entre 

hospedeiro, meio ambiente e agente etiológico (KALINSKA et al., 2018). 



14 
 

A infecção intramamária, processo que ocorre na patogênese da 

doença, é iniciada pela invasão de patógenos na glândula mamária por meio do 

canal do teto que, ao adentrarem a região, multiplicam-se no interior dos tecidos. 

Como consequência, células de defesa tais como os leucócitos migram para a 

glândula mamária com o objetivo de eliminar os agentes infecciosos, levando a 

alteração da permeabilidade vascular e processos inflamatórios (SANTOS; 

FONSECA, 2007). Tal processo leva a o aumento de células somáticas (CS) na 

região, constituído por células de defesa e células epiteliais (MURPHY et al., 2016). 

Existe ampla gama de agentes etiológicos responsáveis por gerar 

infecção intramamária, tais como bactérias Gram-positivas e negativas, algas 

microscópicas e fungos (KALINSKA et al., 2018; REYES et al., 2015). A invasão 

dos patógenos para o interior da glândula mamária pode ocorrer por diversos 

fatores, sendo que múltiplos aspectos estão relacionados ao hospedeiro, tais como 

a idade da vaca, nível de produção e o período de lactação (GONÇALVES et al., 

2022a). 

Vacas mais velhas são mais susceptíveis à enfermidade devido ao 

relaxamento natural de esfíncteres dos tetos, possibilitando a entrada de 

microrganismos e a infecção intramamária. Além disso, o maior espaçamento entre 

as ordenhas que ocorre no período final da lactação possibilita a presença de leite 

residual, utilizado como substrato para crescimento e multiplicação de 

microrganismos (LANGONI, 2013). 

O ambiente em que os animais estão inseridos também é um fator 

importante para a enfermidade, sendo responsável por 90% dos casos de mastite. 

Instalações inadequadas e mal higienizadas, ambientes superpopulosos, alta 

umidade e camas sujas aumentam o estresse no animal e a pressão de patógenos 

nas vacas (KALISKA et al., 2018). Além disso, o tipo e as características de ordenha 

devem ser considerados, uma vez que a falta de manutenção dos equipamentos 

de ordenha pode acarretar traumas como prolapso de esfíncter dos tetos devido ao 

excesso de vácuo na ponta do conjunto de teteiras, facilitando a invasão de 

patógenos (LANGE et al., 2017). 

A infecção intramamária pode ser categorizada em formas clínica e 

subclínica de acordo com a forma como se apresenta. Na forma clínica, as vacas 

acometidas apresentam sinais clínicos sistêmicos como febre, anorexia e letargia, 
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ou locais (úbere), tais como edema, aumento de temperatura e dor. Além da 

composição anormal, o leite produzido pode conter sangue, pus ou coágulos 

(GOULART; MELLATA, 2022). Nesse caso, os sinais clínicos percebidos com a 

realização de exame físico e palpação do animal, juntamente com as alterações 

macroscópicas do leite apresentadas no teste de caneca de fundo escuro realizado 

no início da ordenha permitem o diagnóstico (MAIOCHI; RODRIGUES; WOSIACKI, 

2019). 

A mastite clínica pode ser classificada nas formas catarral, 

apostematosa e flegmonosa. A forma catarral é caracterizada por um processo 

inflamatório superficial, que não atinge estruturas secretoras, porém pode ocorrer 

o aparecimento de pequenos grumos no leite. A apostematosa é um processo 

inflamatório mais profundo, com acometimento de todas as estruturas glandulares. 

A forma flegmonosa é considerada um processo inflamatório mais grave, podendo 

evoluir para gangrena e comprometimento do estado geral do animal (LEITE, 

2016). 

Na mastite subclínica, considerada a principal forma presente nas 

propriedades, acometendo entre 20 e 83% das vacas em lactação (KUMARI; 

BHAKAT; CHOUDHARY, 2018), inexistem alterações macroscópicas no leite ou no 

úbere, ocorrendo apenas alterações na composição, como o aumento de células 

somáticas, devido à mobilização de células inflamatórias para a glândula mamária 

(DALANEZI et al., 2020). Nesse caso, o diagnóstico é feito por métodos indiretos 

como a contagem de células somáticas (CCS) e o California Mastitis Test (CMT) 

(MARTINS et al., 2016). 

A mastite também pode ser classificada em contagiosa ou ambiental, 

com base na forma de contaminação e na origem do agente infeccioso 

(ROWBOTHAM; RUEGG, 2016). A mastite contagiosa ocorre quando, durante a 

ordenha, há exposição de tetos saudáveis a bactérias provenientes de tetos 

infectados de outras vacas, por meio das mãos dos ordenhadores, de 

equipamentos de ordenha e outros fômites de uso comum entre os animais. As 

principais bactérias causadoras dessa forma de infecção são Streptococcus 

agalactiae, Corynebacterium bovis, Staphylococcus aureus e Mycoplasma spp. 

(OLIVEIRA et al., 2011; ROWBOTHAM; RUEGG, 2016). 
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Na mastite ambiental, a contaminação ocorre, principalmente, após a 

ordenha, por meio da exposição de tetos saudáveis a um ambiente contaminado, 

como a sala de ordenha ou a cama utilizada pelos animais (OLIVEIRA et al., 2011). 

Essa é a forma mais difícil de controle, visto que as vacas permanecem de 40 a 

65% de seu tempo em decúbito (ROWBOTHAM; RUEGG, 2016). Dentre os 

microrganismos responsáveis pela mastite ambiental estão Streptococcus uberis, 

Streptococcus dysgalactiae, Escherichia coli, Klebsiella spp., Citrobacter spp., 

Enterobacter spp., Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium (OLIVEIRA et al., 

2011; ROWBOTHAM; RUEGG, 2016). 

Os microrganismos causadores de mastite também podem apresentar 

classificações, sendo elas como patógenos principais ou primários e patógenos 

secundários. São considerados patógenos principais aqueles que apresentam 

maiores fatores de virulência e maior impacto para a saúde do animal e a qualidade 

do leite, por exemplo, Staphylococcus aureus. Os patógenos secundários são 

considerados parte da microbiota do úbere, apontados como de menor virulência e 

menor efeito nos parâmetros de monitoramento da qualidade do leite como a CCS, 

por exemplo, os estafilococos coagulase-negativos (LANGONI et al., 2015). 

Staphylococcus aureus, estafilococos coagulase-negativos (SNC), 

Streptococcus spp., Escherichia coli e Klebsiella spp. são os principais causadores 

de mastite contagiosa e ambiental em todos os continentes, como demonstrado em 

estudos feitos na Europa, China, Egito, Austrália e EUA (AMEEN et al., 2019; 

DYSON et al., 2022; JONG, et al., 2018; LINDEMAN et al., 2013). 

 
2.3 Impactos decorrentes da mastite 

A mastite é uma enfermidade que gera grandes prejuízos ao produtor. 

Tal fato ocorre em razão dos gastos com medicamentos e assistência veterinária 

(8%), descarte de leite devido ao período de carência e descarte prematuro de 

animais que apresentam a forma crônica da enfermidade (14%) e redução na 

produção leiteira (78%), além de alteração nas taxas de reprodução e redução no 

valor pago pela qualidade do produto (DALANEZI et al., 2020; ROMERO; 

BENAVIDES; MEZA, 2018). 

A doença afeta, diretamente, a lucratividade das fazendas leiteiras, visto 

que a mastite clínica pode gerar um impacto econômico de R$ 0,1090 a R$ 
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0,5985/kg/leite, considerando médias anuais de 1% e 15% de mastite clínica no 

rebanho, respectivamente (MASSOTE et al., 2019). Além disso, estudos relatam 

perdas de 2 a 3 kg de leite por dia para cada 100.000 células somáticas por litro 

(GONÇALVES et al., 2021). 

A composição nutricional do leite também é afetada por essa doença, 

visto que os quartos mamários cronicamente infectados podem apresentar maiores 

concentrações de proteína total devido ao aumento de proteínas do soro, como 

imunoglobulinas, apesar de apresentar redução de α- e β-caseínas. Além disso, há 

aumento de concentração de sódio e cloro e menores concentrações de lactose e 

gordura (ALHUSSIEN; DANG, 2018; GONÇALVES et al., 2020; MELLO et al., 

2012). 

Isso ocorre devido ao influxo de proteínas do soro do sangue, sódio e 

cloro para o leite e ao efluxo de lactose na circulação por vias paracelulares que 

são proliferadas durante a mastite, à diminuição da produção por danos de células 

alveolares e ao consumo desse componente pelos microrganismos. O aumento da 

concentração de íons sódio, cloro e bicarbonato no leite ocorre como tentativa de 

manter o equilíbrio osmótico que era mantido pela lactose. Também ocorre 

aumento da atividade de enzimas lipolíticas, gerando danos à membrana dos 

glóbulos de gordura do leite, expondo-os à ação de lipoproteínas lipases presentes 

no leite, e elevando os níveis de ácidos graxos livres no produto (ALHUSSIEN; 

DANG, 2018; ALI et al., 2022; GONÇALVES et al., 2020). Tais alterações interferem 

nos aspectos sensoriais e tecnológicos dos produtos derivados, como interferência 

na coagulação, composição química, textura, sabor e rendimento final (MELLO et 

al., 2012; MORADI et al., 2021). 

Essas alterações na composição química do leite com altas contagens 

de células somáticas resultam em pH mais alcalino, o que afeta a coagulação 

devido ao tempo maior para a produção de ácido, com abaixamento do pH. 

Ademais, altos teores de leucócitos com capacidade antimicrobiana podem 

influenciar o crescimento de culturas iniciadoras, aumentando o tempo de 

coagulação, devido ao atraso na redução do pH (MORADI et al., 2021). 

Níveis altos de células somáticas estão associados ao aumento da 

ativação de plasminogênio em plasminas. As plasminas são enzimas proteolíticas 

termorresistentes que hidrolisam a caseína que seria utilizada no processo de 
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coagulação para fabricação de queijos, por exemplo, aumentando o tempo de 

coagulação e influenciando no rendimento e na textura. Outras enzimas como 

elastase e catepsinas também podem gerar alterações na coagulação e maturação 

dos queijos, respectivamente. Já os altos níveis de ácido graxos livres apresentam 

influência no sabor (MURPHY et al., 2016). 

A enfermidade apresenta, ainda, aspectos importantes de Saúde 

Pública, visto que diversos microrganismos presentes no leite oriundos de casos 

de mastites podem ocasionar doenças de origem alimentar (SALINA et al., 2017). 

Outro fator importante é o consumo de leite com presença de resíduos de 

antimicrobianos, devido ao não obedecimento do período de carência do fármaco 

e eliminação incompleta do antibiótico do organismo do animal (BAHRAMIAN et al., 

2022). 

Tais resíduos, quando acima dos limites permitidos, podem acarretar 

efeitos maléficos à saúde do consumidor como influência na microbiota intestinal, 

efeito tóxico, resistência aos antimicrobianos, reações alérgicas devido a 

hipersensibilidade a penicilina, aminoglicosídeos e tetraciclinas, mutagenicidade, 

hepatotoxicidade e efeitos imunopatológicos e carcinogênicos, devido à exposição 

prolongada a baixos níveis de oxitetraciclina, por exemplo (BACANLI; BASARAN, 

2019; BAHRAMIAN et al., 2022). 

 
2.4 Identificação microbiana 

Diversos métodos de identificação microbiana estão disponíveis 

atualmente, como aqueles de identificações rápidas realizadas por meio da 

determinação de atividades enzimáticas ou por biologia molecular, até 

identificações tradicionais, que demandam mais tempo, como a cultura 

microbiológica (BARREIRO et al., 2017). 

O cultivo tradicional de microrganismos é baseado no plaqueamento, 

incubação e crescimento de colônias em meios de cultura específicos, sendo que, 

para identificações em nível de espécie, é necessário realizar testes bioquímicos 

específicos, avaliar as condições de crescimento, morfologia e suscetibilidade a 

antibióticos, levando em média de 2 a 7 dias para confirmação dos resultados e 

diagnóstico do patógeno causador da infecção (BARCELOS et al., 2019; 

BARREIRO et al., 2018). 
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Dentre as técnicas de biologia molecular, encontra-se a espectrometria 

de massa (MS), que utiliza fonte de dessorção/ionização a laser assistida por matriz 

(MALDI) e um analisador de massa do tipo time-of-flight (TOF), comumente 

denominado MALDI-TOF MS. Essa metodologia se baseia na proteômica e é capaz 

de realizar a rápida identificação da bactéria causadora de mastite a partir de 

proteínas ribossômicas extraídas das colônias bacterianas (BARREIRO et al., 

2018). 

O MALDI-TOF MS tem sido amplamente utilizado para a identificação de 

microrganismos em nível de espécie, haja vista que é uma técnica aplicável, 

confiável, rápida e de alta precisão (BRAGA et al., 2018). É também utilizada como 

ferramenta para confirmar resultados discordantes que podem ocorrer no cultivo 

microbiano quando se trabalha com espécies bacterianas com perfis espectrais 

muito semelhantes (BARCELOS et al., 2019). 

A técnica consiste na separação de íons de acordo com a relação 

massa/carga. Simplificadamente, conforme esquematizado na Figura 1, nesta 

técnica, os analitos (verdes) são envolvidos pela matriz (vermelho), que abosrve a 

energia gerada pelo laser, ocasionando a dessorção térmica das proteínas 

ribossômicas das bactérias isoladas (evaporação e formação de íons com massas 

diferentes). Os íons formados são acelerados pelo campo elétrico de carga positiva 

(presente na extremidade do detector) para dentro do tubo de vôo de acordo com 

sua massa e carga elétrica. Os tempos de vôo das partículas dessorvidas até o 

detector apresentam diferenças mensuráveis e são utilizados para calcular a massa 

exata da amostras no espectro de massa (FARIA, 2015). Por fim, o perfil do 

espectro de proteínas é identificado comparando-se os resultados com bancos de 

dados de referência (BARCELOS et al., 2019). 
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Figura 1 – Esquema da técnica MALDI-TOF MS 
 

Fonte: FARIA, 2015 

 
2.5 Resistência antimicrobiana 

Compreender o perfil microbiológico do rebanho é de extrema 

importância para o manejo da mastite, visto que permite determinar protocolos 

estratégicos de tratamento e prevenção mais assertivos, focando nos possíveis 

reservatórios de infecção, além de reduzir gastos desnecessários (DYSON et al., 

2022). Associado à identificação microbiana, é imprescindível a avaliação da 

sensibilidade antimicrobiana, especialmente em relação aos antimicrobianos 

criticamente importantes, ou seja, aqueles utilizados para tratamento de doenças 

fatais aos humanos, como os aminoglicosídeos (NOBREGA; BUCK; BARKEMA, 

2018). 

O uso de antimicrobianos nas propriedades rurais é a principal estratégia 

para o tratamento de mastites clínicas e subclínicas. Dentre os grupos utilizados 

com maior frequência na pecuária leiteira, encontram-se as tetraciclinas, 

antibióticos bacteriostáticos de amplo espectro, que inibem a síntese proteica do 

microrganismo; os beta-lactâmicos, que apresenta ação bactericida por meio da 

inibição da formação da parede celular bacteriana; e os aminoglicosídeos, cuja 

ação bactericida ocorre pela produção de proteínas defeituosas ou pela inibição da 

síntese proteica bacteriana (SILVA, 2018). 

Tais medicamentos são utilizados para prevenir o agravamento da 

doença e o acometimento sistêmico com bacteremia e auxiliar no rápido retorno do 

animal à produção de leite comercializável (TOMAZI; SANTOS, 2020). Entretanto, 
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em sua maioria, o tratamento é realizado de forma empírica e inadequada, sem 

atender à frequência ou à duração da exposição bacteriana ao medicamento, o que 

contribui para o desenvolvimento de resistência antimicrobiana (RAM) e, até 

mesmo, à presença de resíduos de antibiótico no leite (MARTINS et al., 2021; 

NOBREGA; BUCK; BARKEMA, 2018). 

A RAM é a capacidade dos microrganismos resistirem ao efeito de 

antimicrobianos (RAHMEH et al., 2020). Existe uma grande preocupação por parte 

da Organização Mundial da Saúde (OMS) pelo tema, que considera a resistência 

frente aos antimicrobianos uma ameaça urgente à saúde e a associa ao uso 

exacerbado de antibióticos (JONG et al., 2018). 

A RAM é uma pauta que vem adquirindo cada vez mais ênfase nas 

agendas nacionais e internacionais, visto que, anualmente, cerca de 700.000 seres 

humanos morrem de infecções causadas por bactérias multirresistentes. Estima-se 

que, em 2050, cerca de 10 milhões de pessoas morrerão de infecções bacterianas 

causadas por bactérias que apresentam RAM (NOBREGA; BUCK; BARKEMA, 

2018). 

Pensando nisso, diretrizes sobre o uso de antimicrobianos já foram 

abordados pela OMS, que apresentou um Plano de Ação Global sobre Resistência 

Antimicrobiana para o monitoramento de resistências dos microrganismos (JONG 

et al., 2018), assim como a Administração de Alimentos e Medicamentos dos 

Estados Unidos da América (FDA), em 2002 (LINDEMAN et al., 2013). Na mesma 

linha, a Comissão Europeia apresentou um Plano de Ação da Comunidade 

Europeia, visando o monitoramento da resistência antimicrobiana, principalmente 

na medicina veterinária. Ademais, a Agência Europeia de Medicamentos 

estabeleceu ações para o uso responsável de antibióticos em animais entre os anos 

de 2016 e 2020 (JONG et al., 2018). 

Assim também ocorreu no Egito com o Plano de Ação Nacional para 

Resistência Antimicrobiana (2018 – 2022) (WORLD HEALTH ORGANIZATION - 

WHO, 2018) e na Austrália, com a Estratégia Nacional de Resistência 

Antimicrobiana (2015 – 2019) e diretrizes definidas por indústrias de laticínios do 

país (DYSON et al., 2022). Em 2010, a China era responsável pela maior parcela 

(23%) de uso mundial de antimicrobianos no setor de alimentação animal, 

apresentando projeção para utilização de 30% até o ano de 2030 (CHENG et al., 
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2019). Atualmente, o país estabeleceu o Plano de Ação Nacional para Combater a 

Resistência Antimicrobiana (2022-2025) (DING; HU, 2023). 

O Brasil realiza seu controle por meio de programas como o Plano de 

Ação Nacional de Prevenção e Controle da Resistência aos Antimicrobianos, no 

Âmbito da Saúde Única (2018 -2022) (BRASIL, 2019). 

A RAM pode ser classificada em três categorias principais: intrínseca, 

adaptativa e adquirida. A resistência intrínseca ocorre quando a parede celular 

bacteriana apresenta uma permeabilidade naturalmente baixa, o que limita a 

absorção de diversos antibióticos. A resistência adaptativa ocorre como resultado 

de um estímulo ambiental que gera alterações temporárias nos níveis de expressão 

de genes e/ou proteínas dos microrganismos que contribuem para a tolerância aos 

antibióticos (CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES, 2020; GARNEAU- 

TSODIKOVA; LABBY, 2016). A resistência adquirida ocorre pela mutação de genes 

existentes ou pela incorporação de material genético exógeno, como um plasmídeo 

carregado de múltiplos genes de resistência, podendo ocorrer a transferência do 

plasmídeo de uma bactéria para outra (GARNEAU-TSODIKOVA; LABBY, 2016). 

Como mecanismos de resistência, os microrganismos podem sofrer 

mutações cromossômicas no receptor onde o antimicrobiano se ligaria, reduzindo, 

assim, a afinidade entre o fármaco e seu sítio alvo ou, ainda, produzir proteínas que 

se ligam a tal receptor, evitando a ação do antimicrobiano (FARIA; GODOI; 

ROMANO, 2021). 

Outros mecanismos englobam a ação de enzimas, que degradam ou 

inativam os antimicrobianos por meio de hidrólise, transferência de um grupo 

químico ou processo de oxirredução; ou mudanças na permeabilidade da 

membrana celular, devido a superexpressão de bombas de efluxo, que impede a 

entrada do antibiótico nas células ou faz com que ele seja expelido e não atinja 

concentrações ideais para destruição do microrganismo (DA COSTA; JUNIOR, 

2017; FARIA; GODOI; ROMANO, 2021). 
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3 OBJETIVO 

O objetivo do presente estudo foi caracterizar as bactérias causadoras 

de mastite bovina em amostras de leite produzido no Centro-Oeste Paulista e 

investigar a ocorrência de resistência dos microrganismos isolados frente aos 

antimicrobianos mais utilizados no tratamento da doença. 
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Maps 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1 Amostragem 

Este estudo teve a aprovação do Comitê de Ética Animal (Processo FOA 

nº 0546-2022 – ANEXO A). Foram analisadas amostras de leite cru de 80 vacas 

oriundas de quatro propriedades rurais localizadas no Centro-Oeste Paulista 

(Figura 2) entre os meses outubro e dezembro. Os locais foram escolhidos devido 

a facilidade de acesso e concordância dos produtores rurais. Foram coletadas 20 

amostras em cada propriedade, de modo a obter porções equitativas entre elas. 

As vacas que forneceram as amostras de leite eram das raças girolando 

ou jersey ou holandês, primíparas ou multíparas, estavam em período normal de 

lactação, apresentavam mastite clínica ou subclínica e não estavam em tratamento. 

As propriedades apresentavam sistema de criação semi-intensivo e 

ordenha do tipo mecânica. Todas apresentavam procedimentos descritos de 

higienização de ordenhas, porém com diferentes condições de instalações e 

higiene na sala de ordenha e local de descanso dos animais, além de diferentes 

condições de manutenção dos equipamentos de ordenha, verificadas in loco. 

 

Figura 2 – Distribuição geográfica dos municípios amostrados, obtida do Google 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

Para a detecção de mastite, foi realizada a inspeção clínica da glândula 

mamária das vacas, para verificação de processo inflamatório (edema e rubor) e 

presença de pus, coágulos ou sangue, nos três primeiros jatos descartados em 

caneca de fundo escuro. As vacas que não apresentaram sinais de mastite clínica 
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passaram pelo teste California Mastitis Test (CMT) para o diagnóstico de mastite 

subclínica (Figura 3). Vacas que apresentaram pontuação de CMT ≥ 3 em uma 

escala de 1 a 5 em pelo menos um teto foram incluídas na amostragem. Os testes 

e exames foram realizados por médico veterinário. 

Figura 3 – Teste de California Mastitis Test (CMT) realizado em 

vacas da região Centro-Oeste Paulista 

Fonte: Arquivo pessoal, 2022 

Em seguida, os tetos foram higienizados com álcool 70% e secos com 

papel toalha. Com a utilização de luvas e antissepsia das mãos com álcool 70%, 

foram coletados 50 mL de leite de cada vaca (somando-se todos os tetos 

mastíticos) em tubos plásticos estéreis sem conservante e devidamente 

identificados. As amostras foram mantidas refrigeradas em temperatura de 2 °C a 

4 °C e encaminhadas até o laboratório de Análises Clínicas – UNIP, campus Bauru 

em, no máximo, 48 horas, para o início das análises. 

 
4.2 Isolamento e identificação dos microrganismos por técnicas 

microbiológicas tradicionais 

As amostras de leite foram semeadas em placas de Petri contendo Ágar 

Sangue desfibrinado de ovino a 5% e Ágar MacConkey, e incubadas a 37 ºC por 

24 horas. Após esse período, foram realizadas as leituras, observando-se as 

características culturais das colônias (morfologia, produção de pigmento e 

hemólise) e a atividade metabólica no ágar MacConkey (fermentador ou não 

fermentador de lactose). As características morfo-tintoriais das colônias isoladas 
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foram verificadas por meio da coloração de Gram. Para bactérias Gram-positivas 

foram realizados os seguintes testes bioquímicos: catalase, DNAse, coagulase, 

resistência a Polimixina B, tolerância em NaCl 6,5% e Teste Camp (Fluxograma 1). 

As bactérias Gram-negativas foram repicadas em Meio de Rugai com Lisina e Ágar 

Triple Sugar Iron (TSI) para a verificação das seguintes características bioquímicas: 

produção de indol, motilidade, produção de H2S, produção de urease, 

descarboxilação de lisina e fermentação de açúcares, de acordo com o Fluxograma 

2 (QUINN et al., 1993; SILVA et al., 2017). 

 

Fluxograma 1 – Identificação de bactérias Gram-positivas 
 

 
Fonte: Elaborado pela autora 

 
Fluxograma 2 – Identificação de bactérias Gram-negativas 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora 



27 
 

4.3 Identificação microbiana por espectrometria de massa 

(MALDI-TOF MS) 

A fim de confirmar as espécies isoladas na metodologia tradicional, parte 

das amostras de leite, mantidas sob congelamento a -20 °C, também foram 

destinadas para a identificação por espectrometria de massa (MALDI-TOF MS). As 

amostras foram encaminhadas congeladas para o Laboratório Qualileite, no 

Departamento de Nutrição e Produção Animal, UNESP, câmpus Botucatu (FMVZ). 

A metodologia foi realizada de acordo com o descrito por Barcelos et al., 2019. 

 
4.3.1 Cultivo microbiológico 

 

As amostras foram cultivadas em Ágar Sangue de bovino a 5%, em 

aerobiose, a 37 °C, durante 24 horas. Os isolados foram submetidos à coloração 

de Gram, catalase e teste de KOH para determinação da morfologia e 

diferenciação. 

 
4.3.2 Extração de proteínas ribossomais dos isolados 

Uma alçada de cada isolado puro foi transferida para uma mistura de 

300 μL de água Milli-Q autoclavada e 900 μL de etanol grau HPLC. Realizou-se a 

homogeneização em misturador tipo Vórtex K45-2820 K45-2820 (Kasvi, Curitiba, 

Brasil) durante 1 minuto e procedeu-se à centrifugação 13.000 x g por 2 minutos 

(modelo 5417R, Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha) para a completa remoção do 

sobrenadante, obtendo-se pellets bacterianos, que foram secos à temperatura 

ambiente por 5 a 10 minutos. 

A dissolução dos pellets bacterianos foi realizada com quantidade 

suficiente de ácido fórmico 70% (entre 10 e 50 μL), proporcionalmente ao tamanho 

do sedimento. Na sequência, adicionou-se acetonitrila 100% em volumes iguais 

aos da solução de ácido fórmico 70% adicionada anteriormente, obedecendo-se a 

um intervalo de 10 minutos entre os reagentes. Seguiu-se para a etapa de 

centrifugação para separar restos de células bacterianas do sobrenadante 

contendo as proteínas ribossômicas extraídas. 

Aplicou-se uma colônia na placa de aço com o auxílio de um palito de 

madeira, adicionou-se 1,0 μL de ácido fórmico 70% na placa e deixou-se secar à 



28 
 

temperatura ambiente. Após a secagem, aplicou-se 1,0 μL de solução matriz 

(ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (HCCA)) diluído em acetonitrila 50% e ácido 

trifluoroacético 2,5% e, novamente, deixou-se secar em temperatura ambiente por 

5 a 10 minutos. 

 
4.3.3 Obtenção dos espectros de massa 

Antes de iniciar a análise, o equipamento MALDI-TOF MS (Bruker 

Daltonik, Bremen, Alemanha) foi calibrado com uma solução de proteína padrão 

(Bacterial Test Standard, BTS; Bruker), um controle positivo (Escherichia coli) e um 

controle negativo (ácido fórmico e matriz) em cada placa. A análise foi realizada 

com o uso do software FlexControl 3.4 (Bruker Daltonik, Bremen, Alemanha), 

operado em modo linear e equipado com um laser de nitrogênio de 337 nm. 

Os espectros de massa foram coletados em um alcance de massa de 

2.000 a 20.000 m/z (massa/carga) no modo automático, com três mil disparos de 

laser. A leitura da placa foi realizada de acordo com as especificações para 

identificação de proteínas extraídas e o processamento de dados espectrais foi feito 

com o software para identificação de microrganismos MALDI Biotyper 4.1.70 

(Bruker Daltonik, Bremen, Alemanha). Para a interpretação dos resultados, escores 

≥ 1,7 foram considerados confiáveis para identificação de gênero, e escores ≥ 2,0 

foram considerados confiáveis para identificação de gênero e espécie. 

 

4.4 Antibiograma dos microrganismos isolados por técnicas 

microbiológicas tradicionais 

Os microrganismos foram submetidos ao teste de sensibilidade aos 

antimicrobianos pelo método de difusão em disco, seguindo as especificações do 

Instituto de Padrões Cínicos e Laboratoriais (CLSI) (WATTS et al., 2008). Os 

antimicrobianos utilizados nesta análise foram selecionados por serem os mais 

utilizados para tratar e controlar a mastite na região. Em especial, a oxacilina foi 

escolhida para a busca de possível presença de Stapylococcus areus resistente a 

meticilina. 

Os isolados foram transferidos para tubos contendo solução fisiológica 

estéril até atingir o padrão de turbidez de referência (0,5 McFarland) e, 

posteriormente, para placas contendo Ágar Müeller-Hinton, utilizando um swab 
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estéril. Sobre o ágar, foram adicionados discos contendo os antimicrobianos 

Gentamicina (10 μg), Amoxicilina + Clavulanato (20 μg + 10 μg), Tetraciclina (30 

μg) e Oxacilina (1 μg). A incubação foi realizada a 35 °C durante 24 h. 

Após o período de incubação, o halo de inibição dos antimicrobianos foi 

mensurado em milímetros, com o auxílio de uma régua (Figura 4). Os resultados 

obtidos foram classificados de acordo com a seguinte pontuação: 1 – 

microrganismo sensível ao antimicrobiano; 2 – microrganismo com resistência 

intermediária ao antimicrobiano; e 3 – microrganismo resistente ao antimicrobiano 

(Fluxograma 3), com base no preconizado pelo CLSI 2021 (WATTS et al., 2008). 

Figura 4 – Antibiograma dos agentes etiológicos de mastite isolados 

do leite por técnicas microbiológicas tradicionais 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fonte: Arquivo pessoal 
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Fluxograma 3 – Procedimento de realização do antibiograma das 

colônias isoladas do leite por técnicas microbiológicas tradicionais 

 

Fonte: Elaborado pela autora 

 
 

4.5 Análise de dados 

Os dados obtidos foram analisados por meio de estatística descritiva. 
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5 RESULTADOS 
 

5.1 Agentes etiológicos isolados das amostras de leite de vacas 

portadoras de mastite 

Os microrganismos isolados das amostras de leite pelas técnicas 

tradicionais estão relacionados na Tabela 1. Os resultados obtidos mostram uma 

etiologia múltipla, visto que em 87,50% das amostras analisadas foram isoladas 

bactérias Gram-positivas causadoras de mastite contagiosa e, em 24,3% destas, 

também foram isoladas bactérias Gram-negativas, relacionadas à mastite 

ambiental. Nas demais amostras (12,5%) não houve crescimento de 

microrganismos. 

 

Tabela 1 – Incidência de agentes etiológicos isolados de amostras 

de leite de vacas com mastite pelas técnicas microbiológicas 

tradicionais 

Agente etiológico Incidência 

Gram-positivas 
 

Staphylococcus aureus 54,3 % 

Estafilococos coagulase negativa 

(SCN) 
31,4 % 

Streptococcus spp. 5,71 % 

Enterococcus spp. 4,3 % 

Streptococcus agalactiae 4,3 % 

Gram-negativas 
 

Escherichia coli 18,6 % 

Klebsiella pneumoniae 5,7 % 

Fonte: Elaborado pela autora 

Dentre os microrganismos isolados na cultura microbiológica que 

precedeu a identificação das espécies por espectrometria de massa, foram 

identificados os gêneros Enterococcus spp., Streptococcus spp. e estafilococos 

coagulase negativos. As espécies Staphylococcus aureus, Streptococcus 

agalaciae, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae também foram confirmadas 

pela técnica. A identificação das espécies por MALDI-TOF MS está apresentada na 

Tabela 2. 
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Tabela 2 – Incidência de agentes etiológicos isolados de amostras 

de leite de vacas com mastite por espectrometria de massa 

Agente etiológico Incidência 

Staphylococcus aureus 
 

Staphylococcus aureus 54,3 % 

Estafilococos coagulase negativa (SNC) 
 

Staphylococcus chromogenes 77,3 % 

Staphylococcus simulans 9,1 % 

Staphylococcus haemolyticus 9,1 % 

Staphylococcus sciuri 4,5 % 

Streptococcus spp. 
 

Streptococcus uberis 5,7 % 

Streptococcus agalactiae 4,3% 

Enterococcus spp. 
 

Enterococcus faecium 4,3 % 

Escherichia coli 
 

Escherichia coli 18,6 % 

Klebsiella pneumoniae 
 

Klebsiella pneumoniae 5,7 % 

Fonte: Elaborado pela autora 

 
 

5.2 Formas clínicas e agentes etiológicos identificados 

A triagem realizada nos animais para o diagnóstico das mastites permitiu 

detectar mastite subclínica em 76,3% dos animais e mastite clínica em 23,7% deles. 

As espécies bacterianas isoladas das formas clínica e subclínica de mastite estão 

apresentadas na Tabela 3. 
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Tabela 3 – Agentes etiológicos isolados de amostras de leite de vacas com mastite clínica e 

subclínica 

Forma Agente etiológico Incidência (%) 

 
 
 
 
 
 

Mastite Clínica 

Staphylococcus aureus 6,3 

Staphylococcus chromogenes 1,3 

Staphylococcus simulans 0,0 

Staphylococcus haemolyticus 0,0 

Staphylococcus sciuri 1,3 

Streptococcus uberis 2,5 

Streptococcus agalactiae 0,0 

Enterococcus faecium 0,0 

Escherichia coli 16,3 

Klebsiella pneumoniae 3,8 

 
 
 
 
 
 

Mastite Subclínica 

Staphylococcus aureus 41,3 

Staphylococcus chromogenes 20,0 

Staphylococcus simulans 2,5 

Staphylococcus haemolyticus 2,5 

Staphylococcus sciuri 0,0 

Streptococcus uberis 2,5 

Streptococcus agalactiae 3,8 

Enterococcus faecium 3,8 

Escherichia coli 0,0 

Klebsiella pneumoniae 1,3 

Fonte: Elaborado pela autora 

 
 

5.3 Sensibilidade antimicrobiana dos agentes etiológicos 

isolados pelas técnicas microbiológicas tradicionais 

Os graus de sensibilidade antimicrobiana dos microrganismos isolados 

no presente estudo estão apresentados na Tabela 4. 
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Tabela 4 – Grau de sensibilidade antimicrobiana dos agentes etiológicos de mastite 

isolados por técnicas microbiológicas tradicionais 

 
 
 

 
Agente etiológico 

Antimicrobianos 

 
Tetraciclinas 

(30 μg) 

 
Gentamicina 

(10 μg) 

Amoxicilina 

com 

Clavulanato 

(20 μg + 10 μg) 

 
Oxacilina 

(1 μg) 

Grau de Sensibilidade 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

GRAM-POSITIVOS (%) 
 

S. aureus 89 0 11 89 0 11 87 0 13 66 0 34,2 

SCN 72,8 13,6 13,6 77 9 14 87 0 13 13,6 13,6 72,8 

S. chromogenes 64,7 17,6 17,6 70,6 11,8 17,6 82,4 17,6 0 17,6 17,6 64,7 

S. simulans 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 

S. haemolyticus 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 

S. sciuri 100 0 0 100 0 0 0 0 100 0 0 100 

S. uberis 75 0 25 100 0 0 100 0 0 50 0 50 

E. faecium 66,7 0 33,3 0 66,7 33,3 100 0 0 33,3 0 66,7 

S. agalactiae 67 0 33 0 67 33 100 0 0 66,7 0 33,3 

GRAM-NEGATIVOS (%) 
 

E. coli 54 8 38 100 0 0 77 15 8 0 0 100 

K. pneumoniae 100 0 0 100 0 0 75 0 25 0 0 100 

SCN: Estafilococos coagulase negativa 

Fonte: Elaborado pela autora 
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6 DISCUSSÃO 
 

6.1 Bactérias Gram-positivas 

Foi encontrada uma alta incidência de Staphylococcus aureus nas 

amostras de leite provenientes de vacas com mastite coletados neste estudo 

(54,3%), principalmente nas mastites subclínicas diagnosticadas (41,3%). Esses 

resultados estão de acordo com dados recentes encontrados no Estado de Minas 

Gerais, onde houve o isolamento de 28 a 93% desse microrganismo (GONÇALVES 

et al., 2023), e confirmam S. aureus como o principal agente causador de mastite 

no mundo (KRISHNAMOORTHY et al., 2021), o que gera grandes preocupações, 

visto que a taxa de cura de mastite causada por essa espécie bacteriana é 

relativamente baixa. 

A presença desse microrganismo no leite representa risco aos 

consumidores devido à existência de fatores de virulência tais como as hemolisinas, 

α-toxina (hla), que apresenta efeitos dermonecróticos e neurotóxicos, e β-toxina 

(hlb), responsável por aumentar a aderência do S. aureus às células epiteliais 

mamárias bovinas (MONISTERO et al., 2020). 

Esse microrganismo também é capaz de produzir TSST-1 (toxina da 

síndrome do choque tóxico) e 24 tipos de enterotoxinas termoestáveis, tais como 

enterotoxina estafilocócia A (SEA), enterotoxina estafilocócia B (SEB) e 

enterotoxina estafilocócia I (SEI), capazes de permanecer viáveis mesmo após o 

tratamento térmico, podendo causar intoxicações e outras enfermidades fatais 

(OLIVEIRA et al., 2022) após a ingestão de leite ou derivados lácteos 

contaminados. Por se tratar de um microrganismo oriundo de fora da glândula 

mamária, sua erradicação na propriedade é muito desafiadora (KEEFE, 2012). 

Os Estafilococos coagulase negativos (SNC) foram o segundo grupo de 

microrganismos de maior incidência encontrados neste estudo (31,4%). O mesmo 

ocorreu em uma pesquisa que relacionou a mastite com a eficiência reprodutiva de 

vacas leiteiras, onde 40,7% dos agentes isolados apresentados pertenciam a este 

grupo (DALANEZI et al., 2020). Valores próximos (48,7%) também foram 

encontrados em estudos que abordaram aspecto etiológico, celularidade e 

contagem bacteriana de leite oriundo de vacas com mastite em propriedades do 

Estado de São Paulo (LANGONI et al., 2015). 



36 
 

SNC é um grupo heterogêneo de microrganismos, contendo 47 

espécies, dentre elas S. chromogenes, S. xylosus, S. haemolyticus, S. epidermides, 

S. simulans, S. sciuri e S. hyicus (LANGONI et al., 2017; RALL et al., 2014). Esses 

microrganismos são tipicamente utilizados como culturas iniciadoras na produção 

de alimentos fermentados e, por vários anos, foram identificados apenas em nível 

de gênero, visto que os microrganismos componentes desse grupo eram 

considerados não patogênicos (CHAJECKA-WIERZCHOWSKA et al., 2015; 

MARTINS et al., 2014). 

Entretanto, já foram relatados diversos surtos de intoxicação alimentar 

envolvendo pessoas imunossuprimidas, causados por espécies de SCN 

encontradas, principalmente, em alimentos crus, como o leite (MARTINS et al., 

2014; SOUMYA et al., 2017). Tal fato ocorre devido à capacidade desses 

microrganismos produzirem enterotoxinas, confirmada em testes laboratoriais, 

como, por exemplo, a produção de enterotoxina estafilocócica C (SEC) e 

enterotoxina estafilocócica D (SED) por S. warneri e S. chromogenes (LANGONI et 

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

Dentre as espécies pertencentes a esse grupo, S. chormogenes foi 

encontrado em 77,3% das amostras, principalmente nas provenientes de animais 

com mastite subclínica (20%). A elevada taxa de identificação de S. chromogenes 

encontrada dentre os estafilococos coagulase negativos é condizente com estudos 

atuais, em que esta espécie de SCN é a isolada com maior frequência em casos 

de mastites (BOCHNIARZ et al., 2016). 

Também foram encontrados S. haemolyticus (9,1%) dentre os SNC 

isolados. Esses microrganismos são responsáveis por causar infecções 

nasocomiais, meningite, infecções cutâneas e oculares em humanos. A espécie S. 

simulans, isolada em 9,1% das amostras, pode gerar endocardite, osteomileite e 

infecções em tecidos moles, embora seja rara a infecção em humanos 

(DROBENIUC et al., 2021; ELTWISY et al., 2022). 

Streptococcus uberis foi isolado em 5,7% das amostras de leite 

provenientes de vacas com mastite neste estudo, aparecendo nas mesmas 

quantidades, tanto nos casos de mastite clínica quanto nos casos de mastite 

subclínica (2,5%). Essa espécie é descrita como um patógeno ambiental 

responsável por provocar cerca de um terço de casos de mastite clínica e 
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subclínica, principalmente em rebanhos com manejo intensivo (MONISTERO et al., 

2021; PERRIG et al., 2015). Esse microrganismo apresenta alta variedade genética 

entre suas linhagens, com capacidade de se adaptar em diferentes meios, além de 

possuir ampla flexibilidade nutricional, o que dificulta a realização de estratégias de 

controle eficazes nas propriedades leiteiras (REINOSO, 2017). 

Dentre as estratégias de controle utilizadas para S. uberis está a 

utilização de vacinas específicas, que devem conferir proteção contra as cepas 

predominantes do patógeno. Entretanto, ainda se encontram dificuldades devido 

aos diversos fatores de virulência do microrganismo, tais como proteoglicanos e 

proteínas (LOURES et al., 2017; REINOSO, 2017). 

A presença de Streptococcus agalactiae foi identificada em 4,3% das 

amostras, com prevalência em animais acometidos de mastite subclínica (3,8%). 

Esse é um importante agente causador de mastite no Brasil, na Colômbia e no 

Uruguai, com prevalência em nível de rebanho de 60%, 42% e 11%, 

respectivamente (REYES et al., 2015). S. agalactiae caracteriza-se por ser um 

patógeno contagioso que sobrevive pouco tempo no ambiente fora da glândula 

mamária, mas que, uma vez dentro dela, pode permanecer por longos períodos 

(LANGONI et al., 2017). 

Pertencente ao grupo B na classificação Lancefield, S. agalactiae é 

responsável por causar mastite clínica ou subclínica em gado leiteiro (PINTO et al., 

2013) e doenças graves em recém-nascidos, gestantes, adultos 

imunocomprometidos e idosos, tais como meningite e septicemia (PINTO et al., 

2013; THOMAS; COOK, 2020). Estudos sugerem uma possível similaridade 

genética entre as linhagens de origem bovina e humana e alguns citam a 

possibilidade de transmissão interespécies; entretanto ainda há muito a ser 

elucidado sobre essa relação (SANTOS et al., 2007; SUKHNANAND et al., 2005). 

Enterococcus spp. apresenta alta capacidade de adaptação a condições 

adversas, podendo sobreviver no ambiente por longos períodos (KIM et al., 2022). 

Dentre as espécies causadoras de mastite ambiental, Enterococcus faecalis e 

Enterococcus faecium se destacam. Embora tenha sido detectado em menor 

quantidade neste estudo (4,3%), com prevalência em mastite subclínica (3,8%), 

Enterococcus faecium representa um risco para a saúde pública quando presente 

no leite, pois apresenta capacidade de resistir a altas temperaturas (CHAJECKA- 
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WIERZCHOWSKA et al., 2020; RÓŻAŃSKA et al., 2019). Mais de 50% dos 

Enterococcus spp. presentes em alimentos crus resistem à pasteurização rápida e 

algumas populações podem sobreviver em temperaturas de 85 °C por 16 segundos 

(CHAJECKA-WIERZCHOWSKA et al., 2020). A resistência térmica desse 

microrganismo pode fazer com que ele esteja presente em leite pasteurizado ou 

em derivados lácteos, causando prejuízos à saúde de consumidores 

imunodebilitados (RÓŻAŃSKA et al., 2019). 

 
6.2 Bactérias Gram-negativas 

Dentre as bactérias Gram-negativas isoladas neste estudo, foi 

encontrado um crescimento elevado de E. coli (76,5%) e Klebsiella spp. (23,5%), 

com presença em 16,3% e 3,8% das mastites clínicas, respectivamente. Estas 

bactérias são agentes oportunistas e podem causar mastite ambiental e clínica 

(SANTOS; FONSECA, 2019). 

A ocorrência desses microrganismos como causadores de mastite 

apresenta maior relação com a associação entre hospedeiro e fatores de exposição 

(saúde dos animais e higiene ambiental) do que com um conjunto de cepas 

patogênicas mamárias (TOMAZI et al., 2018). A elevada incidência desses 

microrganismos em amostras de leite provenientes de vacas com mastite foi 

relatada anteriormente, com números muito próximos aos encontrados neste 

estudo: 76,4% de E. coli e 23,6% de Klebsiella spp. (DALANEZI et al., 2020). 

A presença de cepas patogênicas de E. coli em leite cru e em produtos 

lácteos elaborados com leite não pasteurizado é uma grande preocupação de 

Saúde Pública, visto que esse é um microrganismo capaz de produzir toxinas 

importantes, como a toxina Shiga (STEC), e de provocar alterações entéricas 

graves em pessoas de qualquer idade (ROSARIO et al., 2021). 

Dentre o gênero Klebsiella, a espécie K. pneumoniae é uma das mais 

frequentes causadoras da mastite bovina (ZADOKS et al., 2011). Klebsiella 

pneumoniae já foi associada a surtos de doenças transmitidas por alimentos, 

provocando sintomas intestinais; entretanto, não é um importante patógeno de 

origem alimentar (DAVIS; PRICE, 2016). 

 
6.3 Resistência Antimicrobiana 
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Nesse estudo, foi encontrada uma alta taxa de resistência a oxacilina 

(55%) pelas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, o que pode estar 

associado à produção de enzimas beta-lactamases, originadas de plasmídeos ou 

transposon, que degradam os antibióticos beta-lactamicos, como as penicilinas 

(CESUR; DEMIROZ, 2013). 

A oxacilina é um antibiótico semissintético pertencente ao grupo das 

penicilinas, resistente a ácidos e enzimas. Por ser uma penicilina estável, é eficaz 

contra cocos Gram-positivos e bacilos Gram-negativos produtores de penicilinases 

(CHENG et al., 2019). Esse antimicrobiano está relacionado com a resistência à 

meticilina, também chamada de resistência à penicilina ou à oxacilina, sendo 

utilizado em testes para detecção de S. aureus resistente à meticilina (MRSA), que 

pode ser confirmada pela avaliação dos genes mecA (AGUIAR et al., 2022; JONG 

et al., 2018). 

MRSA é um importante patógeno de humanos e sua ocorrência em 

casos de mastite bovina pode estar associado ao contato entre bovinos e humanos 

ou outros hospedeiros, como suínos ou, até mesmo, pela infecção por SCN que, 

em sua maioria, carregam determinantes de resistência antimicrobiana que podem 

ser transferidos para S. aureus (OLIVER; MURINDA, 2012). 

Dentre as amostras de S. aureus isoladas neste estudo, 34,2% foram 

consideradas MRSA, devido à resistência apresentada frente à oxacilina, o que 

causa preocupação para a Saúde Pública, visto que esse grupo apresenta 

resistência a, praticamente, todos os antibióticos β-lactâmicos disponíveis, devido 

à presença de enzimas β-lactamases (OLIVEIRA et al., 2022). O aumento da 

presença de S. aureus isolados de mastite bovina com características 

multirresistentes é um grande problema à Saúde Pública, haja vista que eleva os 

custos de tratamento e a morbidade da doença (BONSAGLIA et al., 2018). 

S. agalactiae é um parasita comensal da glândula mamária bovina e 

apresenta baixa resistência aos antimicrobianos, como verificado neste estudo 

(58,4%) (KEEFE, 2012; ZADOKS et al., 2011). Contudo, a resistência demonstrada 

para a tetraciclina pelos microrganismos encontrados neste estudo (33%) é 

preocupante, pois esse é um dos principais antimicrobianos utilizados para o 

controle da infecção intramamária em bovinos leiteiros (PINTO et al., 2013). Essa 

resistência parece estar associada à redução da permeabilidade da membrana do 
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microrganismo, resultante de mutações cromossômicas espontâneas durante a 

absorção do fármaco devido ao seu uso intenso (CESUR; DEMIROS, 2013). 

As taxas de resistência de S. agalactiae às tetraciclinas vêm crescendo 

desde os anos 1980 devido ao uso excessivo desse antimicrobiano. Em estudo 

realizado com leite de vacas acometidas de mastite e linhagens isoladas de 

superfícies mucosas humanas, os autores encontraram resistência de 89,6% para 

linhagens bovinas e de 89,2% para a linhagem humana desse microrganismo 

(PINTO et al., 2013). Embora as técnicas de controle S. agalactiae sejam 

relativamente simples, a presença desse microrganismo no leite e derivados gera 

impactos importantes na de Saúde Pública, podendo ocasionar graves infecções 

neonatais, como septicemia e meningite (RIBEIRO et al., 2021). 

Similarmente ao S. agalactiae, Streptococcus uberis também apresentou 

elevada taxa de resistência (25%) frente à tetraciclina. O aumento da resistência 

de Streptococcus uberis às tetraciclinas decorre do uso intenso do antimicrobiano 

nas propriedades leiteiras no decorrer dos anos, atingindo 80% a 95% de casos 

(STEMPLER; MUÑOZ; LUCAS, 2022). Essa espécie bacteriana é altamente 

sensível à classe de antimicrobianos β-lactâmicos, que são frequentemente 

utilizados para o tratamento de mastites; entretanto, a ocorrência de subespécies 

resistentes a estes antibióticos vem sendo relatada nos últimos anos (MONISTERO 

et al., 2021; STEMPLER; MUÑOZ; LUCAS, 2022). 

Apesar de apresentar diferentes níveis de resistência às espécies 

identificadas, os antimicrobianos pertencentes aos grupos de tetraciclinas são os 

mais recomendados para o tratamento de animais infectados, visto que sua 

sensibilidade (81,6%) para inibição dos microrganismos é maior que sua resistência 

(15,8%), como demonstrado nos resultados do presente estudo. 

A espécie Enterococcus faecium isolada neste estudo apresentou 33,3% 

de resistência frente aos antimicrobianos testados. Tal resistência está relacionada 

a mecanismos intrínsecos e adquiridos, e o consumo de alimentos contaminados 

com esse microrganismo, como leite e derivados, possibilita a transposição de 

Enteroccocus spp. resistentes a antimicrobianos para humanos devido à 

colonização temporária ou permanente no trato gastrointestinal (CHAJECKA- 

WIERZCHOWSKA et al., 2020; RÓŻAŃSKA et al., 2019). O gênero Enterococcus 

spp apresenta habilidade de adquirir e transferir genes determinantes de resistência 
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para outras bactérias e, por esse motivo, é considerado um bom indicador de 

resistência antimicrobiana no ambiente (RÓŻAŃSKA et al., 2019). 

O grupo SCN apresentou 28,4% de resistência frente aos 

microrganismos isolados, um valor expressivo e preocupante, visto que são 

capazes de abrigar diversos genes de resistência a vários antimicrobianos, e que 

podem ser transferidos para S. aureus por meio de plasmídeos e/ou transposons 

(CHAJECKA-WIERZCHOWSKA et al., 2015; NOBREGA et al., 2021). Estudos 

envolvendo a detecção de genes de resistência, incluindo o gene blaZ, mostraram 

que nenhum dos S. aureus analisados possuía mais de três genes de resistência, 

enquanto 25% dos isolados de SNC abrigavam, pelo menos, quatro genes que 

codificam resistência a antibióticos (ROBLES et al., 2014). 

A alta ocorrência de resistência antimicrobiana apresentada pelo isolado 

de E. coli (36,5%) também representa um problema, visto que, apesar de a terapia 

para mastites causada por esse microrganismo, muitas vezes, ser limitada à 

redução dos sinais clínicos e à manutenção da vaca, com cura espontânea 

(CHENG et al., 2019; RUEGG, 2018), há possibilidade de infecção por cepas 

produtoras de toxinas que podem acarretar riscos à Saúde Pública quando da 

ingestão de alimento contaminado. 

Diferente do que ocorre com E. coli, as mastites causadas por K. 

pneumoniae tendem a manifestar uma baixa taxa de cura espontânea, podendo, 

ainda, apresentar recorrência de casos clínicos e abrigar genes de resistência 

antimicrobiana (NOBREGA et al., 2021). 

A resistência antimicrobiana apresentada pelos coliformes está ligada à 

produção de enzimas β-lactamases de espectro estendido (ESBL), que inativam a 

ação de antimicrobianos da classe de β-lactâmicos de amplo espectro (amoxacilina e 

oxacilina) (DAHMS et al., 2015). Além disso, apresentam uma menor 

permeabilidade, reduzindo a entrada dos antimicrobianos na célula bacteriana, haja 

vista que sua parede celular apresenta uma membrana externa composta por 

fosfolipídeos, lipoproteínas, proteínas e lipopolissacarídeos (LPS), além da camada 

de peptidoglicanos (DAHMS et al., 2015; NOBREGA et al., 2021). 
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7 CONCLUSÃO 

As bactérias Gram-positivas foram as principais causadoras de mastite 

contagiosa na região na região Centro-Oeste Paulista e, tanto as bactérias Gram- 

positivas quanto as Gram-negativas isoladas de leite proveniente de vacas com 

mastite apresentaram alta taxa de resistência à oxacilina e sensibilidade frente ao 

antimicrobiano amoxicilina com clavulanato. 

Com base nos resultados obtidos, reforça-se a necessidade do 

monitoramento de patógenos no rebanho leiteiro por meio do diagnóstico dos 

agentes causadores de mastite e de programas de manejo e uso consciente de 

antimicrobianos nas propriedades rurais para um tratamento eficaz. 

Ressalta-se, também, a necessidade de estabelecer uma estratégia de 

controle e manejo de ordenha para evitar e/ou diminuir a ocorrência de patógenos 

contagiosos e a contaminação cruzada entre vacas sadias e enfermas, utilizando- 

se boas práticas agropecuárias, tais como pré e pós-dipping, higiene do ordenhador 

e descarte de vacas que apresentem mastite crônica. 
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