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The most related microorganism in cases of bovine mastitis are Staphylococcus spp.
Some strains of these microorganisms have shown virulence factors like antibiotic
resistance genes, such as the resistance to methicillin, which represents a public health
problem. This literature review aims to compile data related to bovine mastitis caused by
Staphylococcus spp. Methicillin-resistant (MRS). Despite this antimicrobial not be commonly
used in the treatment of mastitis, the frequency of cases of infection of the mammary gland
caused by MRS has ranged from 1.34 to 47.6%. It is believed that the contact of humans
with animals positive for MRS and vice versa favors the transmission of this pathogen
among species, contributing to the variation in infection rates. MRS detection can be
performed by phenotypic tests, molecular tests or serological tests and control measures
must be taken such as the identification of cases, animal segregation, epidemiological study
of the infection source of herd and the constant cleanliness and hygiene of the confined
environment, equipment and milking utensils. Mastitis cases caused by this pathogen are
of great relevance to public health because the ingestion of contaminated and/or derived
from milk may trigger the transfer of MRS for human. Thus, a constant warning is required
on the epidemiological surveillance in dairy farms.

INDEX TERMS: Mastitis, cattle, Staphylococcus spp., meticillin, pathogenic microorganism, antimicrobial
resistance, epidemiology, bacterioses.

RESUMO.- Staphylococcus spp. sdo 0s micro-organismos mais
relacionados a casos de mastite bovina. Algumas cepas destes
micro-organismos tém apresentado fatores de viruléncia
como genes de resisténcia a antimicrobianos com destaque
para a resisténcia a meticilina que é um problema de saude
publica. Esta revisao de literatura tem o objetivo de compilar

a frequéncia de casos de infecgdo da glandula mamaria
causada por MRS tem variado entre 1,34 a 47,6%. Acredita-se
que o contato dos humanos com animais positivos para
MRS e vice-versa favoreca a transmissdo deste patégeno
entre as espécies, contribuindo para a variacdo nas taxas
de infeccao. A deteccdo de MRS pode ser realizada por
meio de provas fenotipicas, moleculares ou sorolégicas e as

dados sobre a mastite bovina causada por Staphylococcus spp.
resistente a meticilina (MRS). Apesar desse antimicrobiano
nao ser comumente utilizado no tratamento das mastites,
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medidas de controle devem contemplar a identificacdo dos
casos, segregacdo dos animais, estudo epidemiolégico da
fonte de infeccdo do rebanho, além da constante limpeza e
higienizacdo do ambiente de confinamento, equipamentos
e utensilios de ordenha. Casos de mastite ocasionados por
esse patégeno assumem relevancia para a saude publica,
pois a ingestdo de leite e/ou derivados contaminados podem
desencadear a transferéncia de MRS para seres humanos. Com
isso, é necessario um alerta constante quanto a vigilancia
epidemioldgica em fazendas leiteiras.
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TERMOS DE INDEXACAO: Mastite bovina, Staphylococcus spp.,
meticilina, Micro-organismo patogénico, resisténcia a antimicrobianos,
epidemiologia, bacterioses.

INTRODUCAO

Bactérias do género Staphylococcus sdao encontradas
naturalmente nas mucosas do trato respiratorio, urogenital
e digestivo de seres humanos e animais. Ja foram descritas
mais de 30 espécies de Staphylococcus spp., sendo que algumas
sdo frequentemente associadas a uma ampla variedade de
infeccoes de carater oportunista (Quinn et al. 1999).

Dentre as espécies de estafilococos, Staphylococcus aureus
é considerado um importante patégeno transmitido por
alimentos e causador de doencas transmitidas entre seres
humanos e animais, incluindo infec¢des da glandula mamaria,
também conhecidas como mastites (Lee etal. 2012). Segundo
Omoeetal. (2005), S. aureus é a espécie mais frequentemente
associada a casos e surtos de intoxicacdo alimentar, devido
a capacidade de algumas cepas produzirem varios tipos de
enterotoxinas (EE).

Além da intoxicagdo estafilocdcica, outra grande questao
que preocupa os profissionais de saude é a resisténcia
aos antimicrobianos apresentada por algumas cepas de
Staphylococcus spp. No caso especifico das mastites bacterianas,
o principal tratamento de eleicdo é a antibioticoterapia.
Porém, o uso elevado de antimicrobianos ou a sua utilizacdo
de forma indiscriminada aumenta o risco de seus residuos
no leite. Isso contribui para a contaminag¢ao do ambiente, da
cadeia alimentar e com o surgimento de cepas resistentes a
drogas de importancia para a saide humana, a exemplo de
Staphylococcus spp., resistente a meticilina (MRS) (Raia Junior
2001, Rollin 2001, Tetzner 2005). Uma vez que pode ocorrer a
transmissdo cruzada interespecifica de linhagens resistentes
pelo consumo de alimentos de origem animal, evidencia-se
um risco para a saude dos consumidores (Stohr & Wegener
2001, Guimaraes 2011).

Dentre as resisténcias a antimicrobianos observadas em
estafilococos, a meticilina é uma das mais preocupantes em
termos de saude publica, pois cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA) sdo comumente identificadas
como causadoras de infec¢des hospitalares, até mesmo nas
unidades de terapia intensiva (UTI). Além disso, algumas delas
também podem produzir enterotoxinas, comprometendo
ainda mais a satude dos pacientes (Intrakamha et al. 2012,
Rabelo et al. 2014).

Perante o exposto, objetivou-se compilar dados a respeito
da mastite bovina causada por Staphylococcus spp. resistente
a meticilina (MRS).

REVISAO DE LITERATURA

Staphylococcus spp.

O género Staphylococcus é caracterizado em testes
morfotintoriais como cocos que se coram como positivo no
teste de Gram, com didmetro de 0,5 a 1,5pum, sem motilidade,
oxidase negativo e ndo formadores de esporos. Além disso,
varias espécies sdo anaeroébias facultativas e produtores de
catalase. Existem mais de 30 espécies de Staphylococcus
spp. e, grande parte é comensal da pele e mucosas de seres
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humanos e animais, sendo encontrada nas mucosas do trato
respiratorio, urogenital e digestivo (Quinn et al. 1999).

Staphylococcus spp., sdo tipicos micro-organismos
mesofilos, apresentando crescimento na faixa de 7°C a 48°C,
sendo a temperatura de 37°C considerada ideal para seu
desenvolvimento. Além disso, sdo tolerantes a concentracao
de 5-7% de NaCl e areducdo da atividade de 4gua (A ) (Adams
& Moss 2008).

Tradicionalmente os estafilococos sdo divididos em duas
categorias: Staphylococcus coagulase negativo, que geralmente
compodem a microbiota natural dos seres humanos e animais,
e positivo que apresentam maior potencial patogénico, tendo
como principal representante Staphylococcus aureus (Hirsh
& Zee 1999, Neves et al. 2007). Essa classificacdo baseia-se
na capacidade do micro-organismo coagular o plasma, sendo
considerado um importante fator de patogenicidade dos
estafilococos.

Contudo, tem crescido o interesse no estudo de Staphylococcus
coagulase negativo (SCN) visto que, tais micro-organismos tém
sido relacionados como agentes causadores de infec¢des, a
exemplo das mastites, em seres humanos e animais (Cunha et al.
2004, Santos 2008, Medeiros et al., 2013). Além disso, ja
foram detectadas cepas produtoras de EE e portadoras de
genes de resisténcia a antimicrobianos em isolados de SCN
aumentando, dessa forma, sua importancia clinica (Oliveira
1999, Borges et al. 2008).

Espécies de estafilococos sio comumente relacionados
como causadoras de mastite em animais de producdo,
a exemplo dos bovinos (Langoni et al. 2006). Esses
micro-organismos, geralmente, sdo causadores de mastite
contagiosa caracterizada por uma alta ocorréncia de
casos subclinicos, onde ndo sio observadas alteragdes
macroscépicas no leite, glandula mamaria e sistémica no
animal (Bergonier etal. 2003, Muricy 2003, Mota et al. 2012).
Com isso, ha o risco de contaminacdo de equipamentos
e utensilios, além da possibilidade de veiculacdo desse
patégeno através de leite e derivados para seres humanos,
podendo desencadear casos de Doencas Transmitidas por
Alimentos (DTA) (Adams & Moss 2008).

Outra implicacdo na satude publica de Staphylococcus ssp.
causadores de mastites, diz respeito a presenca de cepas
resistentes a antimicrobianos e a capacidade da transferéncia
dos genes de resisténcia a seres humanos, a exemplo da
meticilina.

Apesar da meticilina ndo ser geralmente utilizada no
tratamento de mastites, cepas de MRS tém sido identificadas
em fazendas leiteiras (Moon et al. 2007, Fef3ler et al. 2010;
Lim et al. 2013, Paterson et al. 2014a). A transmissao
horizontal de MRS entre bovinos leiteiros e trabalhadores
das fazendas ja foi relatada (Juhasz-Kaszanyitzky et al.
2007), sugerindo que o contato entre seres humanos e
animais e vice-versa pode favorecer a transmissado de tais
cepas (Lim etal. 2013). Além disso, a resisténcia a meticilina
confere uma resisténcia virtual a praticamente todos os
B-lactamicos, exceto as cefalosporinas de ultima geracio, fato
que dificulta o tratamento em casos de infec¢des (Peacock
& Paterson 2015).
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Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (MRS)

A meticilina é um antimicrobiano da classe dos betalactamicos,
langada comercialmente no inicio da década de 60. Cerca de
um ano apos o inicio de sua comercializagao foi identificado
o primeiro isolado clinico de MRSA (Jevons 1961). A partir
de entdo, relatos da identificacdo de amostras de MRS
tornaram-se frequentes.

A resisténcia de Staphylococcus spp. a betalactamicos, a
exemplo da meticilina, ocorre pela producdo de batalactamase
ou pela modificagdo no sitio de acdo dos betalactamicos.

Abetalactamase é uma enzima extracelular que age sobre
o anel betalactamico, provocando sua hidrdlise e, consequente,
inativacdo (Garino Junior etal. 2011). Essa enzima é codificada
pelo gene blaZ, por meio de plasmideo ou cromossomo, que
produz uma penicinilase ap6s exposi¢io de Staphylococcus spp.
a antimicrobianos betalactamicos. Apés sua expressao, a
betalactamase inativa o medicamento através da clivagem do
anel betalactamico. A capacidade hidrolitica da betalactamase
depende de alguns fatores como sua localizacdo, cinética,
quantidade e condig¢des fisico-quimicas (Livermore 2000).
Além disso, o uso indiscriminado de antimicrobianos gera
uma pressao seletiva para o aparecimento dessa resisténcia
(McDougal & Thornsberry 1986, Livermore 2000, Torimiro et al.
2013, Dias et al. 2015).

A modificagdo no sitio de agdo dos betalactamicos é um
mecanismo de resisténcia mediado pelos Staphylococcus
Cassete Cromossomo (SCCmec), que sdo elementos genéticos
moveis. Esse é o mecanismo de resisténcia observado nas
amostras de MRS. Os betalactamicos agem através de ligacdo
com as proteinas de ligacdo a penicilina (PBP), resultando na
lise das células bacterianas. O SCCmec possui o gene mecA
que codifica uma PBP semelhante a PBP2a/PBP2’ que possui
reduzida afinidade aos betalactamicos, permitindo que os
Staphylococcus spp. mantenham sua biossintese até em
concentracio consideradas inibitdrias desses antimicrobianos
(Livermore 2000, Paterson et al. 2014a).

Em 2009 um estudo realizado por Garcia-Alvarez (2009)
sobre a epidemiologia da mastite bovina na Inglaterra
identificou, em amostras de leite de tanques, uma cepa de
S. aureus que apresentava caracteristicas fenotipicas de
MRSA (resisténcia a oxacilina e cefoxitina). Essa cepa foi
identificada como S. aureus LGA251 e apesar de apresentar
perfil fenotipico, foi negativa para o gene mecA pela técnica
de PCR. Posteriormente, essa cepa foi sequenciada e os
resultados do genoma demostraram que ela possuia um
gene homoélogo (aproximadamente 69% de identidade)
ao mecA, com isso recebeu a denominacdo de mecA
(Garcia-Alvarez et al. 2011). Porém, em 2012 o mecA,,,.,
foi renomeado para mecC, pois apresenta menos de 90% de
homologia com o mecA (Ito etal. 2012). Desde a sua primeira
descrigdo, tém aumentado a identificacdo de MRS portadores
do gene mecC, principalmente na Europa entretanto, até o
presente momento nao ha relatos de MRS portador de mecC
no continente americano (Paterson et al. 2014a, Concepcion
Porrero et al. 2014).

Cepas de MRS ja foram identificadas em casos de mastite
bovina em diversas partes do mundo como Gra-Bretanha,
Coréia e Alemanha (Fefiler et al. 2010, Lim et al. 2013,
Paterson et al. 2014a). No Brasil, existem poucos estudos
que identificaram casos de mastite causados por MRS,
demostrando a necessidade da realizacdo de estudos que
venham a contribuir para a epidemiologia da infec¢ao por
esse patdgeno no pafs (Guimardes 2011, Silva et al. 2014).

LGA251

Staphylococcus spp., resistente a meticilina em casos de
mastite bovina

Aspectos epidemioldgicos e clinicos. O primeiro relato
dainfeccdo de MRS em animais domésticos ocorreu em 1972,
na Bélgica, e tratava-se de casos de mastite em vacas leiteiras
(Devriese et al. 1972). Desde entdo, esporadicamente, sdo
relatados casos de mastite ocasionados por esse agente etiolégico
(Fefiler et al. 2010, Lim et al. 2013, Paterson et al. 2014a).
A disseminag¢do de MRS no ambiente pecudrio, principalmente
da espécie S. aureus levou a criagdo do termo LA-MRSA, do
inglés MRSA associated with livestock que em portugués
poderia ser traduzido como MRSA ligado ao ambiente pecuario
(Huber et al. 2010).

A meticilina ndo € um antimicrobiano comumente utilizado
no tratamento de mastites, porém ja foi reportado que o
contato entre seres humanos com animais positivos para MRS
e vice-versa pode favorecer a transmissdo do patégeno entre
as espécies. No estudo realizado por Juhasz-Kaszanyitzky et al.
(2007) com vacas acometidas por mastite subclinica e
trabalhadores (veterinarios, ordenhadores e assistentes)
de fazendas leiteiras na Hungria foi sugerida a transmissao
horizontal de isolados de MRSA entre seres humanos e vacas.
A possibilidade dessa forma de transmissao do patégeno
surge como um fator a ser considerado na epidemiologia
das mastites causadas por MRS que € o carater ocupacional
da infeccdo. Fato corroborado pelos resultados obtidos no
estudo realizado por Wulfetal. (2008) com 272 veterinarios
de todo o mundo em que foi identificado MRSA em 34 (12,5%)
profissionais, segundo os autores profissionais que tém
contato direto com animais apresentam um risco potencial
de tornarem-se portadores do patégeno.

Além da possibilidade de transmissdo entre seres humanos
e animais, o ambiente também pode ser uma das fontes de
infeccdo de MRS para os animais. Sabe-se que o MRS pode
sobreviver durante meses no ambiente, desde que existam
condicdes favoraveis a sua manutencdo, como umidade e
temperatura. Em estudo realizado por Lim et al. (2013), foram
isoladas cepas de MRS de teteiras, piso, cercas de protecao
e do sistema de ventilacdo de fazendas leiteiras na Coréia.
Segundo os autores, os resultados do estudo demonstram
a necessidade da ado¢do de medidas preventivas quanto
a transmissido de MRS entre humanos, animais e ambiente
das fazendas.

Nos rebanhos leiteiros as taxas de infeccdo podem variar
de 1,34 a 47,6% (Quadro 1). A mastite ocasionada por MRS
apresenta curso clinico homdlogo a desencadeada por outros
Staphylococcus spp. que se caracteriza pela forma subclinica
da infec¢do, com elevagdo na quantidade de células somaticas
(>200.000 céls/mL). Entretanto ha relatos da manifestacao
clinica da doenga, ocasionada por MRS, nesses casos os animais
apresentam um quadro agudo da infecgdo, onde sao observadas
alteracdes macroscépicas no leite, no tecido mamario e
sistémicas no animal (Chandrasekaran et al. 2014a, 2014b,
Puetal. 2014, Lim et al. 2013, Vanderhaeghen et al. 2010).

Técnicas de diagndstico da mastite causada por MRS.
Como mencionado anteriormente, na mastite desencadeada
pelo MRS ha predominancia de casos subclinicos. Com isso,
a contagem eletronica de células somaticas (CCS) no leite
pode ser utilizada como técnica de triagem com posterior
isolamento e/ou identificacdo do micro-organismo. Amostras
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Quadro 1. Frequéncia de Staphylococcus Meticilina-resistente (MRS) em casos de mastite bovina

Local Micro-organismo Frequéncia de MRS Referéncia
Coreia do Sul S. aureus 1,34% (12/894) Lee (2003)
Alemanha e Suica S. aureus 1,56% (2/128) Monecke et al. (2007)
Coreia do Sul S. aureus 2,5% (21/840) Moon et al. (2007)
SCN* 2,4% (19/840)

Egito S. aureus 3,15% (3/95) Kamal et al. (2013)

india S. aureus 3,15% (3/95) Chandrasekaran et al. (2014b)
Bélgica S. aureus 9,3% (11/118) Vanderhaeghen et al. (2010)
Paquistao S. aureus 10,38% (8/77) Farzana et al. (2004)
Turquia S. aureus 17,5% (18/103) Turutoglu et al. (2006)
Brasil - Distrito Federal S. aureus 22,8% (17/75) Andrade (2012)
Brasil - Paraiba Staphylococcus spp. 30,43% (14/46) Matos (2014)
China S. aureus 47,6% (49/103) Puetal. (2014)

*SCN = Staphylococcus Coagulase Negativo.

de leite com CCS superior a 200.000 células/mL podem ser
submetidas a pesquisa de MRS (Lim et al. 2013).

Para o isolamento de MRS as amostras de leite podem
ser plaqueadas em varios meios de culturas como o agar
base acrescido de sangue ovino, o agar MRSA (seletivo para
Staphylococcus aureus resistente a meticilina), agar Muller
Hinton e o 4gar sal manitol. As condi¢des de crescimento sao
praticamente as mesmas nesses meios de cultura, incubacgio
na faixa de 35-37°C por 24 /48 horas, sob aerobiose. Antes do
plaqueamento pode ser realizado um pré-enriquecimento em
meios liquidos como caldo Muller Hinton contendo 6,5% de
NaCl e/ou caldo triptona de soja contendo cefoxitina (3,5mg/L)
(Kamal et al. 2013, Lim et al. 2013, Chandrasekaran et al.
2014b, Vishnupriya et al. 2014). Apds o crescimento das
coldonias podem ser realizadas provas bioquimicas como
teste da catalase, coagulase e fermentacao da glicose para
diferenciacio das espécies de estafilococos (Silva et al.1997).

Fenotipicamente a resisténcia a meticilina pode ser
identificada por meio dos testes de suscetibilidade aos
antimicrobianos e concentragao inibitéria minima (CIM), em
ambos as drogas de eleigdo sdo a cefoxitina e/ou oxacilina
(CLSI 2008). De acordo com Muller (2009), pode-se tentar
aumentar a expressao da resisténcia a meticilina submetendo
0 micro-organismo a uma temperatura de incubacdo entre
33-35°C por 24 horas e com a adi¢do de cloreto de s6dio ao
meio de cultura onde serd realizado o crescimento microbiano.

A nivel molecular é possivel identificar MRS utilizando
a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) por meio da
amplificacdo dos genes mecA e mecC. A PCR atualmente é a
técnica de maior utilizagio para detecgdo de MRS, pois como
baseia-se na amplificacdo de DNA gera resultados confiaveis,
diminuindo o risco da identificacao de falsos negativos (Muller
2009, Paterson et al. 2012a, Chandrasekaran et al. 2014a).
Adicionalmente a PCR, existem técnicas como a Pulsed-Field
Gel Electrophoresis (PFGE) e a Multi-Locus Sequence typing
(MLST) que sdo importantes ferramentas em estudos de
epidemiologia molecular. A partir do emprego dessas técnicas
é possivel realizar a tipagem das amostras de MRS, rastrear
sua origem e analisar a correlacdo genética das amostras, tais
informacdes podem ser consideradas para a instituicdo de
medidas de controle do patégeno nos rebanhos (MCDougal et al.
2003, Juhasz-Kaszanyitzky et al. 2007, Paterson et al. 2012b,
Lim etal. 2013).
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Outro método de deteccdo de MRSA ¢é a identificagdo
da proteina PBP2a, codificada pelos genes de resisténcia a
meticilina. Para isso existem testes comerciais de aglutinacdo
em latex e Elisa (Muller 2009, Paterson et al. 2014b).

Controle e prevencao. As medidas de controle da mastite
causada pelo MRS contemplam identificacdo dos casos e do
patégeno, segregacio dos animais e estudo epidemiolégico
da fonte de infec¢do para o rebanho.

Inicialmente deve-se realizar a identificacdo dos animais
portadores, para que os mesmos sejam separados do rebanho
para tratamento. Por se tratar de uma mastite bacteriana, a
antibioticoterapia é o tratamento de eleigdo, como o MRS
confere uma resisténcia a praticamente todos os betalactamicos,
o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos pode fornecer
informacdes de quais drogas podem ou nao ser utilizadas.
No tratamento de infec¢cdes causadas por MRS em ambiente
hospitalar utiliza-se a vancomicina, apesar de ja terem
sido identificadas cepas de Staphylococcus spp. resistentes
a esse antimicrobiano. Animais cronicamente infectados
e/ou que apresentem casos de mastite recorrentes devem
ser descartados, por se tratar de uma importante fonte de
infeccdo para o rebanho (Radostits et al. 2000, Rabelo et al.
2014, Peacock & Paterson 2015).

O carater ocupacional da infecgdo por MRS deve ser levado
em consideracdo nos inquéritos epidemioldgicos de mastite
bovina, pois a fonte de infeccdo para as vacas pode ser um
trabalhador (veterinario, ordenhador, técnico agropecuario,
entre outros) que tenha contato direto com os animais. Nesse
sentido, é essencial a adog¢do de habitos higiénicos, além da
realizacdo de exames no ato da admissao e periodicamente
com esses profissionais (Juhasz-Kaszanyitzky et al. 2007,
Waulf et al. 2008, Lim et al. 2013).

Além disso, equipamentos e utensilios de ordenha, bem
como o ambiente de confinamento dos animais devem
permanecer limpos e higienizados, pois também podem
ser fontes de infec¢do tanto para o rebanho quanto para os
trabalhadores das fazendas (Lim et al. 2013).

CONSIDERACOES FINAIS

A emergéncia de MRS em todo o mundo tem preocupado
os profissionais de saide humana e animal. Nesse contexto,
casos de mastite ocasionados por esse patégeno assumem
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relevancia para a saide publica, pois aingestdo de leite e/ou
derivados contaminados podem desencadear a transferéncia
de genes de resisténcia para seres humanos.

Em relacdo as fazendas, esse patégeno causa prejuizos de
ordem economica devido a queda na producio e qualidade
do leite e descarte de animais bem como perdas de ordem
sanitdria, por se tratar de um patégeno contagioso.

Com isso, é necessario um alerta constante quanto a
introducdo de animais no rebanho, controle e tratamento
dos casos de mastite, saude dos funcionarios e limpeza do
ambiente das fazendas leiteiras.
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