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RESUMO 

Neste estudo, objetivou-se avaliar a rastreabilidade genética e o perfil de resistência aos 
beta-lactâmicos de cepas de Staphylococcus (S). aureus isoladas de mastite em vacas 
primíparas, ambiente de ordenha e ordenhadores no estado de Pernambuco, Brasil. Foram 
coletadas 432 amostras de leite, 108 swabs de teto, 41 swabs de utensílios de ordenha e 28 
swabs de ordenhadores (14 nasais e 14 de mãos). Foram analisadas 27 cepas de S. aureus 
de amostras de leite, seis cepas de S. aureus de amostras de swab de teto, uma cepa de S. 
aureus de swab de utensílios e quatro cepas de S. aureus de amostras de ordenhadores 
(três de swab nasal e uma de swab de mãos). Realizou-se a detecção dos genes de 
resistência blaZ, mecA e mecC por PCR e para o teste de resistência antimicrobiana 
utilizou-se o método de concentração inibitória mínima (CIM). O gene blaZ foi identificado 
em 74,07% (20/27) dos isolados das amostras de leite, em 16,6% (1/6) dos isolados de 
swab de tetos, 100% (1/1) dos isolados de utensílios de ordenha e 100% (4/4) dos isolados 
de ordenhadores e os genes mecA e mecC não foram detectados. A técnica de 
Concentração Inibitória Mínima (CIM) para penicilina e oxacilina foi realizada em todos os 
isolados de S. aureus e constatou-se 73,68% de taxa de resistência à penicilina e 10,51% 
de resistência à oxacilina. Além disso, realizaram-se as técnicas de tipificação rep-PCR, 
usando o primer RW3A, e PFGE, usando a endonuclease SmaI para investigar a correlação 
genética entre 18 isolados de S. aureus positivos para o gene blaZ. A tipagem por rep-PCR 
foi altamente discriminatória (valor D = 0,9804) e um total de 15 padrões foram detectados. 
A técnica de PFGE também foi altamente discriminatória (valor D = 0,9667) e um total de 13 
padrões foi observado. A partir das duas técnicas foi possível detectar cepas clonais em 
amostras de leite da mesma propriedade e, apesar da presença de cepas dominantes, 
percebeu-se uma alta diversidade genética dentre as cepas de S. aureus analisadas. Assim, 
a alta frequência do gene blaZ associada aos resultados da CIM evidenciaram a importância 
da produção de beta-lactamases como mecanismos indutores de resistência nos isolados 
de S. aureus estudados. Além disso, a circulação de S. aureus resistentes a beta-lactâmicos 
indica a importância do conhecimento mais aprofundado acerca da disseminação dessas 
cepas no ambiente agropecuário. Desse modo, fazem-se necessárias medidas preventivas, 
tais como: a conscientização dos ordenhadores acerca da importância da higiene pessoal e 
do ambiente de ordenha, o uso racional de antimicrobianos e a escolha de drogas 
antimicrobianas apenas após a realização de testes de sensibilidade in vitro, visando reduzir 
a seleção e propagação de cepas de S. aureus resistentes. 

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Resistência antimicrobiana. Rastreabilidade 
genética. Mastite. Primípara.  
 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

The general objective of this study was to assess the genetic traceability and the beta-lactam 

resistance profile of Staphylococcus (S.) aureus strains isolated from mastitis in primiparous 

dairy cows, milking environment and milkers in Pernambuco state, Brazil. A total of 432 milk 

samples, 108 teat swabs, 41 milking utensil’s swabs and 28 milker’s swabs (14 nasal swabs 

and 14 hand swabs) were collected. Twenty-seven S. aureus strains from milk samples, six 

S. aureus strains from teat swabs, one S. aureus strain from milking utensils and four S. 

aureus strains from milkers (three from nasal swab and one from hand swab) were 

evaluated. Determination of genotypic resistance of S. aureus was achieved by Polymerase 

Chain Reaction (PCR) for amplification of the blaZ, mecA and mecC genes. Phenotypic 

resistance of S. aureus strains was evaluated by Minimal Inhibitory Concentration (MIC) 

technique using broth microdilutions of penicillin and oxacillin. The blaZ gene was detected in 

74.07% (20/27) of the isolates from milk samples, 16.6% (1/6) of the isolates from teat 

swabs, 100% (1/1) of the isolates from milking utensils and 100% (4/4) of the isolates from 

milkers and the mecA and mecC genes were not detected. MIC technique was performed in 

all S. aureus strains and according to its results, penicillin had a 73.68% resistance rate and 

oxacillin had a 10.51% resistance rate. In addition, repetitive extragenic palindromic 

polymerase chain reaction (rep-PCR), using RW3A primers, and pulsed-field gel 

electrophoresis (PFGE), using the endonuclease SmaI, were carried out to investigate the 

genotypic relatedness of 18 S. aureus strains (blaZ-positive). The rep-PCR typing was highly 

discriminatory (D value= 0.9804) and a total of 15 patterns were detected. The PFGE method 

was also highly discriminatory (D value= 0.9667) and a total of 13 patterns were observed. 

Also, clonally-related strains isolated from milk were identified at the same farm by both 

typing methods, and despite the presence of dominant strains, the results of this study 

suggest a high genetic diversity of S. aureus strains exist at the dairy farms. Thus, the high 

frequency of the blaZ gene associated with MIC results indicates the significance of beta-

lactamase production as induced resistance mechanism in S. aureus strains. The circulation 

of beta-lactam resistant S. aureus strains shows the need for deep knowledge to be acquired 

about the dissemination of these strains in the agricultural environment. Therefore, it 

becomes necessary to take preventive measures, such as: the awareness of milkers about 

the importance of personal and milking environmental hygiene, the rational use of antibiotics 

and the selection of antimicrobial drugs only after conducting in vitro susceptibility testing, 

aiming to reduce the selection and the spread of resistant S. aureus strains. 

Keywords: Staphylococcus aureus. Antimicrobial resistance. Genetic traceability. Mastitis. 

Primiparous. 
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1 INTRODUÇÃO 

  

O setor lácteo brasileiro tem apresentado um crescimento contínuo nos 

últimos anos, estando em constante expansão e tecnificação. A produção média de 

leite no Brasil foi de 1.695 litros/vaca/ano em 2017 (IBGE, 2018). De acordo com o 

Departamento de Agricultura dos EUA (USDA), o país foi o sexto maior produtor de 

leite do mundo em 2018, com uma média de produção de 35 bilhões de litros (IBGE, 

2018). Concomitantemente ao aumento da produtividade de leite, surgem os 

distúrbios relacionados à glândula mamária, especificamente as afecções que 

podem gerar grandes prejuízos e interferir na produção de leite. 

Heinrichs  et al. (2017) consideram que as vacas de primeiro parto 

representam o futuro da pecuária leiteira e o manejo dessas fêmeas apresenta alto 

custo no sistema de produção. Dessa forma, é fundamental a disponibilidade de 

vacas primíparas com úbere saudável e com elevada capacidade leiteira, visando 

posteriormente a alta rentabilidade e eficiência da produção de leite desses animais. 

De acordo com Langoni et al. (2017), a mastite é umas das principais enfermidades 

que afeta a produtividade de vacas primíparas, resultando em perdas econômicas 

significativas para os produtores e para a indústria de produtos lácteos, por reduzir a 

quantidade e a qualidade do leite. 

Segundo Shearer e Harmon (1993), acreditava-se que as vacas primíparas 

estariam livres de infecções intramamárias (IIMs) no primeiro parto por ainda não 

experimentarem a exigência de várias ordenhas diárias, por não terem sido tão 

expostas ao uso de equipamentos de ordenha e por terem a glândula mamária ainda 

imatura e menos suscetível ao contato físico com o ambiente, ou seja, menos 

expostas a patógenos. No entanto, a mastite em primíparas não é incomum e 

constitui uma ameaça à saúde do úbere na primeira e nas lactações subsequentes.  

Desse modo, é muito importante que a sanidade da glândula mamária dessas 

fêmeas não seja negligenciada, pois a IIM em vacas primíparas pode persistir por 

longos períodos de tempo, aumentando a contagem de células somáticas (CCS), 

prejudicando o desenvolvimento da glândula mamária e afetando a produção de leite 

após o parto (ARCHER et al., 2013).  

De acordo com Myllys e Rautala (1995), os microrganismos mais importantes 

causadores de mastite em primíparas pertencem ao gênero Staphylococcus e, em 

geral, estafilococos coagulase-negativos (ECN) e Staphylococcus aureus têm sido 
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os patógenos mais isolados nesse tipo de infecção  (HOGEVEEN; HUIJPS; LAM, 

2011; LINDER et al., 2013). 

Staphylococcus aureus tem sido associado como a causa mais frequente de 

mastite contagiosa em todo o mundo (TONG et al., 2015). Conforme Petersson-

Wolfe, Mullarky e Jones (2010), as vacas primíparas funcionam como reservatório 

para S. aureus e são fonte para novas infecções intramamárias, representando 

quase um terço dos novos casos de mastite por S. aureus em rebanhos leiteiros 

(OLIVER et al., 2005).  

Estudos também demonstram as implicações do S. aureus na Saúde Pública, 

pois estes microrganismos podem ser excretados no leite, contaminando o produto. 

Além disso, existem cepas resistentes a antimicrobianos e com a capacidade de 

transferência de genes de resistência aos seres humanos, a exemplo de antibióticos 

beta-lactâmicos, dificultando o tratamento de infecções  (ZECCONI; HAHN, 2000; 

KLIMEŠOVÁ et al., 2017).  

Os beta-lactâmicos são uma ampla classe de antimicrobianos, incluindo 

penicilina e seus derivados que apresentam em sua estrutura química um anel beta-

lactâmico. O uso dessas drogas é bastante difundido na Medicina Veterinária, 

devido à eficácia do medicamento e sua baixa toxicidade. No entanto, a utilização 

indiscriminada resultou no surgimento da resistência bacteriana (LYONT; 

SKURRAY, 1987).  

A resistência de S. aureus aos antibióticos beta-lactâmicos pode ocorrer de 

três principais formas: inativação do antibiótico por hidrólise enzimática (beta-

lactamases); modificação do alvo do antibiótico [proteínas de ligação à penicilina 

(PBPs)]; diminuição nas concentrações intracelulares do antibiótico como resultado 

da atuação do sistema de efluxo. Estudos indicam que a análise de genotipagem de 

isolados de S. aureus resistentes é uma importante ferramenta epidemiológica, 

contribuindo para o entendimento da disseminação do patógeno nos rebanhos 

(JUHÁSZ-KASZANYITZKY et al., 2007; ANDERSON et al., 2012; LIM et al., 2013).  

Considerando que a mastite em vacas primíparas por S. aureus está 

diretamente relacionada à manutenção do patógeno nos rebanhos, bem como os 

impactos do microrganismo na Saúde Animal e Humana, é fundamental rastrear sua 

origem e analisar a correlação genética   entre os isolados da bactéria, buscando 

instituir medidas de prevenção e controle do patógeno nas propriedades leiteiras.
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 Mastite por Staphylococcus aureus em vacas primíparas 

 

2.1.1 Aspectos históricos 

Na década de 1900 surgiram as primeiras publicações sobre a mastite bovina, 

quando microrganismos foram isolados e identificados no leite de vacas, mesmo 

sem apresentarem sinais clínicos evidentes (RUEGG, 2017). Em 1933, Minett, 

Stableforth e Edwards afirmaram que as vacas no primeiro parto estariam livres de 

infecção e que a incidência da doença aumentaria com o passar da idade, devido à 

maior exposição dos animais aos patógenos. Entretanto, em 1935, Stableforth, 

Edwards e Minett relataram pela primeira vez a mastite em vacas primíparas.  

Na década de 40, Palmer, Kakavas e Hay (1941) investigaram a mastite 

clínica em primíparas, entre um ano de idade até próximo ao parto, em três 

rebanhos leiteiros. Nos rebanhos estudados, Staphylococcus aureus foi o patógeno 

predominantemente isolado das secreções mamárias de vacas de primeiro parto e a 

incidência de mastite clínica foi esporádica. Schalm (1942) foi o primeiro a descrever 

a possibilidade de transferência de Streptococcus agalactiae para o úbere de vacas 

primíparas por meio da mamada entre novilhas ainda muito jovens. Assim, nesse 

período, constatou-se que seria possível que vacas de primeira lactação já 

apresentassem patógenos dentro da glândula mamária, mesmo antes do primeiro 

parto.  

Apenas a partir dos anos 70, as infecções intramamárias em vacas primíparas 

passaram a ser consideradas como um problema significativo para os rebanhos 

leiteiros (MUNCH-PETERSEN, 1970;  OLIVER; MITCHELL, 1983; OLIVER, 1987). 

Ao longo do tempo, percebeu-se que as primíparas apresentavam risco de ter 

infecções ainda muito jovens, bem antes da primeira lactação (BODDIE et al., 1987; 

TRINIDAD; NICKERSON; ALLEY, 1990; HALLBERG et al., 1995). Em 1995, 

Nickerson, Owens e Boddie demonstraram o aparecimento de mastite em vacas de 

nove meses de idade e descreveram a possibilidade de infecção em até 97% das 

vacas jovens e em 75% dos quartos mamários. 

No Brasil, os estudos sobre a ocorrência de mastite em vacas primíparas são 

escassos. Apenas na década de 90, as infecções intramamárias em vacas de 

primeiro parto passaram a ser evidenciadas devido à alta prevalência da 
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enfermidade dentro dos rebanhos leiteiros, ocasionando queda na rentabilidade e na 

eficiência da produção de leite nas vacas ao atingir a idade adulta (LAFFRANCHI et 

al., 2001). Costa et al. (1996,  1999) e Pardo et al. (1998) relataram a ocorrência de 

mastite em vacas primíparas nos Estados de São Paulo e Paraná, respectivamente, 

e descreveram infecções nas duas primeiras semanas pós-parto com predominância 

de Staphylococcus spp., principalmente de estafilococos coagulase-negativos 

(ECN), possivelmente devido à presença dos mesmos na microbiota da pele e 

mucosa (TRINIDAD; NICKERSON; ALLEY, 1990).  

Estudos recentes reforçaram a importância da realização de pesquisas no 

Brasil que identifiquem a situação da distribuição da doença em animais jovens, 

assim como sua patogênese e epidemiologia, por permanecerem em grande parte 

desconhecidas (CASTELANI et al., 2013, 2015; PILON et al., 2016). Além disso, 

estudos de fatores de risco para patógenos específicos são fundamentais para 

aperfeiçoar os programas de prevenção de mastite em primíparas (SANTMAN-

BERENDS et al., 2012; YANG et al., 2014).  

 

2.1.2  Principais impactos da mastite 

A mastite é a principal doença que afeta os rebanhos leiteiros no mundo e 

proporciona as maiores perdas econômicas na exploração de bovinos leiteiros 

(CASTELANI et al., 2018). É uma enfermidade particularmente preocupante em 

países em desenvolvimento, como o Brasil, onde o setor leiteiro assume um 

significativo papel na ordem econômica e social do agronegócio no país. Vale 

salientar que a saúde do úbere não é importante apenas para o proprietário, mas 

também para a cadeia produtiva do leite como um todo, devido ao crescente 

interesse dos consumidores acerca do bem estar animal e da cadeia agroindustrial 

do leite (HOGEVEEN; HUIJPS; LAM, 2011). 

Piepers et al. (2009) consideram que ainda é um desafio quantificar a 

influência de cada um dos fatores envolvidos na mastite de vacas primíparas (por 

exemplo, patógeno causador, duração da infecção antes do parto, persistência ou 

cura da infecção no início da lactação, imunidade do hospedeiro) sobre o 

desempenho futuro desses animais. Além disso, apesar das infecções 

intramamárias em primíparas serem relatadas como um problema em potencial, 

relativamente poucos estudos quantificam o efeito da mastite nesse grupo de 
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animais sobre a saúde do úbere e a produção de leite (ROBERSON et al., 1998; 

PIEPERS et al., 2009). 

Estudos relatam que as infecções intramamárias em primíparas podem 

persistir por longos períodos de tempo, prejudicam o desenvolvimento da glândula 

mamária, afetando a produção de leite após o parto, e tendo como maior 

consequência o aumento da contagem de células somáticas (CCS) (ROBERSON et 

al., 1998; DE VLIEGHER et al., 2005; PIEPERS et al., 2009). A elevação da CCS 

resulta na redução da qualidade do leite e influencia na composição e no tempo de 

vida de prateleira do produto (WAAGE; SVILAND; ØDEGAARD, 1998). Além disso, 

pode aumentar o risco de mastite subclínica e clínica na lactação, bem como o risco 

de descarte prematuro dos animais (HUIJPS et al., 2009).  

Segundo Hand, Godkin e Kelton (2012), estima-se que uma vaca de primeira 

lactação com uma média de CCS de 500 mil células/ml tenha perda de produção de 

aproximadamente um litro de leite por dia em comparação com as outras vacas do 

rebanho sob as mesmas condições de alimentação, instalação e genética. Quando a 

CCS chega a um milhão, a perda chega a quase dois litros de leite por dia. No 

Brasil, em função da alta prevalência de mastite nos rebanhos, pode-se deduzir que 

ocorra uma perda de produção entre 12% e 15%, o que significa um total de 2,8 

bilhões de litros/ano em relação à produção anual de 21 bilhões de litros (LOPES; 

LACERDA; RONDA, 2013).  

No geral, o impacto causado pela mastite na pecuária leiteira deve ser 

diferenciado para cada perfil de bovinocultor e, por si só, depende das condições 

epidemiológicas, administrativas e econômicas locais e regionais (SEEGERS; 

FOURICHON; BEAUDEAU, 2003). Para avaliar o impacto econômico direto da 

mastite, os custos e as perdas devem estar associados. Guimarães et al. (2017) 

realizaram uma estimativa do impacto econômico da mastite em um rebanho leiteiro 

sob condições tropicais e concluíram que o descarte dos animais e a redução na 

produção de leite tiveram maior influência nos custos. 

Huijps et al. (2009) utilizaram modelagem estocástica, levando em conta a 

variação e a incerteza da mastite em primíparas, e concluíram que o custo estimado 

com a doença seria de US$ 35/primípara em uma propriedade leiteira. Esses custos 

foram calculados considerando as perdas na produção de leite, o aumento do risco 

de mastite clínica e subclínica durante a lactação, aumento da mão de obra, 

medicamentos e a elevada percentagem de descarte de animais.  
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Nesse cenário, a alternativa para redução do impacto da mastite seria por meio da 

adoção de medidas de gestão com a maior eficácia, utilizando-se estratégias 

adequadas de diagnóstico, tratamento, prevenção e controle da enfermidade (DE 

VLIEGHER et al., 2012). 

 

2.1.3 Aspectos clínico-epidemiológicos 

A mastite é uma doença complexa e que pode ser considerada um exemplo 

clássico da interação entre microrganismo, ambiente e hospedeiro (COSER; LOPES; 

COSTA, 2012). Segundo Kibebew (2017), existem três modos distintos de infecção, 

sendo eles: contagioso, oportunista/ambiental, além da infecção por meio de 

vetores. No primeiro, a disseminação de microrganismos ocorre de animal para 

animal; no segundo, a interação entre microrganismos oportunistas, fatores 

inerentes ao hospedeiro e fatores ambientais colocam o animal em risco; e no 

último, sua etiologia se dá a partir da exposição dos animais a vetores carreando 

o(s) patógeno(s), a exemplo da mosca-dos-chifres (Haematobia irritans).  

Estudos prévios da epidemiologia do Staphylococcus aureus em vacas 

primíparas identificaram que os principais reservatórios do patógeno são úbere 

infectado, canal do teto e lesões do teto, sendo também encontradas na pele do 

teto, na mufla e nas narinas (ANDERSON et al., 2012; YANG et al., 2014; TONG et 

al, 2015). Staphylococcus spp. não sobrevivem na pele sadia, mas colonizam 

rapidamente áreas lesadas da pele e do teto, havendo então a multiplicação dos 

microrganismos na região e possibilitando a colonização do canal do teto e 

subsequente infecção do úbere (PETERSSON-WOLFE; MULLARKY; JONES, 

2010).  

A disseminação do S. aureus para os quartos mamários sadios pode ocorrer 

por meio dos utensílios de ordenha, mãos de ordenhadores, panos, água, moscas 

(WEGENER; NIELSEN; ROSDAHL, 1993; OWENS et al., 1998; OLIVER et al., 2005; 

TONG et al., 2015). Desse modo, evidencia-se que a deficiência de higiene dos 

animais, dos equipamentos de ordenha, das mãos dos ordenhadores, bem como a 

contaminação ambiental e da pele do teto permitem a proliferação do patógeno 

(LANGONI, 2013; OLIVEIRA et al., 2012).   

Apesar de não ser totalmente elucidado o mecanismo exato de como vacas 

primíparas ainda não lactantes desenvolvem infecções por S. aureus, um estudo 

demonstrou que os canais do teto podem ser colonizados em idades muito jovens 
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(NICKERSON, 2009). Além disso, as vacas de primeiro parto infectadas durante a 

gestação podem carrear o patógeno e servir como importantes reservatórios de S. 

aureus, transmitindo o patógeno para os animais sadios do rebanho (PETERSSON-

WOLFE; MULLARKY; JONES, 2010).  

Ainda existem algumas controvérsias relacionadas às formas de transmissão 

da mastite causada por S. aureus, contudo, sabe-se que, comumente, ocorre por 

contágio. Estudos relatam também o papel da mosca-dos-chifres no 

desenvolvimento de lesões no teto de primíparas, que podem evoluir para uma 

mastite crônica por S. aureus, e esses vetores podem disseminar o patógeno entre 

as primíparas, principalmente quando os animais estão soltos a pasto (OLIVER et 

al., 2005; OWENS et al., 1998; RYMAN et al., 2013). 

Quanto à apresentação da doença, existem duas formas, sendo elas: mastite 

clínica, quando as alterações são visíveis macroscopicamente e mastite subclínica, 

quando as alterações não são visíveis a olho nu (RUEGG, 2017). A mastite clínica 

em vacas primíparas é rara durante o período pré-parto, sendo mais evidente no 

início da lactação (BARKEMA et al., 1998; NYMAN et al., 2007). Por outro lado, 

alguns estudos apontam que as infecções em primíparas causadas por S. aureus 

são principalmente subclínicas e podem ser diagnosticadas comumente no pré-parto 

e nos primeiros dias de lactação (FOX, 2009; JÁNOSI; BALTAY, 2004; 

MALINOWSKI et al., 2006). Segundo Fox (2009), a prevalência da infecção do 

quarto mamário varia entre 28,9 - 74,6% no pré-parto e 12,3 - 45,5% no pós-parto 

imediato. 

De Vliegher et al. (2012) sugeriram que as vacas de primeiro parto podem ser 

excelentes sentinelas para estimar a dinâmica de prevalência e incidência de S. 

aureus em rebanhos leiteiros, pois elas são menos susceptíveis a ter infecções 

crônicas do que vacas multíparas. Nesse contexto, a prevalência de mastite em 

vacas primíparas causada por S. aureus está relacionada principalmente ao 

tamanho do rebanho, mamada entre bezerras, remoção de tetos supranumerários, 

idade ao primeiro parto, acomodação das vacas primíparas próximas ao parto, 

número de bezerros, feridas no úbere e no teto, higiene do úbere no pós-parto, 

produção de leite e administração de ocitocina na primeira ordenha (DE VLIEGHER; 

ZADOKS; BARKEMA, 2009). A incidência está relacionada aos fatores associados à 

contagem de células somáticas do leite, em especial: higiene, estação do ano, 
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desinfecção dos tetos pré e pós-ordenha, presença de moscas, alimentação e 

sistema de criação (OLDE RIEKERINK; BARKEMA; STRYHN, 2007).  

Os principais fatores de risco para mastite clínica em vacas primíparas 

descritos na literatura são: dieta, fatores inerentes à glândula mamária, como edema 

e vazamento de leite, e fatores associados ao manejo (MYLLYS; RAUTALA, 1995; 

PIEPERS et al., 2011; WAAGE et al., 2001). Por outro lado, a estação do ano, o 

tamanho do rebanho, a fase gestacional e o contato entre vacas primíparas e 

multíparas são fatores essenciais para ocorrência de mastite subclínica (BAŞTAN et 

al., 2015; FOX, 2009). No entanto, é desconhecido até que ponto esses fatores de 

risco podem explicar o surgimento de mastite em vacas primíparas no Brasil 

(COSTA et al., 1996; PARDO et al., 1998; CASTELANI et al., 2013). 

 

2.1.4 Aspectos relacionados ao diagnóstico 

A detecção e o diagnóstico da mastite são procedimentos complementares e 

que permitem monitorar a saúde do úbere, bem como estabelecer metas para o 

controle e monitoramento da doença nos rebanhos. Quando na fase inicial da 

enfermidade, o diagnóstico ameniza os possíveis danos à glândula mamária, 

aumenta a eficácia do tratamento e ajuda a evitar a disseminação do microrganismo 

causador no rebanho (LAM et al., 2009). 

A mastite em vacas de primeiro parto é raramente perceptível antes do parto 

e poucas propriedades leiteiras procuram ativamente diagnosticar a doença nesse 

período. Uma vez que esses animais representam o futuro do rebanho, é 

fundamental realizar um acompanhamento clínico dessas fêmeas durante toda a 

gestação e no pós-parto (NICKERSON, 2009). Inicialmente, deve-se realizar a 

inspeção da glândula mamária, pois glândulas inchadas e endurecidas são fatores 

relevantes para a doença. Posteriormente, deve-se monitorar as características da 

secreção mamária, visto que primíparas com mastite apresentam uma secreção 

diferenciada (fina, aquosa, com coágulos e flóculos) (CERQUEIRA et al., 2009).  

A diferenciação clínica das infecções intramamárias em vacas primíparas é 

complexa devido à variedade de agentes causadores e de sinais clínicos que podem 

ser provocados por mais de um patógeno. Assim, é recomendável a coleta de 

amostras de leite para a identificação do patógeno daqueles animais com 

diagnóstico clínico positivo. Caso as coletas por quarto mamário sejam realizadas 

antes do parto, é extremamente importante que as amostras sejam obtidas usando 
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condições higiênicas rigorosas, para que as infecções não sejam introduzidas 

inadvertidamente durante a amostragem (RUEGG, 2017).  

No Brasil, dentre os patógenos mais prevalentes associados à mastite em 

primíparas estão os estafilococos coagulase-negativos e os estafilococos coagulase-

positivos, principalmente S. aureus (PARDO et al., 1998; LAFFRANCHI et al., 2001). 

O método padrão de identificação da mastite por S. aureus requer a coleta asséptica 

de amostras de leite para cultura bacteriológica e a expertise do laboratório 

microbiológico. Esse tipo de procedimento pode apresentar alguns problemas como: 

custos de coleta, manuseio e processamento de amostras e o tempo necessário 

para o crescimento de patógenos no laboratório (EL-RASHIDY; FOX; GAY, 1992). A 

cultura de leite do tanque é uma estratégia fácil, econômica e útil para o 

monitoramento do status da enfermidade dentro de uma propriedade, contudo, isso 

não substitui a cultura de amostras de leite individual de primíparas (DINGWELL et 

al., 2003).  

Recomenda-se a realização da Contagem de Células Somáticas (CCS) e/ou 

do California Mastitis Test (CMT) em todas as vacas de primeiro parto do rebanho, 

uma vez que é possível identificar quais vacas e quartos mamários apresentam 

mastite subclínica (FOX, 2009).  

O resultado da CCS pode ser usado como um indicador de inflamação da 

glândula mamária, permitindo monitorar a sanidade do úbere, e uma alta CCS se 

correlaciona fortemente com a presença de patógeno(s) no(s) quarto(s) mamário(s). 

Por outro lado, o CMT possibilita determinar os quartos mamários infectados, para 

que a cultura bacteriológica seja realizada especificamente dos quartos positivos. Ou 

seja, a realização dessas técnicas no rebanho constitui um ponto de partida para 

identificar as vacas primíparas positivas e elaborar uma estratégia de tratamento e 

controle adequada (RUEGG, 2017). 

 

2.1.5 Tratamento da mastite 

A mastite pode acometer vacas primíparas desde o momento que começam a 

produzir secreção mamária, por volta dos seis a oito meses de idade (NICKERSON, 

2009), e as IIMs podem persistir de 12 a 18 meses antes do parto, tempo suficiente 

para que a infecção se estabeleça e cause danos permanentes ao tecido mamário. 

Assim, constata-se a necessidade de um programa eficiente de tratamento de IIMs 
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em primíparas, bem como de um bom programa de monitoramento da sanidade do 

úbere desse grupo de animais nos rebanhos leiteiros (NICKERSON, 2009).  

O tratamento de primíparas antes do parto pode parecer uma medida 

drástica, no entanto, Oliver et al., (1992) e Nickerson (2009) relataram que as 

infecções no pré-parto têm um impacto negativo tanto na saúde do animal quando 

no desempenho produtivo do rebanho, ocasionando perdas econômicas 

significativas para o produtor. 

Alguns dos tratamentos utilizados no pré-parto são: vacinas, selantes de teto 

sem antimicrobianos, antimicrobianos de curto prazo (2 a 3 dias) e longo prazo (5 a 

8 dias) e combinações desses tratamentos. Conforme De Vliegher et al. (2012), o 

tratamento com antimicrobiano no pré-parto só deve ser implementado como uma 

medida de curto prazo (2 a 3 dias), apenas para auxiliar no controle de um problema 

significativo de mastite em primíparas. 

Nickerson (2009) alcançou uma elevada taxa de cura de mastite por S. 

aureus em vacas primíparas realizando as seguintes etapas: 

I. Exame do úbere das primíparas cerca de dois meses antes da data prevista 

para o parto, buscando avaliar se está endurecido e também verificar a 

secreção mamária; 

II. Não intervir quando a secreção mamária for espessa; 

III. Realização de cultura bacteriológica para detectar o S. aureus quando a 

secreção mamária for fina, aquosa, com coágulos e grumos; 

IV. Tratamento com antibiótico para vaca seca (terapia de secagem) dos quartos 

mamários de todos os animais positivos para S. aureus. 

Staphylococcus aureus é suscetível a diversos antibióticos in vitro 

(BARKEMA; SCHUKKEN; ZADOKS, 2006). No entanto, existem muitas 

controvérsias quanto à taxa de cura in vivo (OLIVER et al., 2003). Vários fatores, 

incluindo a capacidade de sobreviver dentro de neutrófilos (MULLARKY et al., 2001) 

e de invadir células epiteliais mamárias (LAMMERS et al., 2000) contribuem para 

uma resposta insatisfatória ao tratamento de infecções por S. aureus. Assim, na 

tentativa de melhorar a resposta ao tratamento, várias classes de compostos 

antimicrobianos, combinações de drogas e de vias de aplicação e duração de 

tratamento têm sido investigadas (GILLESPIE et al., 2002). 

No Brasil, estudos apontam que o patógeno apresenta um aumento 

progressivo no padrão de resistência aos antimicrobianos (ACOSTA et al., 2016; 



27 

GUIMARÃES et al., 2017; MEDEIROS et al., 2009), o que pode estar relacionado à 

capacidade desses microrganismos adquirirem genes de resistência (SCHMIDT; 

KOCK; EHLERS, 2015). Nesse contexto, é importante ressaltar a necessidade do 

monitoramento da resistência em S. aureus, pois o uso inadequado e indiscriminado 

de antimicrobianos influencia diretamente no aumento das taxas de resistência. 

Assim, essa medida reduziria falhas terapêuticas e os riscos de desenvolvimento de 

resistência aos antimicrobianos (COSTA et al., 2013). 

 

2.1.6 Estratégias de prevenção e controle 

A redução da incidência da mastite em vacas primíparas depende da criação 

de estratégias integradas de prevenção e controle da enfermidade, sendo 

necessários: o estabelecimento de metas, a avaliação dos sistemas atuais de 

criação, a realização de intervenções apropriadas e específicas e o monitoramento 

dos resultados (MCDOUGALL et al., 2009). Além disso, essas estratégias 

constituem os principais componentes do manejo sanitário de bovinos leiteiros e 

devem ser individualizadas para cada propriedade (NMC, 2011).  

Segundo o Conselho Nacional de Mastite dos EUA (NMC, 2011), não existe 

um programa de prevenção e controle da mastite específico para vacas primíparas. 

Entretanto, De Vliegher et al. (2012) consideram que existem intervenções 

específicas que deveriam ser implementadas em qualquer propriedade, sendo 

denominadas de ―Programa de 10-pontos para Prevenir e Controlar a Mastite em 

Vacas Primíparas‖: 

I. Melhorar o manejo geral da saúde do úbere para diminuir a chance de 

infecção das primíparas pelos patógenos do úbere de vacas mais velhas; 

II. Controlar a mamada cruzada em vacas primíparas e bezerras; 

III. Implementar um sistema de controle de moscas efetivo e eficiente; 

IV. Manter as vacas primíparas em um ambiente limpo e higiênico, separado de 

vacas multíparas; 

V. Evitar qualquer deficiência nutricional; 

VI. Minimizar o risco de balanço energético negativo antes e depois do parto 

através de sistemas de alimentação de transição apropriados; 

VII. Reduzir a incidência de edema do úbere por meio do gerenciamento 

otimizado do periparto; 
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VIII. Minimizar o estresse próximo ao parto e minimizar a incidência de distocia e 

doenças no periparto; 

IX. Considerar o uso de selantes internos do teto, onde há um alto risco de 

mastite ambiental no período periparto; 

X. Usar antibiótico pré-parto.  

 

Assim, o controle e a prevenção de mastite por S. aureus em vacas 

primíparas podem se basear em estratégias sem e/ou com o uso de antimicrobianos 

(OLIVER et al., 2005). 

 

2.1.6.1 Estratégias sem uso de antimicrobiano 

O controle e a prevenção da mastite em primíparas têm sido fundamentados 

em estratégias sem o uso de antimicrobiano, buscando identificar os fatores de risco 

específicos para o agente causador, devido à variação na epidemiologia e na 

patogênese da enfermidade (OLIVER et al., 2005). 

Os procedimentos considerados fundamentais para prevenção e controle de 

mastite por S. aureus incluem a separação das bezerras para evitar amamentação 

cruzada entre crias jovens, otimização da higiene e da alimentação, controle de 

moscas, segregação de vacas primíparas e multíparas e melhoria no conforto das 

fêmeas (DE VLIEGHER et al., 2012). 

 

2.1.6.2 Estratégias com uso de antimicrobiano 

O uso de antimicrobianos em primíparas deve ser feito em um momento em 

que os animais não estão em lactação e pode exigir instalações de contenção 

adequadas para realização de um tratamento seguro. Além disso, o antimicrobiano 

deverá ser empregado sob a supervisão de um médico veterinário. O início do 

tratamento deve ocorrer após a quantificação do problema no rebanho e a 

identificação do patógeno, bem como a escolha dos antibióticos deve se basear no 

teste de sensibilidade aos antimicrobianos e deve ser realizado o teste de resíduos 

antimicrobianos antes de direcionar o leite para consumo (NICKERSON, 2009). 

O tratamento pré-parto tem apresentado excelente taxa de cura contra 

mastite em vacas primíparas por S. aureus, no entanto, pode resultar em um 

crescente nível de resistência antimicrobiana, bem como na contaminação do leite 

por resíduo de antibiótico quando o intervalo entre a terapia e o parto é muito curto 
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(OLIVER et al., 1992). Desse modo, é importante descontinuar o tratamento assim 

que novas estratégias se tornarem eficazes no controle da enfermidade na 

propriedade. 

 

2.2 Principais consequências do uso indiscriminado de antimicrobianos 

O uso indiscriminado de antimicrobianos para tratar infecções intramamárias 

tem resultado em altos teores de resíduos dessas drogas no leite, representando 

risco à saúde do consumidor, bem como na identificação de bactérias resistentes a 

esses fármacos (SALAZAR, 2012). 

A presença de resíduos de antibióticos no leite pode ser resultado de vários 

fatores, entre os quais: o desrespeito ao período de carência do antibiótico, a 

utilização inadequada do medicamento e o tratamento pré-parto (FAGUNDES; 

GARINO JR; COSTA, 2004). Os resíduos de antibióticos no leite de vacas de 

primeira lactação representam um problema significativo para a indústria do leite, 

uma vez que a antibioticoterapia em primíparas geralmente é realizada cerca de 2 a 

4 semanas antes do parto (NICKERSON, 2009) e, consequentemente, aquelas que 

parem antes do período esperado representam um risco potencial para eliminação 

de resíduos no leite.  

Além disso, esses resíduos podem causar alergias ao consumidor, aumentar 

a resistência bacteriana e interferir negativamente no processo industrial do leite e 

na fabricação de derivados (MENDES et al., 2008). Assim, deve-se ter cuidado na 

recomendação do uso de infusão intramamária de antibióticos em primíparas e 

incluir, no manejo do rebanho, medidas que possam garantir que o leite esteja livre 

de resíduos de drogas prejudiciais antes da comercialização. 

Deve-se ressaltar que a vigilância do uso de antibióticos é fundamental para 

gerenciar a resistência antimicrobiana dentro dos rebanhos leiteiros e a identificação 

do patógeno causador da mastite possibilita a seleção da terapia apropriada para 

atingir a cura bacteriológica (BARKEMA; SCHUKKEN; ZADOKS, 2006).  

Tratando-se das bactérias do gênero Staphylococcus, que comumente 

causam IIMs em primíparas, uma razão perceptível para a dificuldade na resposta 

ao tratamento é a existência de diversas cepas de Staphylococcus resistentes a 

antimicrobianos (BARKEMA; SCHUKKEN; ZADOKS, 2006). Nesse contexto, a 

escolha do tratamento deve se basear no conhecimento da sensibilidade 

antimicrobiana da cepa causadora da enfermidade. 
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Microrganismos do gênero Staphylococcus adaptam-se facilmente à pressão 

de seleção e podem sofrer mutações nos seus genes ou adquirir genes de outras 

espécies de bactérias (BLAIR et al., 2015). Os mecanismos de resistência são 

variados, podendo ser divididos, quanto à origem, em: intrínsecos/naturais ou 

adquiridos. No primeiro, a resistência é expressa naturalmente por todos os 

indivíduos de um gênero ou espécie bacteriana. Enquanto a forma adquirida pode 

ser originada a partir de mutação em genes reguladores ou estruturais da bactéria, 

ou por meio de aquisição dos genes de resistência de outras bactérias (conjugação: 

plasmídeo, transposon), via bacteriófago (transdução) ou via ambiente 

(transformação) (YELIN; KISHONY, 2018). 

S. aureus desenvolve resistência aos antimicrobianos por diferentes 

mecanismos, incluindo a limitação da absorção do fármaco, modificação do alvo do 

fármaco, inativação enzimática do fármaco e efluxo ativo do fármaco. Dependendo 

do antimicrobiano utilizado, as bactérias podem usar um ou vários desses 

mecanismos de resistência. Em particular, a localização de genes de resistência em 

elementos genéticos transferíveis, como plasmídeos e transposons, facilita a 

transferência horizontal de resistência entre bactérias (YILMAZ; ASLANTAŞ, 2017). 

Desse modo, percebe-se que S. aureus apresenta alto potencial de 

resistência antimicrobiana, sendo relatado grande número de cepas portadoras de 

fatores genéticos indutores de resistência, em especial para a classe dos beta-

lactâmicos, como os genes mecA, mecC (gene homólogo do mecA) e o gene blaZ 

(COSTA et al., 2013; SCHMIDT; KOCK; EHLERS, 2015; MARTINI et al., 2017).  

 

2.3 Resistência de Staphylococcus aureus aos beta-lactâmicos 

 Antibióticos beta-lactâmicos têm como elemento comum em suas estruturas 

moleculares um anel de quatro átomos conhecido como anel beta-lactâmico 

(ABRAHAM; CHAIN, 1940). Essa classe de antimicrobianos é a mais utilizada para 

tratamento de doenças em rebanhos leiteiros, mas seu uso prolongado e repetido 

pode levar à resistência a esses medicamentos (PITKÄLÄ et al., 2007).  

A penicilina é um antibiótico do grupo dos beta-lactâmicos e sua descoberta 

ocorreu em 1928, de modo acidental, e foi atribuída ao médico e bacteriologista, 

Alexander Fleming (MORETTI, 2007). No entanto, apenas em 1938, a penicilina foi 

verdadeiramente isolada pelos cientistas Ernst Boris Chain e Howard Walter Florey, 

a partir do fungo Penicillium (PITKÄLÄ et al., 2007). Desse modo, desde 1941, o 
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fármaco está disponível no mercado, sendo o primeiro antibiótico a ser utilizado com 

sucesso (KALMUS et al., 2006).  Kakavas (1944) foi o primeiro pesquisador a utilizar 

a penicilina para tratar a mastite bovina e relatou resultados muito favoráveis. No 

entanto, com o tempo, S. aureus isolados de mastite bovina desenvolveram 

resistência à penicilina e, no final da década de 1940, a grande maioria dos S. 

aureus já havia se tornado resistente à droga.   

Nessa perspectiva, as penicilinas semissintéticas, a exemplo da meticilina, 

surgiram como novas estratégias para o tratamento de infecções por S. aureus 

resistentes à penicilina. No entanto, logo surgiram cepas resistentes à meticilina, 

denominadas MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus aureus), cujo padrão de 

resistência se estende a outros antibióticos beta-lactâmicos (VOSS et al., 1994).  

Em animais domésticos, o primeiro relato da infecção por MRSA ocorreu em 

1972, no Reino Unido, e se tratava de um caso de mastite em vaca leiteira 

(DEVRIESE; VAN DAMME; FAMEREE, 1972). Desde então, passaram a ser 

relatados casos de mastite por MRSA em gado leiteiro (HOLMES; ZADOKS, 2011; 

JUHÁSZ-KASZANYITZKY et al., 2007; MOON; DUARTE, 2006; SAKWINSKA et al., 

2011; HATA, 2016) e, devido à distribuição desse agente etiológico no ambiente 

pecuário, criou-se o termo LA-MRSA, ou MRSA ligado ao ambiente pecuário 

(HUBER et al., 2010). 

A resistência de S. aureus aos beta-lactâmicos se deve principalmente a três 

mecanismos, sendo eles: a produção de beta-lactamase, codificada pelo gene blaZ 

(ROBLES et al., 2014); as alterações nas proteínas de ligação à penicilina (PBPs), 

produzindo uma proteína denominada PBP2a, de baixa afinidade com os antibióticos 

beta-lactâmicos, codificada pelos genes mecA e mecC (LOWY, 2008); e atuação do 

sistema de efluxo, reduzindo as concentrações intracelulares do antibiótico 

(WEBBER; PIDDOCK, 2003). 

 

2.3.1 Produção de beta-lactamases 

 S. aureus pode produzir enzimas com capacidade de hidrolisar total ou 

parcialmente o anel beta-lactâmico, são as chamadas beta-lactamases, que 

conferem ao patógeno a resistência a esses antibióticos (MARTINI et al., 2017). 

Essas enzimas podem ser encontradas extracelularmente em S. aureus e os genes 

que codificam a produção dessas enzimas podem estar localizados no cromossomo 

bacteriano ou no plasmídeo (BUSH, 1988). O gene blaZ é o responsável por 
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codificar as beta-lactamases em S. aureus, permitindo que essas enzimas inativem 

por hidrólise o anel beta-lactâmico, quebrando a ligação amida, e resultando na 

perda da capacidade do medicamento de inibir a síntese da parede celular 

bacteriana (DEVAPRIYA et al., 2013). Deve-se destacar que esse gene já foi 

identificado em alguns estudos brasileiros que caracterizaram Staphylococcus 

aureus isolados de casos de mastite (MEDEIROS et al., 2011; MARTINI et al., 

2017). 

 

Tabela 1. Publicações brasileiras relacionadas ao tema ―mastite por Staphylococcus 

aureus portadores do gene blaZ‖ 

Ano Título Referência 

2018 High Frequency of Beta-Lactam Resistance among 
Staphylococcus aureus Isolated from Bovine 
Mastitis in Northeast of Brazil 

Santos et al. 

2017 First report of the Staphylococcus aureus isolate 
from subclinical bovine mastitis in the South of 
Brazil harboring resistance gene dfrG and 
transposon family Tn916-1545 

Haubert et al. 

2017 Characterisation of penicillin and tetracycline 
resistance in Staphylococcus aureus isolated from 
bovine milk samples in Minas Gerais, Brazil  

Martini et al. 

2017 Biofilm production and beta-lactamic resistance in 
Brazilian Staphylococcus aureus isolates from 
bovine mastitis 

Marques et al. 

2017 Characterization of virulence and antibiotic profile 
and agr typing of Staphylococcus aureus from milk 
of subclinical mastitis bovine in State of Rio de 
Janeiro 

Soares et al. 

2016 Presence of mecA-positive multidrug-resistant 
Staphylococcus epidermidis in bovine milk samples 
in Brazil  

Santos et al. 

2015 Resistance to antimicrobials and biofilm formation 
in Staphylococcus spp. isolated from bovine 
mastitis in the Northeast of Brazil  

 Krewer et al. 

2014 Methicillin-resistant Staphylococcus aureus of 
lineage ST398 as cause of mastitis in cows 

Silva et al. 

2014 Beta-lactamase detection in Staphylococcus 
aureus and coagulase-negative Staphylococcus 
isolated from bovine mastitis 

Robles et al.  

2011 Antimicrobial resistance of Staphylococcus spp. 
isolates from cases of mastitis in buffalo in Brazil 

Medeiros et al.  

 

https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85032676962&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85032676962&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85032676962&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85032676962&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85015165772&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85015165772&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85015165772&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84955733075&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84955733075&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84955733075&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84925487590&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84925487590&origin=resultslist&zone=contextBox
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84925487590&origin=resultslist&zone=contextBox
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2.3.1.1 Gene blaZ 

 A resistência de S. aureus aos antibióticos beta-lactâmicos é comumente 

devido à expressão do gene blaZ (PITKÄLÄ et al., 2007). Esse gene geralmente é 

localizado no plasmídeo, mas também pode estar localizado no cromossomo da 

bactéria (ZHANG et al., 2001). A transcrição do gene blaZ é regulada pelo sistema 

blaZ-blaR1-blaI, onde blaI é um repressor da transcrição e blaR1 é um anti-

repressor. Assim, uma vez que a bactéria é exposta ao antibiótico, o gene blaR1 

inicia uma cascata de sinalização, promovendo clivagem do gene blaI, e resultando 

na transcrição do gene blaZ (ROBLES et al., 2014).  

 

2.3.2 Alterações nas proteínas de ligação à penicilina (PBPs) 

 As proteínas de ligação à penicilina (PBPs, do inglês Penicillin-Binding 

Proteins) são componentes essenciais da maquinaria de síntese da parede celular 

de bactérias (NAVRATNA et al., 2010). A alteração nas PBPs impede a ligação ou 

diminui a afinidade da interação entre a droga com um ou mais alvos na célula 

bacteriana, desse modo o antibiótico não reconhece mais o alvo (LOWY, 2008).  

 Segundo Navratna et al. (2010), S. aureus apresenta cinco PBPs, sendo a 

PBP alterada (PBP2a) a mais estudada pois constitui um marcador específico para 

cepas de S. aureus resistentes à meticilina (MRSA). De acordo com Wu et al. 

(2015), cepas de MRSA têm a capacidade de adquirir um elemento genético 

denominado SCCmec (do inglês Staphylococcal Cassette Chromosome mec), que 

carrega o gene mecA e/ou mecC e que codifica a PBP2a. Desse modo, na presença 

de resistência induzida por uma PBP2a, a síntese da parede celular bacteriana 

ocorrerá normalmente mesmo na presença de qualquer antibiótico beta-lactâmico 

(WU et al.,  2015).  

 Destaca-se que cepas de MRSA foram relatadas pela primeira vez em vacas 

leiteiras em 1972,  na Bélgica (DEVRIESE; HOMMEZ, 1975). No Brasil, são 

escassas as publicações identificando os casos de mastite por cepas de MRSA, 

fazendo-se necessária a realização de estudos que venham a contribuir para a 

epidemiologia da infecção por esse patógeno no país (MEJIA; ZURITA; GUZMÁN-

BLANCO, 2010). 
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Tabela 2. Publicações brasileiras relacionadas ao tema ―mastite por Staphylococcus 

aureus resistentes à meticilina (MRSA)‖ 

Ano Título Referência 

2018 Genetic diversity and antimicrobial resistance 
in Staphylococcus aureus and coagulase-
negative Staphylococcus isolates from bovine 
mastitis in Minas Gerais, Brazil 

Dorneles et al.  

2018 Bovine mastitis caused by Staphylococcus 
spp. Methicillin-resistant: Literature review 

Silva; Alcântara; Mota 

2017 Short communication: Outbreak of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA)-
associated mastitis in a closed dairy herd 

Guimarães et al.  

2017 Occurrence and genetic characterization of 
Staphylococcus aureus in milk samples of 
cattle with mastitis, and in the veterinary 
hospital personnel and dairy workers 

Leigue et al.  

2016 Antimicrobial resistance profiles of 
Staphylococcus aureus clusters on small 
dairy farms in southern Brazil 

Girardini et al.  

2014 Methicillin-resistant Staphylococcus aureus of 
lineage ST398 as cause of mastitis in cows 

Silva et al.  

2014 Age related to the presence of antimicrobial 
resistant bacteria in twenty one dairy herds in 
Rio Grande do Sul, Brazil 

Santiago-Neto et al.  

2009 Molecular characterisation of Staphylococcus 
aureus strains isolated from small and large 
ruminants reveals a host rather than tissue 
specificity 

Alves et al.  

 

2.3.2.1 Genes mecA e mecC 

Cassete cromossômico estafilocócico mec (SCCmec) é um elemento genético 

móvel que carrega o ―complexo mec‖, incluindo-se os genes mecA e mecC 

(BECKER et al., 2018). O gene mecA geralmente é acompanhado por genes 

indutores/repressores intactos ou truncados: mecI-mecR1 (SHORE; COLEMAN, 

2013). Além disso, esse gene codifica a PBP2a, que tem uma menor afinidade para 

ligação com beta-lactâmicos, conferindo resistência à bactéria. Destaca-se ainda 

que os reguladores homólogos mecI e mecR1 controlam a expressão do gene mecA 

de modo semelhantes ao blaZ, quando há exposição da bactéria aos antibióticos 

beta-lactâmicos (LONCARIC et al., 2019). Em 2011, um novo tipo de gene mec foi 

descoberto em S. aureus, que compartilha aproximadamente 70% da identidade da 

sequência de nucleotídeos com mecA (SHORE et al., 2011). Este homólogo do 

mecA, inicialmente referido como mecALGA251 e depois re-designado como mecC, 



35 

é uma parte do complexo do gene da classe E mec (blaZ-mecC-mecR1-mecI) e 

também confere resistência a beta-lactâmicos (LONCARIC et al., 2019). Mais 

recentemente, um gene mecB também foi identificado a partir de plasmídeo de S. 

aureus e, apesar de mais estudos serem necessários, sugere-se que esse gene 

possa resultar no aumento do risco de disseminação de MRSA (BECKER et al., 

2018). 

 

2.3.3 Sistema de Efluxo 

 O sistema de efluxo, ou bombas de efluxo, equivalem a proteínas presentes 

na membrana celular bacteriana, responsáveis pelo deslocamento de substâncias 

tóxicas à bactéria do meio intra para o meio extracelular, e que podem transportar 

antimicrobianos de diferentes classes (WEBBER; PIDDOCK, 2003). 

Mais de 15 bombas de efluxo já foram caracterizadas em S. aureus, sendo 

codificadas no plasmídeo ou no cromossomo estafilocócico (PIDDOCK et al., 2006). 

Ressalta-se, ainda, que a presença dos genes do sistema de efluxo em plasmídeo 

favorece a transferência de genes de resistência entre a mesma espécie ou entre 

espécies diferentes de bactérias (BUTAYE; CLOECKAERT; SCHWARZ, 2003). Por 

outro lado, caso o microrganismo não necessite da atuação do sistema de efluxo 

para sua sobrevivência, o gene de bomba de efluxo presente em plasmídeo pode 

ser perdido (PIDDOCK et al., 2006). 

Além disso, as bombas de efluxo são agrupadas em cinco famílias, 

caracterizadas pelas subunidades presentes em sua estrutura. Algumas famílias são 

divididas em subfamílias, sendo elas: Superfamília grande facilitadora (Major 

facilitator superfamily - MFS); Superfamília ligada à ATP cassete (ATP-binding 

cassette [ABC] superfamily); Pequena família de resistência a múltiplos 

medicamentos (Small multidrug resistance [SMR] family); Superfamília de divisão 

celular de nodulação de resistência, (Resistance-nodulation-cell division [RND] 

superfamily); Superfamília de extrusão de multidrogas e de compostos tóxicos 

(Multidrug and toxic compound extrusion [MATE] family) (PIDDOCK et al., 2006). 

Nos microrganismos Gram-positivos, a superfamília MFS é a mais estudada e 

inclui exemplos clinicamente relevantes, como NorA de Staphylococcus aureus, que 

exporta fluoroquinolonas e compostos de amônio quaternário. NorA é o sistema de 

efluxo mais bem estudado de Staphylococcus aureus e, portanto, frequentemente 
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usado como modelo para investigar a resistência mediada por efluxo nesse 

patógeno (ALAV; SUTTON; RAHMAN, 2018). 

Desse modo, o sistema de efluxo favorece a sobrevivência de S. aureus 

mesmo em ambientes muito hostis e existem algumas bombas de efluxo específicas 

que reconhecem um único antibiótico ou classe de antibiótico, enquanto outras, 

conhecidas como bombas de efluxo de resistência a múltiplas drogas, reconhecem 

várias moléculas tóxicas que compartilham características comuns (WEBBER; 

PIDDOCK, 2003). 

 

2.4 Rastreabilidade genética 

A rastreabilidade genética se refere à capacidade de identificação de 

espécies ou genótipos de microrganismos presentes em uma cadeia produtiva 

(CAPORALE, 2001). Essa é uma importante ferramenta para salvaguardar a saúde 

pública e animal, pois permite identificar e rastrear microrganismos patogênicos ao 

longo da cadeia produtiva de alimentos (DALVIT; MARCHI; CASSANDRO, 2007).  

Na cadeia produtiva do leite, constata-se que novas tecnologias e técnicas 

moleculares vêm sendo utilizadas para a rastreabilidade genética de 

microrganismos, permitindo mais agilidade e assertividade na tomada de decisão 

dos produtores e médicos veterinários, reduzindo custos e implementando medidas 

mais eficientes de controle e prevenção de patógenos no ambiente agropecuário 

(CASSANDRO, 2006). 

Na perspectiva de investigações comparativas e correlações entre estruturas 

de microrganismos, os métodos moleculares têm se mostrado muito úteis, indicando 

as possíveis causas, locais de contaminação e métodos para um controle 

microbiológico efetivo e acessível. Desse modo, ressalta-se que as técnicas 

moleculares se baseiam na identificação dos microrganismos a partir do seu DNA ou 

RNA e a escolha da técnica mais adequada depende do que se deseja avaliar, do 

custo e da reprodutibilidade (FERRI, 2006).  

Essas técnicas podem ser utilizadas em toda a cadeia produtiva de leite, na 

realização do rastreamento epidemiológico de agentes patogênicos, caracterizando 

os seus perfis genéticos com o intuito de determinar uma possível associação entre 

os mesmos, definir a fonte inicial de contaminação e/ou infecção e permitir a adoção 

de medidas de controles efetivas desde o início (SINGH et al., 2006).  
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 As técnicas de tipagem molecular são frequentemente empregadas para 

determinar a origem e as rotas das infecções, confirmar ou excluir surtos, rastrear a 

transmissão de patógenos associados à saúde, reconhecer cepas virulentas e 

avaliar a eficácia das medidas de controle (RANJBAR, 2014). Nesse contexto, a 

compreensão da epidemiologia de cepas de S. aureus resistentes não pode ser 

completamente apreciada sem o uso das técnicas de tipagem molecular (ARCENAS, 

2017). Essas técnicas têm ajudado no monitoramento e no controle da disseminação 

dessas cepas no ambiente agropecuário, especificamente na cadeia produtiva do 

leite (KÜMMEL, 2016). 

 

2.5 Detecção de resistência a beta-lactâmicos 

Segundo Kralik e Ricchi (2017), a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

representa uma importante ferramenta em identificação de Staphylococcus aureus e 

em detecção rápida e precisa dos genes de resistência aos beta-lactâmicos, 

permitindo uma eficiente elaboração de estratégias que visem diminuir a 

disseminação do patógeno. 

A incorporação da tipagem molecular tem sido considerada uma estratégia útil 

no diagnóstico e na vigilância epidemiológica de infecções por cepas de S. aureus 

resistentes (SINGH et al., 2006). Dentre os principais métodos de tipagem, 

destacam-se a eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) (PATYI; VARGA; 

KRISTOF, 2011), a PCR em sequências palindrômicas extragênicas repetidas (rep-

PCR) (CHURCH et al., 2011), a tipagem spa (STROMMENGER et al., 2008), a 

tipagem de SCCmec (VAINIO et al., 2011), tipagem de sequências multilocus 

(MLST) (SAUNDERS; HOLMES, 2007) e o sequenciamento completo do genoma 

(WGS) (PRICE et al., 2013). 

A eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) é considerada a técnica ouro 

para genotipagem de S. aureus resistentes a beta-lactâmicos (PATYI; VARGA; 

KRISTOF, 2011). A partir da utilização dessa técnica é possível realizar a tipagem 

das amostras de S. aureus e avaliar a correlação genética dos isolados, 

possibilitando a elaboração de estratégias de controle e prevenção do patógeno nos 

rebanhos (BANNERMAN et al., 1995).  

O método de tipagem de S. aureus baseado na PCR, que utiliza primers de 

sequências consenso para sequências palindrômicas extragênicas (REP), tem sido 
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amplamente utilizado para investigar a similaridade entre isolados de S. aureus, por 

ser uma ferramenta extremamente reprodutível e rápida (CHAPAVAL et al., 2006). 

Assim, ressalta-se que a genotipagem de isolados de S. aureus por PFGE e 

por rep-PCR tem contribuído em muitos estudos epidemiológicos de mastite em 

primíparas, permitindo um melhor entendimento da disseminação do microrganismo 

(ANDERSON et al., 2012). 

Além disso, a resistência aos beta-lactâmicos é rotineiramente determinada 

por técnicas fenotípicas clássicas. As técnicas mais amplamente utilizadas incluem a 

microdiluição em caldo, que fornece avaliações quantitativas (ex: concentração 

inibitória mínima) e qualitativas usando as categorias suscetíveis, intermediárias ou 

resistentes e o teste de disco-difusão, que fornece informações qualitativas (CLSI, 

2018). Entretanto, o método de microdiluição em caldo é considerado um dos mais 

confiáveis para avaliar a resistência fenotípica dos S. aureus aos antimicrobianos 

beta-lactâmicos  (CLSI, 2018), tendo como objetivo determinar a concentração 

inibitória mínima (CIM) do agente antimicrobiano, gerando uma inibição do 

crescimento da bactéria investigada (ROBLES et al., 2014). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

Avaliar a rastreabilidade genética e o perfil de resistência a beta-lactâmicos 

de cepas de Staphylococcus aureus isoladas de mastite em vacas primíparas, 

ambiente de ordenha e ordenhadores no estado de Pernambuco, Brasil. 

 

3.2 Específicos 

 Isolar e identificar Staphylococcus aureus em amostras oriundas dos quartos 

mamários de vacas primíparas, de utensílios de ordenha e de ordenhadores. 

 Detectar os genes blaZ, mecA e mecC, codificadores da resistência a beta-

lactâmicos em cepas de Staphylococcus aureus. 

 Avaliar a resistência antimicrobiana das cepas de Staphylococcus aureus 

frente a beta-lactâmicos (oxacilina e penicilina) pela técnica da Concentração 

Inibitória Mínima (CIM).  

 Tipificar as cepas de Staphylococcus aureus portadoras de genes de 

resistência a beta-lactâmicos.  
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Occurrence of β-lactam-resistant Staphylococcus aureus in milk from primiparous dairy 1 

cows in the northeastern region of Brazil 2 

 3 

ABSTRACT 4 

The objective of the current study was to isolate and identify Staphylococcus (S.) aureus 5 

strains resistant to beta-lactam antibiotics from primiparous cows’ milk. A total of 432 milk 6 

samples were collected from all primiparous dairy cows in early lactation originated from 9 7 

dairy properties. All samples were cultured in Mannitol Salt Agar enriched with egg yolk 8 

emulsion. Determination of genotypic resistance of S. aureus was achieved by Polymerase 9 

Chain Reaction (PCR) for amplification of the blaZ, mecA and mecC genes. Phenotypic 10 

resistance of S. aureus strains was evaluated by Minimal Inhibitory Concentration (MIC) 11 

technique using broth microdilutions of penicillin G and oxacillin. From all the mammary 12 

quarters examined, S. aureus strains were detected in 27 out of 432 (6.25%) milk samples 13 

(CI95%, 4.33-8.84). From all dairy properties visited, only two out of 9 were found to have S. 14 

aureus. Hence, it was able to evaluate genotypic and phenotypic resistance in 27 samples 15 

from two dairy farms. The isolates of S. aureus had a frequency of (20/27) 74.07% to blaZ 16 

gene (CI95%, 57.5-90.6) whereas mecA and mecC genes were not observed. According to MIC 17 

results, penicillin G had a 74.07% (20/27) resistance rate (CI95%, 57.5-90.6) and oxacillin had 18 

a 14.81% (4/27) resistance rate (CI95%, 1.4-28.2). Thus, the circulation of S. aureus strains 19 

resistant to beta-lactams has been confirmed in primiparous dairy cows in the northeastern 20 

region of Brazil, indicating the need of new management strategies involving the use of beta-21 

lactam drugs to treat mastitis, discouraging and/or limiting their use. Also, it is important to 22 

highlight the need for further studies on epidemiology and traceability of the pathogen. 23 

Keywords: antimicrobial resistance; intramammary infection; primigravid cow; 24 

Staphylococcus spp. 25 
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Introduction 26 

Intramammary infections (IMIs) in primiparous dairy cows result primarily in milk quality 27 

decrease and compromise productive capacity in subsequent lactations (Laffranchi et al. 28 

2001). In Brazil, studies on primiparous cows mastitis are scarce, thus, it is important to 29 

conduct research aiming to identify the disease situation in this group of animals in Brazilian 30 

dairy herds. 31 

Bacteria in the genus Staphylococcus have been considered one of the main mastitis-causing 32 

pathogens in primigravid cows (Adkins et al. 2018), especially Staphylococcus (S.) aureus, 33 

and they also have been reported frequently causing human infections (Buchan et al. 2019). 34 

Possibly, treatment failures of IMIs occur as a result of antimicrobial resistance mechanisms 35 

developed by the microorganism, in particular beta-lactam compounds, which remain the 36 

most commonly used drugs in veterinary medicine (Pitkälä et al. 2007). Considering that 37 

there are S. aureus strains capable of transferring beta-lactam resistance genes to humans, the 38 

objective of this study was to evaluate the presence of the blaZ, mecA and mecC genes in S. 39 

aureus isolates from milk of primiparous cows and evaluate the phenotypic resistance profile 40 

of these isolates. 41 

 42 

Materials and Methods 43 

 44 

Ethical approval  45 

The entire experimental procedure is in accordance with the ethical principles adopted by the 46 

Ethics Committee for the Use of Animals from Federal Rural University of Pernambuco, 47 

license number 037/2018. 48 

 49 

 50 
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Sampling 51 

In total, 432 milk samples were collected from all primiparous dairy cows in early lactation 52 

(<50 days in milk, DIM) (n=108), originated from dairy properties (n=9) registered in the 53 

Agricultural and Livestock Defense and Inspection Agency of the State of Pernambuco 54 

(ADAGRO) located in the Agreste region of Pernambuco state. 55 

Sample collection was performed according to the National Mastitis Council 56 

recommendations (NMC 2011). Milk samples were collected after disinfection of each teat 57 

with a cotton ball soaked in 70% alcohol and discarding the three first milk jets. The 58 

collection of 5 mL of milk was performed by mammary quarter style, in sterile resealable 59 

sample tubes with a lid and identified with the number of the animal and the mammary 60 

quarter. All the milk samples were sent to the Laboratory of Infectious and Contagious 61 

Diseases of Domestic Animals (LDIC), Department of Veterinary Medicine (DMV), at 62 

Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE) for microbiological examination according 63 

to NMC protocols (Laboratory handbook on bovine mastitis 1999). 64 

 65 

Bacterial isolates 66 

Bacterial isolation was performed in Mannitol Salt Agar (Difco Laboratories Inc., Detroit, 67 

USA) enriched with egg yolk emulsion (HiMedia, Mumbai, India) and incubated aerobically 68 

at 37ºC (±1°C) with readings after 24, and 48 hours to identify colony morphology. All 69 

typical colonies of S. aureus with a positive coagulase test were cultured again in Mannitol 70 

Salt Agar to obtain a greater amount of bacteria for genomic DNA extraction.  71 

 72 

 DNA Extraction and S. aureus confirmation 73 

DNA extraction of typical colonies of S. aureus was performed using the heat treatment of 74 

bacteria conducted according to Fan et al. (1995). Subsequently, DNA concentration and 75 
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purity were assessed using a spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, 76 

USA) with absorbance at 260nm (Brakstad et al. 1992). 77 

The confirmation of S. aureus was achieved by Polymerase Chain Reaction (PCR) for 78 

amplification of the nuc gene (Kateete et al. 2010) (Table 1). For nuc gene detection, the 79 

ATCC® 43300 S. aureus subspecies aureus strain was used as a positive control and DNA 80 

Free Water (QIAGEN, Hilden, Germany) as a negative control.  81 

 82 

DNA Sequencing 83 

PCR amplified products were purified using the Quiacki purification® kit following the 84 

manufacturer's recommendations and forwarded to the Central Laboratory (LABCEN) of the 85 

Center of Biological Sciences (CCB) from Federal University of Pernambuco (UFPE).  86 

At LABCEN, purified PCR products were sequenced bidirectionally with ABI BigDye
TM

 87 

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit ver.3.1 (Applied Biosystems®) following 88 

the manufacturer's recommendations, by Sanger sequencing method. Afterwards, the 89 

sequences acquired were analyzed with aid of software BioEdit® (Hall 1999) and MEGA 5 90 

compared to the database found in the National Center for Biotechnology Information (NCBI) 91 

using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).  92 

 93 

Genotypic profile of beta-lactam resistance 94 

The genotypic profile of beta-lactam resistance of the S. aureus isolates was carried out by 95 

PCR for amplification of the blaZ, which encodes beta-lactamases, and the mecA and mecC 96 

genes, which are inducers of the beta-lactam site of action modification (Table 1). For 97 

detection of blaZ gene, PCR was performed according to Sawant et al. (2009) and the 98 

ATCC® 29213 S. aureus subspecies aureus strain was used as a positive control and DNA 99 

Free Water (QIAGEN, Hilden, Germany) as a negative control. For detection of mecA gene, 100 
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PCR was executed as described by Nakagawa et al. (2005) and thermal profile according to 101 

Paterson et al. (2012) and the ATCC® 43300 S. aureus subspecies aureus strain was used as a 102 

positive control and DNA Free Water (QIAGEN, Hilden, Germany) as a negative control. For 103 

detection of mecC gene, PCR was conducted as described by Paterson et al. (2012) and the 104 

ATCC® 43300 S. aureus subspecies aureus strain was used as a positive control and DNA 105 

Free Water (QIAGEN, Hilden, Germany) as a negative control. 106 

 107 

Table 1. Primer sequences for PCR and their respective sizes of amplicons in base pairs (bp) 108 

and references 109 

Primer 

name 
Sequence (5'-3') 

Predicted 

product (pb) 

 

Reference 

nuc 

 

F: GCGATTGATGGTGATACGGTT 279 Kateete et al. 

(2010) R: AGCCAAGCCTTGACGAACTAAGC 

blaZ F: AAGAGATTTGCCTATGCTTC 517 Sawant et al. 

(2009) R: GGCAATATGATCAAGATAC 

mecA F: TGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGAT 155 Nakagawa et al. 

(2005) R: CTAATCTCATATGTGTTCCTGTATTGGC 

mecC F: CATTAAAATCAGAGCGAGGC 188 Paterson et al. 

(2012) R: TGGCTGAACCCATTTTTGAT 

 110 

Positive controls for all genes were provided by the LDIC, DMV, UFRPE and used to 111 

confirm the accuracy of the PCR method. 112 

 113 

Phenotypic profile of beta-lactam resistance 114 

The phenotypic profile of beta-lactam resistance in S. aureus isolates was determined by 115 

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) technique using broth microdilutions of Oxacillin 116 

and Penicillin G, as described by Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI 2018). The 117 

MIC distribution data were obtained from all the S. aureus isolates and the ATCC® 29213 S. 118 

aureus subspecies aureus strain (provided by LDIC, DMV, UFRPE) was used as a positive 119 

control for penicillin resistance and the ATCC® 43300 S. aureus subspecies aureus strain 120 
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(provided by LDIC, DMV, UFRPE) as a positive control for oxacillin resistance. Also, the 121 

MIC values of each antimicrobial drug required to inhibit 50% (MIC50) and 90% (MIC90) 122 

were determined and expressed as absolute and relative frequencies (Field, 2011). 123 

 124 

Statistical analysis 125 

The qualitative variables were compared in contingency tables and analyzed by chi-square 126 

test at a 5% probability level (Sampaio 2002). 127 

 128 

Results 129 

Microbiological tests revealed S. aureus in 27 out of 432 (6.25%) milk samples (95% 130 

confidence interval [CI], 4.33-8.84) from two out of 9 dairy herds. All 27 bacterial isolates 131 

were positive to nuc gene and the sequencing analysis results obtained for all isolates were the 132 

same, the Staphylococcus aureus strain ch3 plasmid pLUH02 (NCBI accession number 133 

MH785250.1). Hence, genotypic and phenotypic resistances were evaluated in 27 bacterial 134 

isolates.  135 

Of all S. aureus isolates, 74.07% (20/27) were positive for blaZ gene (95% confidence 136 

interval [CI], 57.5-90.6) and none of these isolates were positive for mecA and mecC genes 137 

(Table 2). 138 

 139 

Table 2. Frequency of beta-lactam resistance genes among Staphylococcus aureus strains 140 

isolated from primiparous cows’ milk from dairy herds in Pernambuco state, Brazil. 141 

Dairy herd Number of 

milk samples 

S. aureus 

positive 

(%) 

blaZ positive  

(% of total of 

positive S. 

aureus) 

mecA positive  

(% of total of 

positive S. 

aureus) 

mecC positive  

(% of total of 

positive S. 

aureus) 

1 44 0 0 0 0 

2 28 0 0 0 0 

3 12 0 0 0 0 

4 24 0 0 0 0 
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5 56 1 (1.78) 1 (3.70) 0 0 

6 112 26 (23.21) 19 (70.37) 0 0 

7 88 0 0 0 0 

8 48 0 0 0 0 

9 20 0 0 0 0 

Total 432 27 (6.25) 20 (74.07) 0 0 

% = Relative Frequency 142 

 143 

Considering MIC test, MIC50 and MIC90 were, respectively, 0.5 and 2 µg/mL for penicillin G 144 

and 0.5 and 8 µg/mL for oxacillin (Table 3).  145 

 146 

Table 3. Comparison of antimicrobial resistance in Staphylococcus aureus isolates to a 147 

natural beta-lactam (penicillin) and a synthetic one (oxacillin) in MIC technique (μg/mL) 148 

Total of analyzed S. aureus 

isolates 

PEN OXA 

%       MIC50       

MIC90 

%       MIC50       

MIC90 

27  74.07      0.5             2 14.81       0.5             8 

% = Relative Frequency; PEN = penicillin G; OXA= oxacillin. 149 

 150 

There was a divergence between phenotypic and genotypic results to penicillin G because 151 

74.07% (20/27) of the isolates expressed phenotypic resistance (95% confidence interval [CI], 152 

57.5-90.6) but only 75% (15/20) of them carrying blaZ gene (95% confidence interval [CI], 153 

56.0-94.0). In addition, 25.92% (7/27) of the isolates were sensitive to penicillin (95% 154 

confidence interval [CI], 9.5-42.5) whereas 71.43% (5/7) of them carrying blaZ gene (95% 155 

confidence interval [CI], 37.9-104.9). However, there were no significant differences (P > 156 

0.05) between the results obtained from penicillin-resistant and penicillin-susceptible isolates. 157 

There was also a disagreement between phenotypic and genotypic analysis to oxacillin, 158 

considering that 14.81% (4/27) of the isolates expressed phenotypic resistance (95% 159 

confidence interval [CI], 1.5-28.5), but none of them carried mecA and mecC gene. It was not 160 
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possible to perform statistical analysis of the oxacillin-resistant and oxacillin-susceptible 161 

isolates because of the absence of mecA and mecC genes. 162 

  163 

Discussion  164 

The frequency of 6.25% of S. aureus in milk samples from primiparous cows is in accordance 165 

with previous findings from related study that suggests a rate of 8% (Fox, 2009). In a similar 166 

study, S. aureus isolates were identified in 10% of colostrum samples from primiparous cows, 167 

suggesting that this bacterium may have a mechanism allowing it to persist in their udder 168 

during first lactation and, potentially, in subsequent lactations, permitting the transmission 169 

between primiparous and multiparous cows (Stalder et al. 2014).  170 

Despite the role of S. aureus in IMIs, genotypic and phenotypic analyzes of this bacterium 171 

causing mastitis in primigravid cows are still poorly performed in Brazil (Castelani et al. 172 

2013; Robles et al. 2014; Santiago Neto et al. 2014; Martini et al. 2017). 173 

The occurrence of S. aureus in only two out of nine dairy herds may be related to the lack of 174 

hygiene during milking, with transmission from milkers' hands or teatcup liners to 175 

primiparous cows, to infections originated pre-calving, carried by flies or by direct contact 176 

with contaminated (e.g., skin or saliva) herdmates.  177 

Overall MIC results for penicillin G and oxacillin were higher compared to previous studies 178 

(Gentilini et al., 2000; Oliveira et al., 2000; Rubin et al., 2011), which may herald an 179 

escalating evolution of S. aureus strains resistant to beta-lactams. Besides, oxacillin had a 180 

14.81% (4/27) resistance rate and penicillin G had a 74.07% (20/27) resistance rate, being the 181 

highest rate among the S. aureus isolates.  182 

The phenotypic and genotypic results to penicillin G agree with earlier studies (Robles et al. 183 

2014; Yang et al. 2015) and may be related to the expression of other genes or to the existence 184 

of other resistance mechanisms. Additionally, blaZ gene detection does not necessarily mean 185 
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the gene has a detectable phenotype (Martini et al. 2017) and also there are mechanisms of 186 

gene inactivation (Hammad et al. 2014), by interfering with the phenotypic resistance 187 

detection.  188 

The phenotypic and genotypic results to oxacillin are similar to another study (Ba et al. 2019) 189 

and can be explained by other resistance mechanisms. According to previous studies 190 

(Hiramatsu et al. 2013; Becker et al. 2014), a possible explanation would be the occurrence of 191 

other homologous genes and the production of other classes of Penicillin-binding proteins, or 192 

due to an overproduction of beta-lactamase (Livermore and Brown 2001). Therefore, it should 193 

be noted that three of four isolates that expressed oxacillin resistance carried out blaZ gene, 194 

which may justify phenotypic resistance to oxacillin. 195 

In this perspective, the absence of mecA and mecC genes in S. aureus isolates from 196 

primiparous cows’ milk agrees with a study performed previously (Stalder et al. 2014), thus 197 

highlighting the epidemiological importance of blaZ gene as an inducer of beta-lactam 198 

resistance mechanisms among S. aureus in the studied region.  199 

Analysis of the results obtained in the current study indicates the spread of S. aureus strains 200 

resistant to beta-lactams among primiparous cows. Since there are no technical guidelines 201 

regarding the rational use of antimicrobials being applied in the dairy properties, it can be 202 

inferred that the indiscriminate use of these drugs may be the main cause for resistant S. 203 

aureus strains selection (Garcia et al. 2019), indicating the need of new management 204 

strategies involving the use of beta-lactam drugs. In addition, the use of beta-lactam 205 

antibiotics to treat mastitis in the northeastern region of Brazil should be discouraged and/or 206 

limited. 207 

These findings are significant from epidemiological point of view because they emphasize the 208 

need to carry out larger studies to monitor S. aureus and its antimicrobial resistance in dairy 209 

herds in the northeastern region of Brazil, aiming to contribute with genetic traceability and 210 
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epidemiology of the pathogen around the country. It is also important to highlight that the 211 

data should assist the veterinary authorities to deploy proper control measures and to 212 

implement strategies for the rational use of antimicrobials. 213 
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Genetic traceability of Staphylococcus aureus strains isolated from primiparous dairy 1 

cows mastitis, humans and environment in the Northeast region of Brazil 2 

 3 

Summary  4 

This Research Communication aimed to investigate the genotypic relatedness of 18 5 

Staphylococcus (S.) aureus strains isolated from intramammary infections in primiparous 6 

cows and extramammary sites on five dairy herds by repetitive extragenic palindromic 7 

polymerase chain reaction (rep-PCR) using RW3A primers, and by pulsed-field gel 8 

electrophoresis (PFGE) using the endonuclease SmaI. The isolates were also evaluated in 9 

vitro for the susceptibility against beta-lactam antimicrobials drugs (penicillin and oxacillin), 10 

considering that beta-lactams are frequently used for treating staphylococcal intrammamary 11 

infections. The rep-PCR typing was highly discriminatory (D value= 0.9804) and a total of 15 12 

patterns were detected. The S. aureus isolates were grouped in three different clusters (A to C) 13 

at 80% similarity. The PFGE method was also highly discriminatory (D value= 0.9667) and a 14 

total of 13 patterns were observed. The dendrogram analysis with an 80% similarity 15 

coefficient generated two different clusters (A and B). Also, clonally-related strains isolated 16 

from milk were identified at the same farm (Farm 1) by both typing methods, and despite the 17 

presence of dominant strains, our results suggest a high genetic diversity of S. aureus strains 18 

exist at the farms. A total of 15 out of 18 (83%) isolates were resistant to penicillin and one 19 

out of 18 (6%) to oxacillin. A better knowledge of antimicrobial drug-resistant S. aureus 20 

strains distribution in dairy herds might help in formulating strategies to control the 21 

intrammamary infections. Furthermore, knowing the dynamics of resistant strains of S. aureus 22 

should be used as guide to select effective drugs for the therapy of intramammary infections 23 

and to prevent the spread of these strains. 24 

  25 

Keywords: staphylococcal intramammary infection, DNA fingerprinting, drug resistance, 26 

beta-lactam, heifer. 27 
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Primiparous dairy cows are of key significance for every dairy herd as their mammary gland 28 

health status will directly impact the longevity of the animals and herd productivity. Despite 29 

of the common sense that they are not susceptible to intramammary infections (IMIs), an 30 

increasing number of recent studies have reported cases of mastitis in primiparous cows, 31 

mainly attributed to Staphylococcus spp (Anderson et al., 2012; Stalder et al., 2014; Baştan et 32 

al., 2015).  33 

There are still a lot of uncertainties about the epidemiology of these IMIs and Staphylococcus 34 

(S.) aureus has been considered an important contagious agent transmitted among lactating 35 

animals (Baştan et al., 2015). However, recent researches suggest humans and environment as 36 

potential sources of S. aureus causing mastitis in dairy heifers (Anderson et al., 2012; Stalder 37 

et al., 2014).  38 

Furthermore, emerging antimicrobial resistance in S. aureus has posed a serious problem to 39 

the treatment of mastitis in dairy herds (Dias et al., 2015) and antimicrobial-resistant 40 

Staphylococcus can serve as reservoirs of antimicrobial resistant genes (Anderson et al., 2012) 41 

with implications in public health.  42 

Considering the important role of Staphylococcus aureus on the mastitis etiology in 43 

primiparous cows, the objective of this study was to investigate the genotypic relatedness of 44 

S. aureus isolates causing IMIs in dairy heifers and extramammary sites on five dairy herds 45 

located in the dairy region of Pernambuco state, Brazil.   46 

 47 

Materials and Methods 48 

 49 

The experimental procedures were approved by the Ethics Committee on the Use of Animals 50 

(CEUA) of Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE), Recife, Brazil (License No. 51 

037/2018) and to the Human Research Ethics Committee at University of Pernambuco (UPE), 52 

Recife, Brazil (License No. 88030518.0.0000.5207). 53 

 54 

Bacterial isolates 55 

A total of 18 S. aureus strains were collected from five dairy farms (Table 1), named Farm 1 56 

(n=12), Farm 2 (n=1), Farm 3 (n=1), Farm 4 (n=2) and Farm 5 (n=2), located in the dairy 57 

region of Pernambuco state, Northeastern Brazil. The isolates were obtained from milk of 58 

primiparous dairy cows with subclinical mastitis, teat swabs, milking utensils, human hand 59 
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and human nostrils, between 2018-2019. All S. aureus strains were stored frozen in 60 

glycerinated BHI (Brain Heart Infusion) broth at -20ºC at the Laboratory of Infectious 61 

Diseases (LDIC) – UFRPE.  62 

 63 

Table 1. Frequency of Staphylococcus aureus in different sample sources taken from five 64 

dairy herds in Pernambuco state, Northeastern Brazil 65 

Sample source Farm 1 Farm 2 Farm 3 Farm 4 Farm 5 Total 

Milk 11 - - 1 - 12 

Teat swab 1 - - - - 1 

Milking utensils - - - 1 - 1 

Human hand - - - - 1 1 

Human nostril - 1 1 - 1 3 

 66 

Confirmation of Staphylococcus aureus 67 

Species confirmation was achieved by Polymerase Chain Reaction (PCR) for amplification of 68 

the nuc gene (Kateete et al., 2010) using ATCC® 43300 S. aureus subspecies aureus strain as 69 

a positive control and DNA Free Water (QIAGEN, Hilden, Germany) as a negative control. 70 

DNA extraction was conducted using the heat treatment of bacteria according to Fan et al., 71 

(1995). Subsequently, DNA concentration and purity were assessed using a 72 

spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) with absorbance at 73 

260nm (Brakstad et al., 1992).  74 

 75 

Polymerase Chain Reaction (PCR) testing for beta-lactam resistance genes 76 

PCR was performed for the amplification of blaZ gene, which encodes beta-lactamases, as 77 

previously described by Sawant et al. (2009) and mecA and mecC genes, which are inducers 78 

of the beta-lactam site of action modification, according to Nakagawa et al. (2005) and 79 

Paterson et al. (2012), respectively. 80 

 81 

Beta-lactam susceptibility test 82 

Antimicrobial susceptibility testing against penicillin and oxacillin was performed by broth 83 

microdilution according to CLSI (2018) and the results expressed in minimum inhibitory 84 

concentration (MIC). The isolates were then categorized as susceptible, intermediate and 85 

resistant based upon interpretative criteria developed by the National Committee of Clinical 86 

Laboratory Standards. The ATCC® 43300 S. aureus subspecies aureus strain was used as a 87 

recommended quality control reference organism to be run with each group of unknowns. 88 

 89 
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 90 

DNA fingerprinting by rep-PCR 91 

Genomic DNA was extracted according to Sambrook et al. (1989) and repetitive extragenic 92 

palindromic polymerase chain reaction (rep-PCR)  assay using the RW3A primer was carried 93 

out as described by Van der Zee et al. (1999) to investigate the genotypic relatedness of the S. 94 

aureus isolates from different sources. The PCR pattern analysis was performed as described 95 

by Van der Zee et al. (1999). Dendrograms was built by an unweighted pair group method 96 

with arithmetic mean clustering algorithm (UPGMA) and the genetic similarity between 97 

isolates was calculated using the Jaccard’s coefficient (1% tolerance), using BioNumerics 98 

software (Version 7.1, Applied Maths, Belgium). A S. aureus strain from United States and an 99 

E. coli strain were used for outgrouping purposes.  100 

 101 

DNA fingerprinting by PFGE 102 

Genomic DNA from 2 ml of overnight cultures was prepared in low-melting-point agarose 103 

plugs as described by André et al. (2008), and digested with the endonuclease SmaI (New 104 

England Biolabs, France) according to the manufacturer's instructions. The PFGE pattern 105 

analysis was performed as described by Tenover et al. (1995). Dendrograms was built by an 106 

unweighted pair group method with arithmetic mean clustering algorithm (UPGMA) and the 107 

genetic similarity between isolates was calculated using the Dice’s coefficient (5% tolerance), 108 

using BioNumerics software (Version 7.1, Applied Maths, Belgium). 109 

 110 

Discriminatory power of the typing methods 111 

The discriminatory power was assessed using the Simpson's index of diversity (D) that 112 

indicates the average probability that a typing system will assign a different type to two 113 

unrelated strains randomly sampled from a population (Hunter, 1990). 114 

 115 

Results and Discussion 116 

In this study, all 18 isolates were confirmed to be S. aureus by PCR for nuc gene and the 117 

presence of the blaZ gene was detected in 100% (18/18) of them; however, mecA and mecC 118 

were not detected among the isolates. 119 

Considering the antimicrobial susceptibility testing results, approximately eighty three percent 120 

(15/18) of the strains were resistant to penicillin and six percent (1/18) to oxacillin. 121 
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The detection of blaZ gene in all S. aureus isolates was mostly compatible to the phenotypic 122 

resistance profiles of penicillin and this usually occurs due to beta-lactamases action, whose 123 

production is induced by blaZ gene (Dias et al., 2015).  124 

The identification of one S. aureus isolate (from milk sample) showing phenotypic resistance 125 

to oxacillin and lacking both mecA and mecC genes could be explained by other resistance 126 

mechanisms, such as the occurrence of putative homologous genes, or due to a beta-lactamase 127 

hyperproduction. 128 

Also, the high occurrence of blaZ gene is in agreement with a study conducted by Krewer et 129 

al. (2015) in the Brazilian Northeast region, strongly suggesting its great epidemiological 130 

importance as a mechanism of beta-lactam resistance in staphylococci in dairy herds. 131 

The genetic relationship of the 18 S. aureus strains was assessed by both rep-PCR and PFGE 132 

analysis. Based on the cluster analysis, these strains were genetically diverse and 133 

heterogeneous. This is in concordance with previous studies that showed high genetic 134 

diversity among S. aureus strains from animals, environment and humans (Smith, 2015; 135 

Kümmel et al., 2016; Papadopoulos et al., 2018). 136 

The rep-PCR method was highly discriminatory (D value= 0.9804) and a total of 15 patterns 137 

were observed. The S. aureus isolates were grouped in three different clusters (A to C) at 80% 138 

similarity (Figure 1). The isolates from human origin were not related to those from animal 139 

and environmental sources. At a 100% similarity level, most of the isolates showed unique 140 

genotypic patterns and only three clusters (I to III) containing clonal isolates were identified. 141 

A highly diversity of genotypic patterns were observed among isolates within the same farm.  142 

 143 

144 
Figure 1. Dendrogram showing the genotypic relatedness of 18 Staphylococcus aureus 145 

isolated from different sources in five dairy herds in Pernambuco State, Northeastern Brazil, 146 
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which shows three clusters (A-C) at 80% similarity among the band profiles. Dendrogram 147 

was built based on the unweighted pair group method with arithmetic mean clustering 148 

algorithm (UPGMA) and genetic similarity using the Jaccard’s coefficient (1% tolerance) of 149 

the genotypic band patterns generated by repetitive extragenic palindromic polymerase chain 150 

reaction (rep-PCR) using the RW3A primer. 151 

 152 

By PFGE, using SmaI as the restriction enzyme, samples 15 and 18, both from human 153 

nostrils, could not be lysed. These isolates were therefore excluded from the analysis. 154 

Furthermore, the PFGE method was highly discriminatory (D value= 0.9667) and a total of 13 155 

patterns were observed. The dendrogram analysis with an 80% similarity coefficient 156 

generated two different clusters (A and B), all from Farm 1 (Figure 2). At a 100% similarity 157 

level, most of the isolates showed unique genotypic patterns and only two pulsotypes (I and 158 

II) containing clonal isolates were identified. The majority of the strains were grouped in 159 

pulsotype I. A highly diversity of genotypic patterns were observed among isolates within the 160 

same farm, in agreement with the results obtained by rep-PCR.  161 

 162 

 163 

Figure 2. Dendrogram showing the genotypic relatedness of 16 Staphylococcus aureus 164 

isolated from different sources in five dairy herds in Pernambuco State, Northeastern Brazil, 165 

which shows two clusters (A-B) at 80% similarity among the band profiles. Dendrogram was 166 

built based on the unweighted pair group method with arithmetic mean clustering algorithm 167 

(UPGMA) and genetic similarity using the Dice’s coefficient (5% tolerance) of the genotypic 168 

band patterns generated by pulsed-field gel eletrophoresis (PFGE) using the restriction 169 

enzyme SmaI. 170 

 171 
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Interestingly, both molecular typing methods demonstrated quite different genotypic profiles 172 

between human and milk samples. Additionally, there was no isolation of S. aureus in human 173 

sources in the farms with higher mastitis index, and there were no cases of heifer mastitis in 174 

the farms with higher isolation of S. aureus in human sources. Hence, S. aureus isolates 175 

associated with heifer mastitis were not of human origin.  176 

Also, clonally-related strains isolated from milk were identified at the same farm (Farm 1) by 177 

both typing methods, and despite the presence of dominant strains, our results suggest a high 178 

genetic diversity of S. aureus strains exist at the farms. 179 

No agreement between antimicrobial patterns, rep-profiles and PFGE-profiles was observed 180 

for the majority of the isolates. Therefore, beta-lactam resistance patterns alone were found to 181 

be of limited value in differentiating closely related strains.  182 

These findings revealed a significant diversity within the strain collection using rep-PCR and 183 

PFGE typing methods. Thus, the rep-PCR technique is a useful method for the epidemiologic 184 

characterization of S. aureus, the results being comparable to those obtained with the PFGE 185 

technique, both with a high discriminatory power. Also, both methods are powerful tools for 186 

confirmation of a specific S. aureus clone responsible for mastitis. In addition, rep-PCR could 187 

be used for screening due to its practicality and reproducibility. 188 

This report clearly demonstrates that detailed knowledge on the epidemiology of 189 

intramammary infections in primiparous cows caused by S. aureus might help in creating new 190 

approaches to reduce infection spread. Also, a better knowledge of drug-resistant S. aureus 191 

strains distribution in dairy herds might help in formulating strategies to control of infection. 192 

Furthermore, knowing the dynamics of resistant strains of S. aureus should be used as guide 193 

to select effective drugs for the therapy of intramammary infections and to prevent the spread 194 

of these strains. 195 

 196 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Os resultados obtidos nesse estudo a partir da avaliação da rastreabilidade 

genética e do perfil de resistência a beta-lactâmicos de cepas de Staphylococcus 

aureus isoladas de mastite em vacas primíparas, ambiente de ordenha e 

ordenhadores no estado de Pernambuco permitem concluir que: 

 A espécie Staphylococcus aureus possui um importante papel na 

epidemiologia da mastite em vacas primíparas no estado de Pernambuco; 

 Níveis significativos de resistência a beta-lactâmicos estão presentes entre 

cepas de Staphylococcus aureus isoladas em Pernambuco;  

 A elevada ocorrência do gene blaZ indica que a produção de beta-lactamase 

pode ser a principal estratégia de resistência aos betalactâmicos nesses 

microrganismos;  

 A ausência dos genes mecA e mecC, mesmo havendo isolados 

fenotipicamente resistentes à oxacilina, sugere que outros mecanismos de 

resistência estejam envolvidos, tais como: ocorrência de outros genes 

homólogos, produção de outras classes de proteínas ligadoras de penicilina, 

ou hiperprodução de beta-lactamases; 

 O isolamento de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a beta-

lactâmicos em amostras de vacas primíparas, ambiente (utensílios) e 

ordenhadores sugere a disseminação desses microrganismos no ambiente de 

ordenha, o que pode resultar na transmissão entre ordenhadores e animais, 

bem como na contaminação ambiental; 

 Há uma alta diversidade genética entre as cepas de Staphylococcus aureus 

isoladas em Pernambuco; 

 O perfil de resistência fenotípica e genotípica a beta-lactâmicos dos isolados 

de Staphylococcus aureus tem valor limitado na diferenciação clonal de 

cepas; 

 As técnicas de rep-PCR e PFGE são ferramentas de alto poder 

discriminatório para a identificação de cepas clonais de Staphylococcus 

aureus isoladas em Pernambuco.  

De modo geral, esses resultados corroboram para as preocupações atuais de 

Saúde Única (saúde animal, humana e ambiental), tornando-se evidente a 
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necessidade de estudos mais detalhados acerca da epidemiologia da mastite em 

vacas primíparas causadas por S. aureus, visando reduzir o risco de disseminação 

de cepas resistentes no ambiente agropecuário e permitir a formulação de novas 

estratégias de tratamento, prevenção e controle da doença. Sendo assim, 

recomenda-se a conscientização dos ordenhadores acerca da importância da 

higiene pessoal e do ambiente de ordenha, o uso racional de antimicrobianos e a 

escolha de drogas antimicrobianas apenas após a realização de testes de 

sensibilidade in vitro, diminuindo a possibilidade de seleção de S. aureus resistentes. 
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ANEXO A – Parecer de aprovação na Comissão de Ética no Uso de Animais da 

UFRPE. 
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ANEXO B – Parecer de aprovação No Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 

Humanos da UFPE 
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ANEXO C – Comprovante de publicação do manuscrito intitulado ―Ocurrence of β-

lactam-resistant Staphylococcus aureus in milk from primiparous dairy cows in the 

northeastern region of Brazil‖ 
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ANEXO D – Normas de submissão de manuscrito no periódico Tropical Animal 

Health and Production  
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ANEXO E – Comprovante de submissão do manuscrito intitulado ―Genetic 

traceability of Staphylococcus aureus strains isolated from primiparous dairy cows 

mastitis, humans and environment in the Northeast region of Brazil‖ 
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ANEXO F – Normas de submissão de manuscrito no periódico Journal of Dairy 

Research 
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APÊNDICE A – Publicação da Cartilha ―Mastite: Perguntas e Respostas‖. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A obra ―Mastite: Perguntas e Respostas‖ foi elaborada durante o período de 

mestrado e publicada pela Editora da UFRPE, nas formas impressa e eletrônica, 

com acesso disponível em: http://www.editora.ufrpe.br/mastite, destinando-se a 

orientar estudantes, técnicos e produtores rurais a respeito dos diversos aspectos 

que englobam a mastite em ruminantes, tais como: conceito, etiologia, impacto 

econômico, epidemiologia, patogenia, sinais clínicos, diagnóstico, riscos à saúde 

pública e profilaxia. 

http://www.editora.ufrpe.br/mastite

