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RESUMO 

 

SOARES, Lidiane de Castro. Correlação entre marcadores fenotípicos e genotípicos 
de virulência e resistência à oxacilina em Staphylococcus spp. coagulase-negativos 
isolados a partir de mastite bovina.82 p. Tese (Doutorado em Ciências Veterinárias). 
Instituto de Veterinária, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal 
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010. 
 

Os estafilococos coagulase-negativos (ECN) fazem parte da microbiota normal da pele 
e apesar de terem sido considerados saprófitas por muito tempo, o seu significado 
clínico como agente etiológico tem aumentado com o passar dos anos. No entanto, 
apesar de todo avanço nas técnicas de identificação dos ECN e do conhecimento destes 
como agentes etiológicos em diversos processos infecciosos, estes microrganismos 
muitas vezes são negligenciados na rotina laboratorial. A identificação das espécies de 
ECN, embora de difícil realização para a maioria dos laboratórios clínicos, é necessária 
para diferenciar o potencial patogênico e o perfil de resistência de cada isolado. O 
presente estudo foi conduzido para caracterizar fenotípica e genotipicamente o perfil de 
resistência aos antibióticos, especialmente à oxacilina, e fatores de virulência de 
isolados de Staphylococcus spp. coagulase-negativos provenientes de amostras de leite 
de vacas com mastite subclínica. Foram identificadas as espécies Staphylococcus 
xylosus, S. haemolyicus, S. cohnii e S. hominis. O teste de suscetibilidade 
antimicrobiana revelou elevada resistência à penicilina e ampicilina. Do total de 100 
isolados estudados, o gene mecA  foi detectado em apenas 4 (4%), os quais também 
foram mecR1 positivos.  O gene mecI  foi detectado em 47% dos isolados. Em 2 isolados 

foram detectados todos os genes do sistema mec (mecA-mecI-mecR1). A produção de 
beta-lactamases e do gene blaZ foi detectada em 16% dos isolados. Em 3 isolados foram 
detectados todos os genes do sistema bla (blaZ,  blaI e blaRI). Todos os isolados bla 
positivos foram resistentes a penicilina e ampicilina e positivos no teste do nitrocefin. O 
gene femA não foi detectado em nenhum dos isolados avaliados. Em relação aos fatores 
de virulência, a técnica da microplaca e o ágar contendo vermelho congo revelaram 
46% e 77% de isolados produtores de “slime”, respectivamente. Os genes icaA e icaD 
foram detectados em 9% e 10% dos isolados, respectivamente. A hemólise foi detectada 
em 13% dos isolados, destes 15,4% apresentaram hemólise total e 84,6% a hemólise 
parcial. Os genes hla e hlb não foram detectados em nenhum isolado. O sinergismo 
hemolítico foi positivo em 15 isolados sendo que destes, 14 não apresentaram 
hemolisinas. Não foi possível estabelecer uma correlação entre os testes fenotípicos e 
genotípicos de resistência aos antibióticos beta-lactâmicos nos isolados avaliados. 
 

 
Palavras-chave: Staphylococcus spp, mastite, oxacilina, fatores de virulência. 



  

ABSTRACT 

 

SOARES, Lidiane de Castro. Correlation between Phenotypic and Genotypic 
Markers of Virulence and Oxacillin Resistance in Staphylococcus spp. coagulase-
negative Isolates from Bovine Mastitis. 82 p. Tesis (Doctor in Veterinary Science). 
Instituto de Veterinária, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal 
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010. 
 
 
Coagulase-negative staphylococci (SCN) take part of the normal microbiota. Although 
this bacteria has been considered saprophytic, nowadays there is a concern about its 
pathogenic potential. Nevertheless, the improvement in SCN identification assays, it 
continues to be neglected in laboratorial routine of infectious diseases because of the 
wide range of species. In spite of this, the appropriated identification of the species is 
necessary  in order to differentiate the potential pathogenic agents and to determine its 
antimicrobial susceptibility pattern. The present study was performed to characterize 
phenotypically  and  genotypically  the antibiotic resistance profile and virulence factors 
of coagulase-negative Staphylococcus spp. isolated from milk samples of cows with 
subclinical mastitis. Staphylococcus xylosus, S. haemolyicus, S. cohnii and S. hominis 
were the identified species. Antimicrobial susceptibility test yielded a high level of 
resistance to penicillin and ampicillin.  A total of 100 isolates were studied, mecA gene 
was detected in 4% of isolates, also mecR1 positive.  The  mecI  gene was detected in 
47% of isolates. All mec genes (mecA-mecI-mecR1) were detected in only 2 isolates.  
The production of betalactamases and blaZ gene were detected in 16% of the isolates. 
From this, only 3 isolates showed all bla genes (blaZ, blaI e blaRI). All bla positive 
isolates were penicillin and ampicillin resistant and positive to nitrocefin test. The femA 
gene was not detected in any of the isolates. Concerning to the virulence factors, 
microplate technique and the congo red  agar presented production of slime in 46%  and 
77% of the isolates,  respectively. The icaA and icaD genes were detected in 9% and 
10% of isolates, respectively. Hemolysis was detected in 13% of the isolates, 15,4% of 
total hemolysis and 84,6% partial hemolysis. The hla and hlb genes were not detected in 
any isolate. The hemolytic synergism was positive in 15 isolates, of these 14 showed no 
hemolysins. Unable to establish a correlation between phenotypic and genotypic 
resistance to beta-lactam antibiotics in isolates. 
 

KEY WORD: Staphylococcus spp., mastitis, oxacillin, virulence factors 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Os estafilococos coagulase-negativos (ECN) foram por muito tempo considerados 
microrganismos saprófitas e raramente patogênicos. No entanto, atualmente são reconhecidos 
como agentes etiológicos de uma série de processos infecciosos em humanos e animais. Em 
animais, a importância dos estafilococos coagulase-negativos implicados na mastite bovina tem 
aumentado nos últimos anos, devido ao fato de comporem a microbiota saprófita da pele e da 
mucosa destes animais e dos ordenhadores, como do ambiente no qual o animal está inserido.  

A detecção de uma variedade de ECN presentes em amostras clínicas, e sua implicação 
como agentes etiológicos, está diretamente relacionada ao considerável progresso na classificação 
sistemática dos estafilococos através do desenvolvimento de diferentes métodos, manuais e 
automatizados, para identificação de características fenotípicas e genotípicas do gênero, espécies 
e subespécies. No entanto, de modo geral, as rotinas de identificação na maioria dos laboratórios 
de microbiologia clínica não contemplam a diferenciação deste grupo em espécies.  

Nas décadas mais recentes, o aumento no número de infecções por ECN levou à 
preocupação com um possível aumento de sua resistência aos antimicrobianos, em especial a 
classe dos beta-lactâmicos. A resistência à oxacilina constitui-se num marcador para avaliação da 
resistência cruzada com todos os antimicrobianos desta classe.  

A resistência estafilocócica à oxacilina está associada à alteração do sítio de ação do 
antibiótico pela produção de uma proteína ligante de penicilina adicional (PBP2a ou PBP2´), de 
baixa afinidade, que está ausente em isolados de Staphylococcus spp. sensíveis à meticilina. A 
PBP2a é codificada pelo gene mecA, o qual está contido no determinante mec, portado por um 
elemento genético móvel designado cassete cromossômico estafilocócico (SCCmec). A parte 
central desse segmento é composta pelo gene mecA e pelos genes mecR1 e mecI que são os genes 
responsáveis pela regulação do mecA. Os genes mecI e mecR1, tem atividade repressora e anti-
repressora, respectivamente, sobre o gene mecA. Além disso, os estafilococos podem tornar-se 
resistentes através da produção da beta-lactamase, uma enzima extracelular codificada por 
plasmídeos, decorrente da hidrólise do anel beta-lactâmico após a exposição do microrganismo 
ao antibiótico. A síntese de beta-lactamase em Staphylococcus spp. é codificada pelo gene 
plasmidial blaZ e pode ser constitutiva ou regulada pela presença do antibiótico, através de dois 
genes adjacentes, blaI e blaR1. 

O crescimento da resistência aos antimicrobianos é multifatorial, decorrente do aumento 
da pressão de seleção positiva no meio através do uso indiscriminado destes tanto na medicina 
humana quanto na medicina veterinária e, também, por práticas usadas na agricultura. Além das 
dificuldades no estabelecimento de medidas de controle do uso indiscriminado de antibióticos, as 
células bacterianas podem trocar seu material genético, ampliando a gama de bactérias 
resistentes.  

Outro importante fator de patogenicidade de Staphylococcus spp. coagulase-negativos 
inclui a produção de uma variedade de fatores de virulência que contribuem na invasão das 
defesas fagocíticas do hospedeiro, facilitando a sua aderência às células epiteliais e a colonização 
dos tecidos e persistência extracelular. A adesão de Staphylococcus spp. coagulase-negativos ao 
epitélio da glândula mamária é considerada o primeiro ponto crítico na patogênese. A maioria dos 
ECN pode expresar uma camada de mucopolissacarídeo, denominada, “slime”, que parece ajudar 
na aderência e colonização do microrganismo ao epitelio e a materiais diversos, como por 
exemplo, as teteiras da ordenhadeira mecânica. A habilidade em formar estes biofilmes 
(“slimes”) também auxilia no processo de sobrevivência bacteriana em ambientes hostis dentro 
do hospedeiro e é considerado um fator responsável pelas infecções crônicas e persistentes. O 
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lócus de adesão intercelular é denominado ica e consiste nos genes icaADBC responsáveis pela 
produção desse polissacarídeo. Os genes  icaA e o icaD vêm sendo relatados como os principais 
responsáveis pela formação do biofilme. Além disto, algumas espécies produzem hemolisinas 
que são diferentes entre si de acordo com ação lítica sobre os eritrócitos (alfa, beta, gama e delta 
hemolisinas). As do tipo beta e alfa são as mais importantes na patogênese das infecções 
intramamárias sendo que a beta toxina é uma esfingomielase Mg2+- dependente que degrada a 
esfingomielina presente na membrana celular. Elas podem apresentar um efeito hemolítico 
sinérgico (SHA), no qual as cepas podem ter uma ação sinérgica com outros microrganismos, 
aumentando o potencial patogênico. Estas hemolisinas são codificadas pelos genes hla e hlb e 
estão associadas às principais espécies patogênicas de Staphylococcus.  
Considerando-se a ocorrência de cepas de Staphylococcus spp. resistentes à oxacilina na 
medicina veterinária, e sabendo-se que esta substância é o fármaco de escolha no tratamento de 
infecções estafilocócicas graves, a possibilidade de transmissão zoonótica de cepas de 
Staphylococcus spp. resistente à oxacilina indica a necessidade de monitorar os perfis de 
isolamento e suscetibilidade aos antimicrobianos na prática veterinária. Frente a estes dados, o 
presente estudo teve como o objetivo avaliar a presença de espécies de Staphylococcus spp. 
coagulase-negativos em amostras de leite positivas para o CMT em bovinos de rebanhos leiteiros, 
assim como seus fatores de virulência e perfil de suscetibilidade antimicrobiana. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1. Gênero Staphylococcus  
 
O gênero Staphylococcus está amplamente distribuído na natureza e faz parte da 

microbiota normal da mucosa e da pele de mamíferos e aves. Atualmente abrange cerca de 42 
espécies e 24 sub-espécies registradas no banco de dados Taxonomy Browser (NCBI, 2006), 
sendo 20 espécies associadas a uma ampla variedade de infecções de caráter oportunista, 
comumente isoladas de amostras biológicas em seres humanos e animais.  De acordo com a 
edição de 1986 do Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (KLOOS; SCHLEIFER, 1994) 
são membros da família Micrococcaceae a qual é constituída também pelos gêneros Planococcus, 
Micrococcus e Stomatococcus. 

Os estafilococos são classificados como cocos Gram-positivos em forma de cachos de uva 
ou agrupados aos pares, em tétrades ou em massas irregulares. São imóveis, não esporulados e 
produtores da enzima catalase. Os membros da família Micrococcacae são diferenciados da 
família Streptococcacae pela prova da catalase. Esta prova detecta a presença de citocromo 
oxidase nas Micrococcacae. O teste é realizado com peróxido de hidrogênio (H2O2), na 
concentração de 3% em lâmina. A imediata produção de efervescência indica a conversão de 
H2O2 em água e oxigênio gasoso. A prova da catalase deve ser realizada a partir de um meio de 
crescimento sem sangue, porque os eritrócitos por si só podem produzir uma reação de catalase 
fraca (KONEMAN et al., 2008).  

Os estafilococos apresentam colônias grandes, com 1 a 2 mm de diâmetro, opacas, 
convexas, cremosas e suas cores variam do branco a vários tons de amarelo, dependendo da 
espécie. São mesófilos, apresentando temperatura ótima de 35ºC a 37ºC e são tolerantes a 
concentrações de 10% de cloreto de sódio (FRAZIER; WESHOFF, 2000). Apresentam 
capacidade de crescer dentro de uma escala compreendida entre os valores de pH 4,0 e 9,8, sendo 
o pH ótimo para crescimento compreendido entre 6,0 e 7,0 (KONEMAN et al., 2008). 

Este gênero bacteriano foi observado pela primeira vez em 1878 por Robert Koch 
(MORSE, 1984) e em 1881, Alexander Ogston, observou a presença desta bactéria em abscessos 
agudos e crônicos, introduzindo a palavra “Staphylococcus” para designar os microrganismos 
agrupados encontrados no pus. No entanto, foi Anton Julius Friedrich Rosenbach que, em 1884, 
obteve cultura pura de estafilococos, adotando, portanto o nome do gênero de Staphylococcus 
proposto inicialmente por Ogston. Esta foi à primeira descrição taxonômica, dividindo o gênero 
em duas espécies com base na presença de pigmento nas colônias: Staphylococcus pyogenes 
aureus (colônias amarelas) e Staphylococcus pyogenes albus (colônias brancas) (TOPLEY; 
WILSON, 1976).  

O gênero Staphylococcus está dividido em dois grupos com base na produção da enzima 
coagulase: - Staphylococcus coagulase-positivos, representados por S. aureus, S. delphini, S. 
intermedius, S. schleiferi coagulans e algumas cepas de S. hyicus, sendo S. aureus a espécie mais 
patogênica do gênero e associada a um amplo espectro de doenças, desde lesões cutâneas 
superficiais até severas infecções sistêmicas, no homem e em animais (SAKAI, 2004); - O grupo 
dos Staphylococcus coagulase-negativos (ECNs) pode ser dividido em dois grupos dependendo 
da sensibilidade ou resistência a novobiocina. Os Staphylococcus sensíveis a novobiocina 
incluem os Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis, 
Staphylococcus lugdunensis e os resistentes a novobiocina são as espécies Staphylococcus 
saprophyticus e Staphylococcus xylosus (HEILMANN; PETERS, 2000; von EIFF et al., 2004). 
Dentre estes microrganismos, S. epidermidis tem sido o isolado com mais freqüência associado a 
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infecções de caráter oportunista, seguido de S. haemolytics, S. lugdunensis, S. warneri e S. 
saprophyticus (von EIFF et al., 2004). No período entre 1950 e 1975, os Staphylococcus 
coagulase-negativos eram agrupados junto com a espécie Staphylococcus albus e a espécie 
Staphylococcus epidermidis era considerada distinta da espécie Staphylococcus aureus por sua 
inabilidade em coagular o plasma. A capacidade de coagular o plasma é o critério de 
identificação mais usado e geralmente aceito para a identificação de estafilococos. Acredita-se 
que o papel da enzima coagulase na patogênese das doenças estafilocócicas pode levar à 
formação de uma camada de fibrina formando o abscesso, localizando assim a infecção e, 
provavelmente, protegendo o microrganismo da fagocitose (efeito anti-fagocítico) e da ação de 
agentes antimicrobianos (ARCHER 2000; KONEMAN et al., 2008). 

Os Staphylococcus spp. coagulase-negativos diferem-se das espécies do gênero 
Micrococcus por serem oxidase negativas, resistentes à bacitracina, sensíveis à lisostafina, 
fermentarem a glicose em anaerobiose e por possuírem um conteúdo bastante reduzido de GC (30 
a 39%) (KONEMAN et al., 2008). 

Em geral, os Staphylococcus spp. apresentam uma relação benigna com o hospedeiro, no 
entanto adquirem potencial patogênico se tiverem acesso aos tecidos por meio de traumatismos 
da barreira cutânea, inoculação por agulhas ou implantação direta por próteses médicas como 
cateter, válvula cardíaca e marcapasso (HEIKENS, 2005).  

Os ECN fazem parte da microbiota normal da pele e de mucosas em humanos, no entanto 
em condições apropriadas podem causar infecções oportunistas hospitalares e comunitárias. Estes 
microrganismos podem ser isolados de várias áreas da superfície cutânea, incluindo canais 
foliculares, aberturas das glândulas sudoríparas e o lúmen dos folículos sebáceos. Além destas 
áreas, podem ser isolados das mucosas da faringe, conjuntivas, boca, glândulas mamárias e tratos 
intestinal, geniturinário e respiratório, áreas nas quais estas bactérias são consideradas habitantes 
secundários (KLOOS, 1999). 

O considerável progresso na classificação sistemática dos estafilococos e no 
desenvolvimento de métodos para a identificação do gênero, espécies e subespécies, tem 
permitido aos clínicos se inteirarem da variedade de ECN presentes em amostras clínicas e, 
assim, os considerarem como agentes etiológicos de uma série de processos infecciosos. São, 
portanto reconhecidos como microrganismos essencialmente oportunistas, que se prevalecem de 
inúmeras situações orgânicas para produzir graves infecções (CUNHA et al., 2002). Estes 
microrganismos apresentam elevado risco potencial de bacteremia em seres humanos e animais 
imunocomprometidos (HUDOME; FISHER, 2001; CUNHA et al., 2002). No entanto, embora a 
capacidade dos ECN de causar infecções seja bem documentada, esses microrganismos ainda têm 
sido em alguns casos negligenciados quanto à sua importância clínica (CUNHA et al., 2002). 

Atualmente, os Staphylococcus spp. coagulase-negativos igualam-se aos Staphylococcus 
aureus em relatos de doenças infecciosas hospitalares ou como causa primária das infecções de 
feridas externas. Dados do “National Nosocomial Infection Surveillence System” mostraram que 
de janeiro de 1990 a maio de 1999 os Staphylococcus spp. coagulase-negativos foram os 
patógenos mais comuns descritos isolados de bacteremias e em pacientes hospitalizados (COSTA 
et al., 2004; von EIFF et al., 2004). Na medicina veterinária, os ECN têm sido associados com 
freqüência a quadros de mastite bovina subclínica (AMARAL et al., 2003). 

S. epidermidis é o principal patógeno oportunista entre os ECN, sendo o microrganismo 
recuperado com maior freqüência representado entre 50 a 80% dos isolados clínicos 
(MICHELIM et al., 2005). Segundo Langoni e colaboradores (2000) esta espécie tem sido 
associada a quadros de mastite bovina. 
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S. hameolyticus é a segunda espécie isolada e freqüentemente associado à resistência 
antimicrobiana (CHANG et al., 2003a) e também tem sido associado a mastite bovina 
(STAMFORD et al., 2006). 

As infecções causadas por S. lugdunensis tem o mesmo curso clínico em termos de 
virulência e destruição tecidual que S. aureus.  Estão freqüentemente associadas a quadros de 
endocardite de válvula natural (HAILE et al., 2002; JONES et al., 2002). 

S. saprophyticus estão associados a infecções do trato urinário em pacientes jovens e 
também em infecções hospitalares (ARCHER, 2000). 

Além destas espécies, outras como S. warneri e S. xylosus também estão associadas com 
infecções oportunistas tanto na medicina humana quanto na medicina veterinária, no entanto, são 
menos freqüentes. Estas espécies produzem uma variedade de produtos extracelulares como 
DNAse, lipase, protease e hemolisinas (CENTER et al., 2003; ASO et al., 2004). Segundo 
Dordet-Frisoni e colaboradoreas (2007) Staphylococcus xylosus é uma bactéria ubíqua, comensal 
da pele e membranas mucosas de mamíferos e aves (NAGASE et al., 2002).  Pode ser encontrada 
em diferentes ambientes (SHALE et al., 2005; NIMRAT et al., 2006) sendo usualmente isolada 
de amostras de leite e carne crua. Esta espécie é normalmente definida como não patogênica, no 
entanto, algumas cepas de S. xylosus são relatadas como causadoras de infecções oportunistas em 
animais e humanos (SIQUEIRA et al., 2002; WON et al., 2002; TOMPKINS et al., 2004). 

Os ECN podem ser facilmente diferenciados em espécies através de suas características 
bioquímicas, contudo, na maioria dos laboratórios de microbiologia clínica, tal identificação não 
é feita de rotina. A identificação dos ECN é de grande importância para a associação de certas 
espécies com infecções específicas, tendo em vista que alguns dados sugerem que além de S. 
epidermidis e S. saprophyticus, que têm sido considerados patogênicos, algumas espécies como o 
S. haemolyticus e S. lugdunensis, estão mais associados às infecções do que outras espécies 
(ARCHER, 1995; CUNHA et al., 2002). 

Além de sua importância como patógeno em diversos quadros de infecções os 
estafilococos apresentam elevada resistência aos antimicrobianos. Isolados de ECN são 
freqüentemente resistentes aos antibióticos beta-lactâmicos, incluindo à oxacilina, limitando, 
portanto a escolha do antibiótico para o tratamento das infecções (De GIUSTI, 1999).   
 
2.2 Resistência Antimicrobiana 
 

Nas décadas mais recentes, o aumento no número de infecções por ECN levou à 
preocupação com um possível aumento de sua resistência aos antimicrobianos, em especial a 
classe dos beta-lactâmicos. A resistência à oxacilina constitui-se num marcador para avaliação da 
resistência cruzada com todos os antimicrobianos desta classe.  

 
2.2.1 Beta-lactâmicos  

Os beta-lactâmicos representam a classe mais variada e amplamente utilizada de 
antimicrobianos. Pertencem a este grupo todos os antibióticos que apresentam o anel beta-
lactâmico em sua estrutura, sendo a penicilina, a principal família que se divide em três 
classificações: penicilinas naturais (ex. penicilinas G e V), aminopenicilinas (ex. ampicilina e 
amoxicilina) e penicilinas antiestafilocócicas, como a oxacilina e a meticilina, sendo esta última, 
ainda não utilizada no Brasil (BLACK, 2002; LOWY, 2003). Além das penicilinas, também 
pertencem a este grupo as cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenêmicos. 
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2.2.1.1 Penicilinas 
 Estes agentes atuam na inibição da síntese da parede celular bacteriana através da ligação 

com proteínas específicas associadas à síntese de peptidoglicano (“PBP” – Proteína Ligante de 
Penicilina), assim denominadas por se ligarem aos antibióticos beta-lactâmicos. As “PBPs” são 
proteínas de membrana que estão envolvidas na biossíntese da parede celular e que possuem 
função de transpeptidase (WALKER et al., 1999; WITTE et al., 1999; BLACK, 2002; LOWY, 
2003). Estas proteínas catalisam a reação de transpeptidação que faz a ligação cruzada dos 
peptidoglicanos da parede celular. As cinco principais “PBPs” são PBP 1, 2, 2b, 3 e 4 e são 
produzidas tanto por isolados de Staphylococcus spp. sensíveis como resistentes (CHAMBERS, 
1997; IZDEBSKI et al., 2008). Promovem a formação das pontes transversas de pentaglicinas do 
peptidoglicano, através da ligação da D-alanina de uma cadeia peptídica com a L-lisina da cadeia 
subseqüente. Os antibióticos beta-lactâmicos, ao inibirem as “PBPs”, impedem a formação da 
camada de peptidoglicano da parede celular, o que parece desencadear a morte bacteriana devido 
ao enfraquecimento desta camada (WAXMAN; STROMINGER, 1983; TOMASZ et al., 1991; 
DOMINGUEZ et al., 1997; De GIUST, 1999; PINHO et al., 2004). 

Os estafilococos resistentes à penicilina foram detectadosIzdebski  a partir de 1950 e 
atualmente cerca de 90% das cepas são resistentes a este antibiótico (LOWY, 2003).  

Embora a maioria dos isolados de estafilococos coagulase-negativos clinicamente 
significativos apresente resistência a penicilina, esses fármacos oferecem vantagens devido ao 
baixo custo, sendo, portanto recomendados para o tratamento de isolados sensíveis (GRAHAN, 
2000). No entanto, o aumento no número de infecções causadas por ECN nos últimos anos e sua 
freqüente resistência à meticilina e oxacilina, penicilinas resistentes às penicilinases, têm sido 
fonte de estudo de muitos pesquisadores em todo o mundo (De GIUSTI, 1999).  

A resistência estafilocócica aos antibióticos beta-lactâmicos deve-se a dois mecanismos 
distintos: a produção da enzima beta-lactamase codificada na maioria das vezes por plasmídeos e 
a produção de PBP2a. O mecanismo de resistência à penicilina associada à produção da beta-
lactamase, uma enzima extracelular, é decorrente da hidrólise do anel beta-lactâmico após a 
exposição do microrganismo ao antibiótico (STAPLETON; TAYLOR, 2002; LOWY, 2003). A 
síntese de beta-lactamase em Staphylococcus spp. é codificada pelo gene blaZ  que pode ser 
plasmidial ou cromossomal, podendo a resistência ser constitutiva ou regulada pela presença do 
antibiótico, através de dois genes adjacentes, blaI e blaR1 (HACKBARTH; CHAMBERS, 1993; 
LOWY, 2003). O primeiro é um repressor da transcrição de blaZ, e o segundo, um anti-repressor. 
Quando não existe penicilina no meio, BlaI se liga ao promotor de blaZ, inibindo a transcrição do 
gene. Quando a penicilina está presente, a proteína se liga à enzima BlaR1, presente na 
membrana celular, que por sua vez cliva a enzima Bla1, ativando o promotor de blaZ e 
conseqüentemente iniciando a produção de beta-lactamase  (GREGORY et al., 1997; LEWIS et 
al., 1999; CLARKE; DYKE, 2001). A ativação de blaZ inicia-se com a acilação irreversível 
concomitante à abertura do anel betalactâmico. A acilação é o primeiro evento na transdução do 
sinal (GOLEMI-KOTRA et al., 2003; WILKE et al., 2005). 

O antibiótico liga-se à parte extracelular (terminal carboxil) de BlaR1 e causa uma 
mudança conformacional que leva à ativação proteolítica intracelular de BlaR1. O segundo 
evento na transdução de sinal é uma discreta clivagem proteolítica do domínio 
intracitoplasmático de BlaR1. A autoclivagem é seguida pela propagação citoplasmática do sinal 
e posteriormente pela proteólise da proteína repressora. O repressor Bla1 após clivado pela 
protease BlaR1 libera blaZ do controle transcricional negativo, permitindo a transcrição de blaZ e 
síntese da beta-lactamase (FUDA et al., 2004). Atualmente são reconhecidos quatro produtos do 
gene  blaZ (A, B, C e D) os quais têm sido distinguidos pela sorotipagem e diferenças na 
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hidrólise do substrato beta-lactâmico. Os tipos A, C e D são geralmente localizados em 
plasmídeos, enquanto que o tipo B é encontrado no cromossomo (GOLEMI-KOTRA et al., 2003; 
WILKE et al., 2005). 

O segundo mecanismo de resistência está associado à alteração do sítio de ação do 
antibiótico pela produção de uma proteína ligante de penicilina adicional (PBP2a ou PBP2’), de 
baixa afinidade, que está ausente em isolados de Staphylococcus spp. sensíveis a meticilina. A 
PBP2a é codificada pelo gene mecA, (KATAYAMA et al., 2001; KURODA et al., 2001) o qual 
está contido no determinante mec ou segmento mec, portado por um elemento genético móvel 
designado cassete cromossômico estafilocócico (SCCmec). A parte central desse segmento é 
composta pelo gene mecA e pelos genes mecR1 e mecI que são os genes responsáveis pela 
regulação do mecA. Os genes mecI e mecRI, tem atividade repressora e anti-repressora, 
respectivamente, sobre o gene mecA (ARCHER et al., 1995). A regulação da expressão de 
resistência ocorre por ligação de um betalactâmico com a proteína MecR1 (produto de mecR1 = 
anti-repressor de mecA), que ativada, cliva a MecI (produto do gene repressor mecI) e permite a 
transcrição de mecA com produção de PBP2a. A expressão do gene mecA é constitutiva ou 
induzida por antibiótico betalactâmico, como a oxacilina e meticilina (ARCHER et. al., 1995; 
LOWY, 2003).  

A produção de PBP2a com baixa afinidade aos antimicrobianos beta-lactâmicos, substitui 
as funções das PBPs de alta afinidade, permitindo que a célula se desenvolva em concentrações 
do antibiótico que em outras condições seriam letais. E é, sem dúvida, o principal mecanismo 
responsável pela resistência à oxacilina, embora outros mecanismos tenham sido descritos, como 
alteração de outras “PBPs” e a hiperprodução de beta-lactamases (De GIUSTI, 1999; 
PETERSSON et al., 1999; PETINAKI et al., 2001; SWENSON et al., 2005). 

Alguns genes independentes do lócus mec parecem contribuir para a expressão da 
resistência aos beta-lactâmicos.  Estes genes são designados de fem (femA, femB, femC, femD e 
femE  - fatores essenciais para a expressão da resistência) e estão presentes no cromossoma de S. 
aureus resistentes a meticilina. Estes genes regulam a síntese e degradação do peptidoglicano e 
podem ter participação indireta na resistência à meticilina/oxacilina em função de diminuição de 
transcrição ou modificações estruturais de seus produtos que são as proteínas denominadas Fem 
(VANNUFFEL et al.,1995). No entanto, a presença destes genes em ECN ainda é controversa.  

A literatura também relata que os genes blaI e blaR1 podem modular a expressão 
transcricional do gene mecA e regular a produção da PBP2a devido ao alto grau de homologia 
encontrada nos sistemas  mec e bla (ROSATO  et al., 2003; WILKE et al., 2005). O gene blaR1 é 
relatado como um forte indutor do gene mecA e blaI  um fraco repressor. Além disso, há relatos 
que a regulação em isolados clínicos seja feita pelos genes bla devido a deleções ou mutações no 
gene mecI que exerce atividade repressora (GROOM, 2001). A expressão gênica do mecA pode  
apresentar dois fenótipos de resistência, resultando em fenótipo induzível ou constitutivo. A 
PBP2a é induzida pela presença dos antibióticos beta-lactâmicos, no entanto, esta proteína 
também pode ser produzida constitutivamente. O fenótipo induzível está associado à presença de 
plasmídeos contendo o operon bla, responsável pela produção de beta-lactamases, regulado pelos 
genes blaI e blaZ. O fenótipo constitutivo ocorre quando há eliminação ou perda do plasmídeo ou 
da beta-lactamase plasmidial convertendo a cepa de um fenótipo induzível para constitutivo. 
(KATAYAMA et al., 2005).  

Nos últimos anos, o CLSI padronizou o uso do disco de cefoxitina, uma cefalosporina de 
segunda geração, para detecção do gene mecA por ser um forte indutor de seu sistema regulatório. 
Estudos têm relatado maior eficácia em testes de difusão em disco com cefoxitina correlacionado 
com a presença do gene mecA, em relação ao uso da oxacilina (SWENSON et al., 2005).   A 
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cefoxitina induz a produção de PBP2a e têm provavelmente uma afinidade elevada para PBP2 
estafilocócica (DANCER, 2001). 
 
2.2.1.2 Beta-lactâmicos em associação com inibidores de beta-lactamases 

O ácido clavulânico, sulbactam e o tazobactam são inibidores das beta-lactamases. 
Possuem fraca atividade antibacteriana, no entanto protegem o antimicrobiano contra a 
degradação por enzimas beta-lactamases e estende de forma efetiva seu espectro de ação 
antimicrobiana. São comumente utilizados em cepas resistentes à ampicilina e amoxicilina. 
(MOTTI, 1990; SCHECHTER; MARANGONI, 1998).   
 
2.2.1.3 Cefalosporinas 

As cefalosporinas pertencem ao grupo dos antibióticos beta-lactâmicos, como as 
penicilinas. Em 1945 foram identificadas diversas substâncias com atividade antibacteriana 
produzidas pelo fungo Cephalosporium acremonium. Uma destas substâncias, a cefalosporina C, 
apresentava atividade sobre diversas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Por ser 
resistente à ação da penicilinase, seu uso em infecções estafilocócicas foi sugerido, pois já 
naquela época a resistência deste microrganismo às penicilinas era um problema emergente 
(LEITER, 2000).  

A ação destes antibióticos é a inibição da ligação final do peptidoglicano, impedindo a 
formação da parede celular bacteriana. Desta forma, a bactéria não é capaz de manter sua forma 
nem o equilíbrio osmótico com o meio externo. Como agem sobre a formação da parede 
bacteriana, as cefalosporinas são especialmente ativas em bactérias em fase de multiplicação 
(BOOTH; MCDONALD, 1992). 

A estrutura das cefalosporinas é baseada no ácido aminocefalosporânico, enquanto que as 
penicilinas são baseadas no ácido penicilinânico. Esta diferença estrutural, embora pequena, é 
suficiente para impedir a ação das penicilinases sobre as cefalosporinas. As diferenças em cadeias 
laterais “R” deram origem às diferentes cefalosporinas e causam variações no espectro de ação 
destes antibióticos (KOROIKOVAS; BURCKHALTER, 1998).  

A resistência bacteriana às cefalosporinas pode ocorrer devido a diferenças estruturais 
intrínsecas nas “PBPs” que são alvos deste fármaco. Outros mecanismos de resistência estão 
associados como desenvolvimento de “PBPs” com menor afinidade pelo antimicrobiano e 
destruição enzimática do anel beta-lactâmico por enzimas beta-lactamases (ADAMS, 2003).  

Segundo Spinosa e colaboradores (1999) as cefalosporinas são classificadas por gerações 
de acordo com a atividade antimicrobiana. As cefalosporinas de primeira geração são 
caracterizadas por espectro de ação antimicrobiano mais estreito, atuando predominantemente 
sobre bactérias Gram-positivas; são ativas também contra estafilococos produtores de 
penicilinase. As cefalosporinas de segunda geração são menos ativas que as de primeira geração 
contra bactérias Gram-positivas, porém tem maior atividade contra bactérias entéricas Gram-
negativas. As cefalosporinas de terceira geração possuem o maior espectro de ação contra 
bactérias Gram-negativas, e possuem certa estabilidade na presença de beta-lactamases, porém 
são menos ativas em bactérias Gram-positivas. Já as cefalosporinas de 4ª geração reúnem as 
vantagens da 1ª e 3ª geração e apresentam boa atividade tanto sobre microrganismos Gram-
positivos quanto Gram- negativos (ADAMS, 2003). 

Na mastite bovina, as cefalosporinas de primeira geração são as mais indicadas, 
especialmente em mastite subclínica e no tratamento de vacas secas. Sua melhor atuação sobre 
bactérias Gram-positivas, causadoras da maior parte das mastites subclínicas, garante-lhes um 
lugar de destaque nestes casos. Associado a isto, as cefalosporinas são atóxicas e não irritantes, 
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persistindo em concentrações úteis por no mínimo 48 horas após sua aplicação e são resistentes 
às beta-lactamases produzidas por estafilococos (LÓPEZ, 1996). 
 
2.2.1.4 Carbapenemas 

Os carbapenemas, meropenem e imipenem, representam os beta-lactâmicos com grande 
espectro e potência antimicrobiana, e são os únicos carbapenêmicos disponíveis para uso clínico 
no Brasil, nos Estados Unidos e na Europa (EDWARDS; BETTS, 2000; PAI, 2001). O 
meropenem apresenta atividade in vitro superior contra Gram-negativos enquanto que o 
imipenem é discretamente mais ativo contra Gram-positivos (EDWARDS; BETTS, 2000). Estes 
antimicrobianos inibem a síntese da parede celular bacteriana, após fixação às proteínas de 
ligação à penicilina. É estável a hidrólise pela maioria das classes de beta-lactamases, incluindo 
as penicilinases, cefalosporinases e beta-lactamases. Os estafilococos resistentes à meticilina e os 
enterococos são resistentes aos carbapenemas, in vitro, devido à insensibilidade para o alvo das 
PBPs (SADER; GALES, 2001). 

Até o presente momento não foi relatado resistência cruzada com outras classes de 
antimicrobianos. No entanto, os microrganismos podem apresentar resistência a mais do que 
uma classe de agentes antibacterianos, quando o mecanismo é impermeabilidade a alguns 
compostos e/ou uma bomba de efluxo (PAI, 2001; SADER; GALES, 2001). 
 
2.2.2 Glicopepetídeos 

A vancomicina é um glicopeptídeo produzido por Streptococcus orientalis que foi 
introduzida em 1958 para o tratamento clínico de infecções estafilocócicas resistentes a oxacilina. 
A partir do final de 1986, na Europa, e 1988, nos Estados Unidos, a resistência clinicamente 
significativa à vancomicina passou a ser identificada entre os enterococos. Neste momento, 
infecções causadas por estafilococos com sensibilidade diminuída à vancomicina também foram 
descritas. 

Seu mecanismo de ação é a inibição da síntese da parede celular bacteriana através da 
ligação com elevada afinidade ao terminal D-alanil-D-alanina das unidades precursoras da parede 
celular. Ocorre bloqueio da transglicosilação, mecanismo diferente do empregado pelos fármacos 
beta-lactâmicos, não sendo degradadas, portanto por beta-lactamases. Além disso, alteram a 
permeabilidade da membrana celular bacteriana, além de serem capazes de inibir a síntese de 
RNA (SCHECHTER; MARANGONI, 1998; HEIJENOORT, 2001). 

O primeiro relato de S. aureus com resistência intermediaria a vancomicina ocorreu em 
1997, no Japão (HIRAMATSU et al., 1997). Posteriormente, novos casos de resistência foram 
relatados em outros países, inclusive no Brasil após pacientes serem submetidos à terapia com 
este antimicrobiano (SMITH et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2001; LOWY et al., 2003). 

 Até o momento foram identificadas duas formas de resistência a vancomicina em 
Staphylococcus aureus: VISA (S. aureus com sensibilidade intermediária a vancomicina) e 
VRSA (S. aureus resistente à vancomicina). Os isolados VISA apresentam CIM entre 8 a 16 
µg/mL e  podem apresentar heteroresistência. Acredita-se que este fenótipo esteja associado à 
exposição ao agente antimicrobiano (WALSH; HOWE, 2002; COSGROVE et al., 2005) e com 
mudanças na biossíntese do peptidoglicano, onde nestes isolados a parede celular é mais espessa 
(LOWY, 2003), o que leva a exposição de maior quantidade de resíduos D-alanil-D-alanina para 
se ligar ao antimicrobiano. Desta forma a ligação da vancomicina na cadeia de peptidoglicano 
atua impedindo que moléculas do antimicrobiano alcancem seu alvo na superfície da membrana 
plasmática para exercer sua inibição da síntese do peptidoglicano (CUI et al., 2006). 
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Já o segundo fenótipo de resistência foi atualmente reportado com CIM superior a 32 
µg/mL (TENOVER et al., 2004) decorrente da substituição do peptídeo final do terminal D-
alanil-D-alanina para ao terminal D-alanil-D-lactato (LOWY, 2003). Desta forma, este novo 
peptídeo apresenta reduzida afinidade pela vancomicina. O mecanismo aparente deste fenótipo de 
resistência está relacionado à transferência do gene vanA de Enterococcus  faecalis  para S. 
aureus (LOWY, 2003).  
 
2.2.3 Oxazolidona 

A linezolida é um fármaco promissor no tratamento de infecções por microrganismos 
Gram-positivos multirresistentes. É uma oxazolidona que inibe a síntese protéica ao bloquear a 
formação do complexo de iniciação, se ligando na porção 50S do ribossoma bacteriano (PERRY 
et al., 2001). Segundo Jones e colaboradores (2006) a linezolida apresenta sensibilidade em quase 
100% dos estafilococos, 99,4% dos estreptococos e em 96% dos enterococos. 
 
2.2.4 Fluoroquinolonas 

As fluoroquinolonas (ciprofloxacina, enrofloxacina e norfloxacina) representam uma 
classe de agentes antimicrobianos amplamente utilizados em medicina humana e veterinária, no 
tratamento de uma variedade de infecções bacterianas. Este fármaco possui amplo espectro de 
atividade, toxidade mínima sobre eucariotos e fácil penetração na maioria das células bacterianas 
(BLONDEAU et al., 2003). 

O mecanismo de ação das quinolonas ocorre por inibição da atividade da enzima alvo, 
DNA girase, uma toposisomerase IV, responsável primariamente pela introdução de um 
superenovelamento negativo do DNA, na presença de ATP. Estas alterações no estado topológico 
do DNA desempenham funções nos processos de replicação, transcrição, recombinação e 
reparação celular (TAKENOUCHI et al. 1995, ZHANEL et al. 1995). 

A resistência a este fármaco desenvolve-se como resultado de mutações espontâneas na 
enzima topoisomerase IV ou DNA girase, ou por indução de bomba de efluxo de múltiplos 
antimicrobianos, denominados NorA, o qual promove o efluxo ativo de diversos compostos, 
inclusive fluoroquinolonas (LOWY, 2003). 
 
2.2.5 Macrolídeos, lincosaminas e estreptograminas 

Apesar dos macrolídeos (azitromicina, eritromicina e claritromicina), lincosaminas 
(clindamicina e lincomicina) e estreptograminas (dalfopristina e pristinamicina) (MLS) 
pertencerem a diferentes classes de antimicrobianos, estes atuam na inibição da síntese protéica 
bacteriana devido à ligação a subunidade 50S dos ribossomas (MARIMOM et al., 2005). Estes 
antimicrobianos são utilizados no tratamento de infecções estafilocócicas. No entanto, nos 
últimos anos, tem se avaliado que algumas cepas de Stapylococcus spp. resistentes aos 
macrolídeos apresentam resistência cruzada  com as lincosamidas e estreptograminas 
(JORGENSEN et al., 2004).  

A resistência a estes antimicrobianos geralmente envolve a expressão de proteínas 
específicas, que atuam como metilases do RNAr, subunidade 50S, ou parte do mecanismo, próton 
dependente de efluxo do antibiótico através de membranas. Nessas circunstâncias, as metilases 
protegem os ribossomos bacterianos opondo-se diretamente, a ação dos fármacos, enquanto que 
as bombas de efluxo afastam o antimicrobiano da fisiologia microbiana (MARIMOM et al., 
2005), sendo denominada fenótipo MLSB. A expressão deste fenótipo pode ser induzível ou 
constitutiva e está associada à presença do gene erm. Na resistência induzível os isolados são 
resistentes somente aos macrolídeos (FLUIT et al., 2001; LECLERQ; COURVALIN, 2003) e a 
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resistência a clindamicina é expressa após a indução com a eritromicina. Neste fenótipo observa-
se um achatamento do halo de inibição da clindamicina após a adição dos discos de antibióticos 
colocados a uma distância de 18 mm. Já na resistência constitutiva os isolados são resistentes aos 
macrolídeos, lincosaminas e estreptograminas. De acordo com o CLSI (2008), isolados de 
Staphylococcus spp. com resistência indutiva a clindamicina devem ser reportados como 
resistentes. 
 
2.2.6 Aminoglicosídeos 

Aminoglicosídeos como gentamicina, tobramicina, amicacina, estreptomicina são 
comumente usados para o tratamento de infecções por organismos Gram positivos e Gram 
negativos. Na mastite bovina, a gentamicina apresenta um papel destacado no tratamento desta 
infecção. Estes agentes se ligam aos ribossomos, interferindo na síntese protéica. A resistência 
aos aminoglicosídeos está associada a modificações nos grupamentos amino ou nos grupos 
hidroxila e com isso perdem a habilidade de se ligar ao ribossomo, não inibindo a síntese protéica 
(SHAW et al., 1993). Além das enzimas modificadoras de aminoglicosídeo, sistema de efluxo e 
mutações no rRNA têm sido descritos (YOU et al., 2000). 
 
2.2.7 Tetraciclina 

As tetraciclinas são bacteriostáticos de amplo espectro que atuam por inibição da síntese 
de proteínas, bloqueando a união de tRNA  ao complexo ribossômico de mRNA. A união 
reversível se produz na subunidade ribossômica 30S dos microrganismos sensíveis. Não inibem a 
síntese da parede celular bacteriana. 

Os determinantes de resistência mais comuns dos estafilococos são as proteínas 
codificadas pelos genes tet(M) e tet(O) que protegem os sítios de ligação das tetraciclinas aos 
ribossomos bacterianos protegendo-os contra a ação antimicrobiana deste fármaco. De forma 
menos freqüente, porém usual, um outro  mecanismo de resistência às tetraciclinas pode ser 
determinado pela expressão de proteínas codificadas pelos genes tet(K) ou tet(L) que promovem 
o bombeamento do antibiótico para fora das células (CHOPRA; ROBERTS, 2001; CULEBRAS 
et al., 2002; ZENG et al., 2006). O gene de resistência tet(M) é freqüentemente disseminado por 
transposons conjugativos da família Tn916, que também estão envolvidos na disseminação de 
genes do tipo erm que promovem a resistência à eritromicina (SALYERS et al.,1995; CHOPRA; 
ROBERTS, 2001; CULEBRAS et al., 2002; ZENG et al., 2006). 
 
2.3. Uso Indiscriminado de Antibióticos na Medicina Veterinária 

 
A descoberta dos antibióticos foi um grande avanço para a aplicação terapêutica tanto na 

medicina humana quanto na veterinária, sendo importantes na redução da morbidade e 
mortalidade por doenças infecciosas. No entanto, logo após a introdução dos antibióticos no 
tratamento médico em 1940, estes foram introduzidos em criações animais como profiláticos e 
promotores de crescimento para melhorar a eficiência ou utilização alimentar, sincronizar ou 
controlar o ciclo reprodutivo, o desempenho no cruzamento e aumentar a aceitação do 
consumidor ao produto final (OLIVEIRA, 2008). Os promotores de crescimento são substâncias, 
naturais ou sintéticas, ou organismos vivos, adicionados às rações animais com os objetivos de 
aumentar o ganho de peso, melhorar a eficiência alimentar e reprodutiva, bem como diminuir a 
mortalidade (NICODEMO, 2001). Uma das possíveis razões para explicar os efeitos de agentes 
antimicrobianos sobre o desempenho animal seria tanto a redução dos efeitos de infecções 
subclínicas sobre o crescimento. Outra possibilidade é que os promotores de crescimento tenham 
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um impacto positivo sobre o sistema imune do hospedeiro, afetando hormônios, citocinas e 
outros fatores relacionados à resposta imune (McEWEN; FEDORKA-CRAY, 2002).  

 O uso de antibióticos na produção animal é considerado pela Organização Mundial de 
Saúde um risco crescente para a saúde humana, devido ao aumento da resistência antimicrobiana. 
No entanto, a restrição do uso de antimicrobianos pode resultar em um aumento do aparecimento 
de doenças infecciosas nos rebanhos, e como conseqüência, produtos de qualidade sanitária 
inferior. 

Na avicultura, a administração de certos antibióticos em pequenas concentrações e de 
forma contínua à ração, proporciona aumento significativo do ganho de peso e melhor conversão 
alimentar (MOTA et al., 2005). Segundo Young (1994), a adoção desse manejo é relatada como 
subterapêutico, pois a quantidade utilizada destes fármacos é inferior àquela usada no tratamento 
de doenças específicas, favorecendo o aparecimento de resistência antimicrobiana em bactérias 
patogênicas e diminuindo assim a capacidade destes fármacos no tratamento de infecções em 
humanos e animais (MANIE, 1997).  

Moreno e colaboradores (1990), avaliaram a presença de resíduos de antibióticos e 
bactérias resistentes à antimicrobianos isolados de carne bovina e de frango e verificaram que a 
tetraciclina estava presente em 23% das amostras. A estreptomicina, cloranfenicol e gentamicina 
estavam presentes em 93%, 67% e 97%, das amostras de frango, respectivamente. 

A resistência bacteriana pode ser transferida por diversos mecanismos, podendo 
estabelecer-se entre microrganismos de uma mesma população ou de diferentes populações, 
como da microbiota animal para humana e vice-versa (AARESTRUP et al., 2001). O uso de 
agentes antimicrobianos tanto em animais quanto no homem, determina o aumento da resistência 
antimicrobina nos microrganismos de sua microbiota normal e bactérias patogênicas. Segundo 
Hardy (2002) existem três rotas possíveis para o desenvolvimento da resistência a antibióticos: as 
bactérias se tornam resistentes no animal e são transferidas a humanos que consomem alimentos 
crus ou parcialmente cozidos ou por meio de manipulação e preparo inadequado dos alimentos; a 
resistência microbiana a antibióticos se desenvolve na população bacteriana animal, que pode não 
ser patogênica ao homem, mas pode transferir essa resistência a bactérias humanas e resíduos de 
antibióticos no alimento dão oportunidade para bactérias humanas desenvolverem resistência. 
 
2.3.1 Uso de Antimicrobianos em Bovinos 

Em ruminantes, de modo geral, os antibióticos que não atuam predominantemente sobre o 
rúmen, reduzem as infecções bacterianas intestinais preservando a integridade da mucosa 
intestinal e permitindo melhor absorção dos nutrientes, o que resulta em melhor desempenho. O 
conceito de promotor de crescimento, neste caso, se confunde com o uso profilático de 
antibióticos, prevenindo a instalação de patógenos (GEWEHR; LAWISCH, 2003).   

No gado leiteiro, os antibióticos são usados para o tratamento principalmente de doenças 
de bezerros e de vacas adultas. As principais doenças de bezerros que necessitam da prescrição 
de antibióticos são diarréias e pneumonias enquanto que na vaca adulta, os principais usos de 
antibacterianos são para tratamento de mastite, metrite, problemas de casco e lavagens uterinas 
após o parto. Segundo Brito e colaboradores (2000) e Costa  e colaboradores (2000) a mastite é 
considerada a doença mais dispendiosa nas fazendas de gado leiteiro devido a enormes gastos 
com veterinários, descarte precoce dos animais, descarte de leite, redução na quantidade e 
qualidade do leite e significa um risco potencial à saúde pública, já que promove a eliminação de 
patógenos causadores de zoonoses e toxinas produzidas pelos microrganismos no leite.  

O uso profilático de antimicrobianos no final do período de lactação é um componente 
importante dos programas de controle de mastite. O antibiótico é aplicado por via intramamária 
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no final do período de lactação, geralmente dois meses antes do parto, quando se interrompe o 
processo de ordenha e se inicia a involução do úbere. Apesar do amplo uso da antibioticoterapia 
na secagem de vaca leiteira, não há evidências de resistência associada ao tratamento (ERSKINE 
et al., 2002). 

Uma das maiores preocupações da comunidade científica é que estes produtos utilizados 
podem ser eliminados pelo leite e causar reações alérgicas, afetar culturas lácteas ou criar um 
ambiente favorável para a seleção de bactérias resistentes (NUNES; D’ANGELINO, 2007). Além 
disso, o uso de medicamentos veterinários no rebanho pode afetar o comércio internacional de 
alimentos, pela presença de resíduos de medicamentos ou de seus metabólitos em produtos 
cárneos e leite (AERTS et al., 1995).  

Países desenvolvidos como os membros da União Européia, Estados Unidos e Canadá 
foram os países que mais notificaram na Organização Mundial do Comércio, as restrições na 
compra de determinados produtos que continham um nível acima dos limites máximos de 
resíduos impostos pelos mesmos. A maioria dessas imposições muitas vezes torna o comércio 
inviável ou até restringe o acesso dos países em desenvolvimento ao comércio internacional 
(RIMAL et al., 2001).  

A persistência de resíduos antimicrobianos no leite varia com o produto e depende de uma 
série de variáveis, tais como a dose, a via de administração, a solubilidade e o estado de saúde do 
animal (COSTA, 2002). A presença de antibióticos no leite pode ser devido à adição fraudulenta, 
inibindo o crescimento bacteriano indesejável ou da aplicação de diferentes substâncias 
antimicrobianas no rebanho leiteiro, para prevenção ou tratamento de doenças, como infecções da 
glândula mamária e doenças do trato reprodutivo (FONSECA; SANTOS, 2000). Este fato tem 
sido um dos maiores desafios para os órgãos responsáveis pela saúde pública e para a indústria de 
alimentos. Antibióticos como a penicilina, aureomicina, terramicina, cloranfenicol e 
estreptomicinas têm sua presença no leite principalmente em conseqüência dos tratamentos por 
infusão intramamária para mastite e ainda, por adições com propósitos fraudulentos (OLIVEIRA, 
2008), sendo o grupo dos beta-lactâmicos os antibióticos mais administrados. Considerando-se a 
alta porcentagem de pessoas alérgicas à penicilina e seu amplo uso em fazendas produtoras de 
leite, os resíduos de penicilina constituem a maior preocupação com relação aos riscos oferecidos 
aos humanos (FONSECA; SANTOS, 2000).  

Antibióticos como cloranfenicol, à sulfometazina e os nitrofuranos possuem ação 
carcinogênica (COSTA, 2002). Em humanos, o cloranfenicol pode causar efeitos colaterais 
adversos como anemia aplásica e hipoplásica, granulocitopenias devido à sua ação sobre células 
da medula óssea após o uso de níveis terapêuticos ou profiláticos (BOOTH, 1992).  

A tetraciclina, fármaco utilizada na água do rebanho, ao se ligar ao cálcio pode resultar na 
inibição do desenvolvimento dos dentes e do crescimento ósseo, podendo os dentes tornar-se 
descorados (BOOTH, 1992). 

Diante deste quadro é necessário que o abuso de medicamentos veterinários, seus resíduos 
e derivados metabólicos do leite, sejam monitorados freqüentemente, especialmente nos países 
onde seu emprego não é controlado rigorosamente. Deste modo, a produção de leite de alta 
qualidade e seus derivados, sem resíduos de antibióticos, é de grande importância para os 
produtores, levando em conta diversos prejuízos e penalidades por causa da rejeição deste 
alimento contaminado que ultrapassa os valores acima dos níveis de tolerância (CORASSIN; 
OLIVEIRA, 2000; NASCIMENTO et al., 2001).  

Brito (2003) relata o isolamento de Staphylococcus aureus e espécies de Staphylococcus 
coagulase negativo resistentes aos antibióticos a partir de diferentes tipos de queijos preparados 
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de leite cru e de produtos preparados de carne crua. As resistências mais freqüentes e 
caracterizadas foram para cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina e lincomicina.  

 
2.3.2 Mastite Bovina 
 

A mastite bovina é considerada a doença que acarreta os maiores prejuízos econômicos à 
produção leiteira, pela redução da quantidade e pelo comprometimento da qualidade do leite 
produzido, ou até mesmo pela perda total da capacidade secretora da glândula mamária. 
Caracteriza-se por uma inflamação da glândula mamária cuja etiologia pode ser de origem tóxica, 
traumática, alérgica, metabólica e infecciosa, sendo esta última a mais freqüente, podendo ser 
classificada como clínica ou subclínica. A mastite clínica apresenta sinais evidentes de 
inflamação como edema, aumento de temperatura, endurecimento, dor e pus, além de alteração 
das características do leite como a presença de grumos (FONSECA; SANTOS, 2000). Na forma 
subclínica não se observam alterações macroscópicas de inflamação do úbere e sim alterações na 
composição do leite, tais como aumento no número de células somáticas e dos teores de cloro e 
sódio, além da diminuição nos teores de caseína, lactose e gordura. A redução na produção do 
leite é decorrente as alterações nas células epiteliais secretoras e na permeabilidade do alvéolo 
secretor durante a infecção (FONSECA; SANTOS, 2000; COSTA et al., 2000).  

Os patógenos causadores da mastite têm sido classificados em 2 grupos diferentes: 
contagiosos e ambientais. Os chamados contagiosos necessitam do animal para a sobrevivência 
na glândula mamária e são transmitidos de uma vaca infectada ou quarto mamário infectado para 
uma vaca sadia ou quarto sadio, principalmente durante a ordenha. Os patógenos ambientais são 
oportunistas, estão presentes no ambiente em que o animal vive e a infecção pode ocorrer no 
período de lactação ou no período seco (COSTA, 1998; SOMMERHÄUSER et al., 2003). 

As infecções intramamárias são freqüentes em bovinos leiteiros, sendo responsáveis por 
grandes prejuízos à pecuária leiteira, pois além da redução na produção de leite há gastos com 
medicamentos e assistência veterinária, descarte de leite contaminado após tratamento e descarte 
precoce de animais doentes (COSTA et al., 1998; FONSECA; SANTOS, 2000; REIS, 2005). 
Além disso, as mastites adquirem importância para a saúde pública pela possibilidade de 
veiculação de microrganismos, toxinas e resíduos de antimicrobianos no leite (COSTA, 1998). 

Dentre os patógenos contagiosos, Staphylococcus spp. é o mais freqüente nos casos de 
mastite bovina (TOLLERSRUD et al., 2000; ZSCHÖCK et al., 2000). Possui vários fatores de 
virulência que contribuem para sua persistência no tecido mamário e, embora medidas 
preventivas que visam o controle das mastites sejam amplamente praticadas, as mastites causadas 
por este patógeno ainda são bastante comuns (SANTOS et al., 2006). Este microrganismo além 
de ser responsável por grandes prejuízos à pecuária leiteira apresenta resistência a diversos 
antibióticos utilizados rotineiramente no tratamento desta doença, sendo desta forma, de grande 
importância o isolamento e identificação desse agente em laboratórios e a análise in vitro da 
sensibilidade antimicrobiana para um melhor controle através de terapêutica adequada. Os 
estafilococos são disseminados principalmente pelas mãos dos ordenhadores e equipamentos de 
ordenha, geralmente contaminados a partir do leite de animais infectados. Este microrganismo é 
dificilmente eliminado dos rebanhos, no entanto pode ser controlado através da adoção de 
procedimentos higiênicos como a desinfecção das tetas após a ordenha e o tratamento da vaca ao 
final da lactação com antibióticos adequados para o período seco (ZECCONI; HAHN, 2000). 

No Brasil, estima-se que em função do alto índice de mastite nos rebanhos (20 a 38%), 
possa ocorrer 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 20 bilhões de litros (FONSECA; SANTOS, 2000).  



 15 

O diagnóstico da mastite clínica é realizado a partir da observação dos sinais de 
inflamação e das alterações macroscópicas no leite, através do uso da caneca de fundo preto ou 
telada (BRITO et al., 2002a). 

A mastite subclínica pode ser diagnosticada pelo "California Mastitis Test" (CMT), o qual 
detecta a “Contagem de Células Somáticas” (CCS) no leite, uma vez que tanto o úbere quanto o 
leite estarão aparentemente normais. As células somáticas são, normalmente, células de defesa 
(leucócitos) do organismo que migram do sangue para o interior da glândula mamária com o 
objetivo de combater agentes agressores (SHALLIBAUM, 2001). O CMT é usado mundialmente 
para o diagnóstico da mastite subclínica, tendo a vantagem de poder ser empregado no próprio 
rebanho, no momento em que os animais são ordenhados além de ser um método de fácil 
aplicação e baixo custo (BRITO et al., 2002a). Consiste na coleta de leite dos quartos mamários, 
individualmente, em uma bandeja apropriada, adicionando-se um detergente aniônico neutro, o 
qual atua rompendo a membrana dos leucócitos e liberando o material nucléico (DNA), que 
apresenta alta viscosidade. De acordo com a intensidade da reação classifica-se em: negativa (0), 
reação leve (+), moderada (++) e intensa (+++) (FONSECA; SANTOS, 2000; BRITO et al., 
2002a).  

Após a realização do CMT o diagnóstico da mastite subclínica deve ser confirmada 
através do crescimento microbiano. O exame bacteriológico do leite, obtido em um único quarto 
ou em todos os quartos mamários é o procedimento para estabelecer se o úbere está infectado. 
Trata-se de um teste decisivo, porém caro e demorado, sendo pouco aplicável a rebanhos com 
grande número de animais. No entanto, é considerado o método padrão para a determinação da 
saúde do úbere e para o diagnóstico da mastite bovina, sendo que o seu principal objetivo é 
oferecer um resultado seguro ao veterinário, para que ele possa identificar os problemas do 
rebanho. Deste modo, medidas específicas de controle direcionadas para o ambiente ou para uma 
melhor higienização da ordenha, podem ser indicadas de acordo com o padrão de infecção 
encontrado (BRITO et al., 2002b) uma vez que a mastite subclínica apresenta grande  
importância epidemiológica, pois pode disseminar-se silenciosamente pelo rebanho sem que 
sejam percebidas alterações macroscópicas do úbere e do leite. O conhecimento da cadeia 
epidemiológica de qualquer enfermidade é passo fundamental para que sejam aplicadas medidas 
ideais de profilaxia e controle de uma doença (AMARAL, 2003). 

Segundo Brito (2003) a mastite ainda é uma doença não passível de erradicação, e deste 
modo, medidas profiláticas devem ser realizadas para manter a prevalência da mastite o mais 
baixo possível. Magalhães (2006) ressalta que a mastite é o resultado final da interação entre 
diferentes fatores como a higiene do ambiente, responsável pela concentração de microrganismos 
ao qual a vaca está exposta, o estresse que o animal é submetido, as diferentes espécies de 
microrganismos e seus fatores de virulência, as estratégias de manejo, incluindo a alimentação e 
funcionamento dos equipamentos de ordenha, além dos procedimentos da ordenha com ênfase na 
higienização associado à conscientização dos funcionários. 
 Os programas de controle e prevenção da mastite têm por objetivo limitar a prevalência 
das infecções e por conseqüência diminuir os impactos econômicos na atividade leiteira. Um bom 
programa de controle deve ter como metas erradicar a mastite contagiosa, manter baixos os 
índices de mastite ambiental, manter CCS abaixo de 200.000/mL/leite e possuir 85% das vacas 
livres da mastite subclínica. Para alcançar estas metas é necessário atuar sobre a fonte da 
infecção, detectando corretamente as vacas com mastite clínica e subclínica, tratando-as 
corretamente, e eliminar os animais com infecções crônicas (RUPP, 2000; BRITO et al., 2002a). 
 Em qualquer programa de controle uma atenção especial deve ser dada ao treinamento e 
capacitação da mão-de-obra. As recomendações contidas nos programas são geralmente reunidas 
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sob títulos como “procedimentos adequados de ordenha” ou “boas práticas agropecuárias”, que 
abrangem cuidados que vão além dos procedimentos comuns de ordenha (BRITO et al., 2002a). 
Seguem-se abaixo pontos importantes que devem ser enfatizados em um bom programa de 
controle e prevenção da mastite: 
- Mão de obra especializada: para o estabelecimento de um programa de controle eficiente da 
mastite é essencial o treinamento dos ordenhadores sobre os princípios de higiene, fisiologia da 
lactação, funcionamento e manutenção dos equipamentos de ordenha (BRITO et al., 2002a). 
- Adequação do ambiente: a manutenção dos animais em ambiente higiênico, seco e confortável 
visa em primeiro plano minimizar os problemas relativos às mastites ambientais, porém 
indiretamente tem reflexos na mastite contagiosa (AMARAL et al., 2003). 
- Preparação do úbere para a ordenha: este procedimento visa à lavagem dos tetos para posterior 
realização do “pré-dipping”. Este procedimento consiste em lavar as tetas com água e usar 
desinfetante sanitizante aprovado. Um contato de 30 segundos do desinfetante com as tetas deve 
ser realizado para permitir sua atuação. Em seguida as tetas são secadas cuidadosamente com 
papel toalha descartáveis para evitar a contaminação do leite com resíduos do desinfetante 
(OLIVEIRA et al., 1999; BRITO et al., 2002a; MAGALHÃES, 2006). 
- Desinfecção do úbere pós-ordenha: permite evitar a disseminação dos microrganismos no 
rebanho e prevenir a mastite subclínica. O desinfetante deve ser aplicado imediatamente após a 
retirada dos insufladores. A imersão dos tetos deve ser total, utilizando-se frascos de imersão, não 
permitindo o retorno do produto (BRITO et al., 2002a; DIAS, 2007). 
- Higienização e manutenção dos equipamentos de ordenha: a limpeza do equipamento é tão 
importante quanto o manejo e higiene da ordenha, sendo fundamental para a qualidade do leite 
(BRITO et al., 2002a; DIAS, 2007). 
- Terapia da vaca seca: o tratamento de todas as vacas ao final da lactação é um dos 
procedimentos eficientes para controle da mastite subclínica e tem os objetivos de eliminar as 
infecções subclínicas existentes e prevenir as infecções de ocorrência comum ao início do 
período seco (OLIVEIRA et al., 1999; RUPP, 2000). 

Apesar do controle da mastite ser fundamentado na adoção de medidas higiênico-
sanitárias, a antibioticoterapia pode exercer um importante papel especialmente se considerada a 
possibilidade da redução das infecções intramamárias e, a conseqüente eliminação das prováveis 
fontes de infecção (ERSKINE et al.,1993). 

A eficácia clínica de um antimicrobiano no tratamento da mastite depende de fatores 
como variações na resposta individual e do rebanho, o tipo de microrganismo envolvido, a 
localização dos sítios infectados, o grau de endurecimento da glândula mamária e a duração da 
infecção. No entanto, as falhas terapêuticas podem ocorrer em decorrência da distribuição 
inadequada do fármaco pelos fluidos e tecidos do organismo, o baixo grau de ionização no leite 
com pH normal ou alterado, o efeito negativo de sua ação nos mecanismos de defesa do 
organismo, a localização do foco infeccioso e a baixa sensibilidade do microrganismo frente ao 
fármaco (AMARAL et al., 2003; MAGALHÃES et al., 2006), sendo, a resistência microbiana  o 
principal motivo da ineficiência terapêutica na mastite. 

Tradicionalmente utiliza-se a via de administração intramamária de agentes 
antimicrobianos para o tratamento de mastite clínica ou subclínica, a qual permite aplicações de 
pequenas quantidades de agentes antimicrobianos diretamente no local da infecção. Os produtos 
usados em vacas lactantes são geralmente projetados para a rápida eliminação e para a redução 
das restrições de suspensão do uso do leite (RADOSTITS et al., 2000). Antibióticos como 
gentamicina, tetraciclina e enrofloxacina têm sido amplamente utilizados no tratamento da 
mastite bovina, sendo este último fármaco de uso exclusivo na Medicina Veterinária. 
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Um aspecto importante da terapia é a exata identificação positiva do animal que esta 
sendo tratado e o registro de informações de relevância clínica e laboratorial como a identificação 
da vaca, quartos acometidos, data do evento da mastite, número de lactações, identificação do 
patógeno, tratamento empregado, incluindo dose, via e duração (BRITO e al., 2002a).  
 
2.4. Fatores de virulência de Staphylococcus spp. coagulase-negativos 

 
Segundo Oliveira et al. (2006) o gênero Staphylococcus apresenta grande versatilidade de 

estratégias de patogenicidade, fatores de virulência e capacidade de sobrevivência e multiplicação 
em uma diversidade de ambientes. O repertório genético desta bactéria para adaptação a 
mudanças e ambientes hostis, foi demonstrado pelo surgimento de cepas que manifestaram 
mecanismos de resistência a todos os antimicrobianos logo após a introdução destes fármacos na 
prática clínica. Algumas espécies produzem enzimas e toxinas como a coagulase, hialuronidase, 
enterotoxinas, toxinas, hemolisinas e leucocidinas. 
 
2.4.1 Formação de biofilme 

Os primeiros relatos sobre a formação de biofilme datam do século XVII, quando Antoine 
van Leeuwenhoek observou, ao microscópio, minúsculas partículas aderidas ao dente 
(MAESTRE; VERA, 2004). No entanto, o estudo da produção do biofilme (“slime”) iniciou-se 
quando Baird-Parker notou a produção de um material mucóide por vários isolados de 
Staphylococcus spp. coagulase-negativos  (CHRISTENSEN et al., 1994) e o termo “slime” foi 
descrito por Jones em 1963. Somente em 1978, Costerton et al. (1995) lançaram a teoria da 
produção de “slime”, explicando os mecanismos pelos quais os organismos se aderem a materiais 
vivos e inanimados e os benefícios que resultam deste nicho ecológico.  Hoje, o termo “slime”, 
por alguns autores, é descrito como biofilme, composto por produtos bacterianos e do hospedeiro, 
de diferente composição química (ARCIOLA et al., 2001; GELOSIA et al., 2001). 

A presença desta substância mucóide foi observada por Bayston; Penny (1972) em 
Staphylococcus epidermidis isolado de válvulas infectadas utilizadas para o tratamento de 
hidrocefalia, demonstrando a importância deste material na patogênese das infecções 
(CHRISTENSEN et al., 1994; FREEMAN et al., 1989; HEINZELMANN et al., 1997).  

Embora os ECN sejam relatados como patógenos oportunistas, a patogenia das infecções 
causadas por estas bactérias é complexa e multifatorial, sendo vários os fatores de virulência 
envolvidos nas infecções por estes microrganismos. O grande sucesso deste grupo bacteriano está 
relacionado à sua habilidade em se aderir e permanecer em superfícies inertes ou vivas, sob uma 
cobertura protetora de um material extracelular que forma, junto ao aglomerado de células 
bacterianas, o biofilme.  

Os Staphylococcus spp.  são importantes agentes etiológicos que causam infecções 
intramamárias no rebanho leiteiro e estão associados a várias formas de mastite clínica e 
subclínica. A aderência destes microrganismos ao epitélio da glândula mamária é considerada o 
primeiro ponto crítico na patogenia da mastite.  A maioria dos Staphylococcus spp. coagulase-
negativos associados ao quadro de mastite é produtora de “slime” o que auxilia na aderência e 
colonização dos microrganismos no epitélio da glândula mamária (BASELGA et al., 1993; 
AGUILAR et al., 2001). Algumas cepas produtoras de “slime” apresentam significativa 
capacidade de colonização quando comparadas às cepas não produtoras (AGUILAR et al., 2001). 
A habilidade de Staphylococcus spp.  em formar “slime” auxilia no processo de sobrevivência 
bacteriana em ambientes hostis dentro do hospedeiro e é considerado um fator responsável pelas 
infecções crônicas e persistentes.  Associado a isto, outro fator importante da produção do 
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“slime” é a aderência dos estafilococos aos bocais das ordenhadeiras, o que favorece sua 
colonização nas superfícies plásticas, que é controlada por interações hidrofóbicas entre as 
bactérias e estas superfícies.  

Além da habilidade dos Staphylococcus spp. produzirem biofilmes ser um dos fatores de 
virulência para a mastite, os biofilmes também são uns dos problemas em relação ao tratamento 
das infecções por permitir que microrganismos fiquem protegidos da ação de antimicrobianos e 
da fagocitose pelo sistema imune, o que torna a mastite subclínica persistente 
(POMPERMAYER; GAYLARDE, 2000; AGUILAR et al., 2001). 

A produção do biofilme é regulado pelo quorum sensing,  nome dado ao mecanismo de 
comunicação bacteriana sobre a densidade populacional de células no meio em que se encontra. 
O efeito quorum sensing é conseguido pela pela bactéria através da comunicação entre células 
presentes no mesmo ambiente, por meio de  moléculas secretadas por uma célula  e detectadas 
por outras. A expressão deste agrupamento bacteriano é regulado por fatores do meio ambiente e 
tem sido demonstrado in vitro por S. epidermidis e in vivo por S. aureus.  Em Staphylococcus 
spp. o sistema quorum-sensing permite a comunicação célula-a-célula e a regulação de 
numerosos fatores de virulência e colonização (JEFFERSON et al., 2004). O sistema regulador 
do gene acessório (agr) de Staphylococcus spp. tem designado um papel central na 
patogenicidade de Staphylococcus, particularmente de S. aureus. Este sistema diminui a 
expressão de diversas proteínas de superfície celular e aumenta a expressão de muitos fatores de 
virulência secretados na transmissão do crescimento exponencial tardio para a fase estacionária in 
vitro. A literatura relata que o fenótipo agr e os modelos de expressão podem influenciar em 
diversos aspectos o comportamento do biofilme, incluindo aderência de células a superfícies, 
distribuição do biofilme e ainda a natureza crônica de muitas infecções associadas aos biofilmes 
(MORALES et al., 2004).  

  A habilidade dos Staphylococcus spp. se aderirem à superfície do epitélio tem sido 
associada à produção de biofilmes, composto de multicamadas de células embebidas em uma 
matriz. Os biofilmes são agregados de microrganismos embebidos em uma matriz polimérica e 
aderidos a uma superfície sólida, formando uma estrutura porosa e altamente hidratada contendo 
exopolissacarídeos e pequenos canais, abertos por entre micro colônias. Este tipo de organização 
é extremamente vantajosa a todas as espécies de microrganismos por fornecer proteção contra 
adversidades como desidratação, colonização por bacteriófagos e resistência a antimicrobianos 
(AGUILAR et al., 2001; COSTERTON et al., 2003). 

O processo da formação do biofilme depende também do tipo de microrganismo, da 
composição da superfície e das influências do meio ambiente. A adesão inicial da bactéria 
depende das interações da bactéria com a superfície do material, incluindo as forças de van der 
Waals, interações eletrostáticas e hidrofóbicas.  O primeiro estágio da colonização, a 
exposição ou fase de chegada é importante na determinação da infecção por microrganismos e é 
reversível (CHRISTENSEN et al., 1994; MORALES et al., 2004). A aderência inicial é 
promovida pela presença de sítios únicos existentes na superfície do material e variações 
hidrofóbicas, irregularidades superficiais e a presença de proteínas plasmáticas adsorvidas na 
superfície do material (camada condicionante) e o acúmulo deste material formam camadas 
dando origem ao biofilme. Uma vez as células bacterianas aderidas à superfície do material de 
implante, servem de sinal ou de alvo para receptores bacterianos específicos se ligarem 
(CHRISTENSEN et al., 1994; GELOSIA et al., 2001). O segundo estágio ou fase de 
imobilização é acompanhado pela multiplicação local dos Staphylococcus spp. coagulase-
negativos com a formação de um  crescimento superficial aderente protegido por uma camada de 



 19 

polissacarídeo extracelular denominada de “slime” (GELOSIA et al., 2001; HUSSAIN et al., 
2001; ALCARÁZ et al., 2003; MORALES et al., 2004). 

A composição dos biofilmes é heterogênea, devido à presença do grande número de 
diferentes microrganismos com várias propriedades fisiológicas e metabólicas (MARQUES, 
2005). 

A proliferação das células para aderir e formar o biofilme é mediada pela produção do 
adesina intercelular polissacarídica (PIA) ou poli-N-succinil-1,6-glucosamina. O PIA é localizado 
na superfície celular mediado por produtos do gene cromossômico ica (adesão intercelular) e 
corresponde a quatro genes de adesão intercelular, icaA, icaD, icaB e icaC, e um gene regulador, 
icaR organizados em uma estrutura de operon, envolvidos na produção deste polissacarídeo e 
codificam quatro proteínas que são necessárias para a síntese do PIA que são, icaA, icaD, icaB e 
icaC (ARCIOLA et al., 2001; JOHANNES et al., 2001; CONLON et al., 2002; CAFISO et al., 
2004; FITZGERALD et al., 2005). 

O gene icaA representa atividade catalítica N-acetilglicosaminatransferase e que sozinho 
tem baixa atividade de transferase mas, quando é co-expresso com o gene icaD apresenta 
atividade total sintetizando resíduos longos de 10-20 oligômeros de  1,6-N-acetil glicosamina 
(GALDBART et al., 2000; DOBINSKY et al., 2002; GOTZ, 2002). O gene icaB codifica uma 
proteína que catalisa reações de diacetilação durante a biossíntese do PIA. O icaC sintetiza 
longos oligômeros, no entanto, não possui atividade bem definida, sua função provavelmente está 
associada ao transporte transmembrana, não tendo atividade essencial para a síntese do PIA 
(DOBINSKY et al. , 2002; GOTZ, 2002). 

Além do polissacarídeo intercelular, um polissacarídeo específico de alto peso molecular 
que apresenta a mesma função da cápsula bacteriana e intervém na aderência inicial da bactéria 
na superfície do polímero é chamado de polissacarídeo capsular/adesina (PS/A) (ARCIOLA et 
al., 2001; GOTZ, 2002). Este polissacarídeo é descrito como componente da superfície celular e 
da camada do biofilme protegendo a bactéria das defesas do hospedeiro e da fagocitose e está 
envolvido no primeiro passo da adesão primária, acompanhada da proliferação das células em 
grupamentos multicamadas (ARCIOLA et al., 2001; GERKE et al., 1998). 

O “slime” potencializa a patogenicidade dos estafilococos permitindo-lhes resistir aos 
mecanismos de defesa do hospedeiro ou fazendo-os menos sensíveis aos agentes antimicrobianos 
(POMPERMAYER; GAYLARDE, 2000). Entre os mecanismos responsáveis por essa resistência 
estão a barreira de difusão física e química formada pela matriz exopolissacarídica que dificulta a 
penetração dos antimicrobianos, a existência de microambientes que antagonizem a ação do 
antibiótico, a ativação de respostas de estresse que provocam mudanças na fisiologia bacteriana e 
o crescimento estável e mais lento desses microrganismos devido à limitação de nutrientes. Além 
disso, as bactérias que formam o biofilme estão em estágio de latência, onde a atividade 
metabólica e multiplicação são baixas. Desta forma, a célula bacteriana perde os alvos para 
ligação com antibióticos, tornando-se, portanto, resistentes a estes (MAH; O´TOOLE, 2001). 

Ao avaliar quadros de sepse associada ao uso de cateter, Christensen et al. (1982; 1985) 
observaram que cepas de Staphylococcus spp. coagulase-negativos isoladas de casos clínicos, 
quando inoculadas em tubos de plásticos contendo caldo tripticase de soja, cobriam a parede do 
tubo com uma espessa camada viscosa observada após coloração, formando um filme residual de 
bactéria denominada de “slime”. Com o intuito de quantificar esta aderência, o método foi 
substituído por placas de poliestireno de micro-poços em U e a leitura medida por densidade 
óptica com um espectrofotômetro automático do filme aderente corado.  

Outros métodos de detecção, como a detecção qualitativa desta formação foi descrita por 
Freeman et al. (1989), utilizando o ágar vermelho Congo, onde os isolados “slime” positivos 
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formam colônias negras e os “slime” negativos formam colônias vermelhas (ARCIOLA et al., 
2001; GOTZ, 2002). 

 
2.4.2. Propriedades hemolíticas (genes hla e hlb) 

Os Staphylococcus spp. produzem quatro classes de hemolisinas, também chamadas de 
citotoxinas, que incluem α- hemolisina, β-hemolisina, γ- hemolisina e δ- hemolisina (PREVOST  
et al., 1995; CUNHA  et al., 1998; NISHIYAMA et al., 2002; LIASSINE  et al., 2004). A ação 
destas hemolisinas pode auxiliar no poder invasivo das bactérias (SAKO; TSUCHIDA,  et al., 
1983). 
 
2.4.2.1 Alfa hemolisina 

A α- hemolisina é uma toxina citolítica cuja função está relacionada com a formação de 
poros em membranas celulares. É tóxica a várias células de mamíferos, sendo hemolítica para 
eritrócitos de carneiro, dermonecrótica e neurotóxica. Os monômeros da α-toxina atacam as 
membranas celulares e formam hexâmeros ou heptâmeros, originando a formação do poro 
(BHAKDI et al., 1991). Estes poros induzem a liberação de óxido nítrico pelas células endoteliais 
causando apoptose em linfócitos (JONAS et al., 1994). Além deste fator, a formação de poros 
leva à célula ao desequilíbrio osmótico devido à perda de íons (BHAKDI et al.,  1991).  Sua 
capacidade em lisar eritrócitos é variável de acordo com o tipo de hospedeiro. No entanto, em 
células humanas o efeito citopatogênico não está associado à hemólise. O principal efeito da α-
toxina é o dano celular endotelial e a ativação de plaquetas, levando ao comprometimento da 
microcirculação. A toxina age também nas membranas, induzindo a produção de prostaglandinas 
que resulta em vasoconstrição, em aumento de permeabilidade capilar e em edema. Além disso, 
esta hemolisina pode também ativar endonucleases celulares, precipitando a morte da célula 
(LIASSINE et al., 2004). 

O gene codificador para a α-toxina é o gene hla, que foi clonado e seqüenciado em 1983 
(SAKO; TSUCHIDA,  et al., 1983) e está sob controle do gene regulador agr, sendo produzida 
na fase estacionária do crescimento bacteriano. Encontrada principalmente em Staphylococcus 
aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus lugdunensis e 
Staphylococcus warneri (CUNHA et al., 1998). 

 
2.4.2.2 Beta hemolisina 

A beta-toxina ou esfingomielinase C foi identificada em 1935, a partir de linhagens de 
Staphylococcus aureus e clonada e seqüenciada por Projan em 1989 (PROJAN et al.,1997). 
Atualmente já foi isolada e seqüenciada em Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 
Staphylococcus haemolyticus e Staphylococcus lugdunensis (LIASSINE  et al., 2005). Está 
toxina está localizada no fragmento de DNA cromossômico Cla I de 4Kb e é codificada pelo 
gene hlb. Sua síntese ocorre na fase exponencial do crescimento bacteriano. 

A beta-hemolisina, diferentemente de outras toxinas citolíticas, é uma enzima que 
apresenta atividade de esfingomielinase e destrói membranas celulares ricas em esfingomielina, 
sendo tóxica para vários tipos celulares tais como hemácias, leucócitos, plaquetas, fibroblastos e 
macrófagos. As diferenças na suscetibilidade dos eritrócitos à beta-hemolisina podem ser 
explicadas pela quantidade de esfingomielina presente nos diferentes eritrócitos. No entanto, seu 
papel patogênico em infecções humanas é desconhecido (NISHIYAMA et al., 2002). 
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2.4.2.3 Delta hemolisina 
A δ-toxina é um peptídeo contendo 26 aminoácidos que potencializa a ação da beta-

hemolisina in vitro, aumentando suas propriedades hemolíticas (RUZIKOVA, 2008). Segundo 
Christie e Graydon (1941) (apud WILLIAMS; HARPER, 2005) algumas cepas estafilocócicas 
são capazes de produzir uma área definida de hemólise completa quando inoculados dentro da 
zona de efeito beta hemolítico produzido por outros estafilococos. Este método foi denominado 
ensaio sinérgico hemolítico (SHA) e é devido à ação combinada da beta e delta citolisina que 
pode ser avaliada em meios de ágar contendo eritrócitos ovinos, bovinos, humanos e eqüinos. 
Como a alfa citolisina não tem efeito sobre eritrócitos humanos e eqüinos, e a beta e gama 
citolisina apresentam pouco ou nenhum efeito sobre eritrócitos de eqüinos se deduz que o SHA 
observado é devido a delta toxina e deve ser observado principalmente em sangue de ovino 
(HEBERT; HANCOCK,1985). 

A δ-toxina atua em membranas celulares formando poros em células de mamíferos. É 
codificada pelo gene hld que está sob o controle de um sistema de genes reguladores denominado 
de agr. A função precisa da δ-toxina em doença humana ainda não é clara tendo, porém, uma 
grande variedade de efeitos citolíticos em vários tipos celulares, como os eritrócitos, pela 
formação de poros na membrana citoplasmática (BOHACH et al., 1997; CUNHA, 1998).  

Esta toxina também está associada na estimulação da linfocitose e a produção de 
imunoglobulinas. Em recém-nascidos tem sido implicada na etiologia de enterocolite necrozante 
em associação com ECN. A δ-toxina tem sido detectada em isolados de Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus lugdunensis, 
Staphylococcus hominis, Staphylococcus simulans e Staphylococcus warneri (BOHACH et al., 
1997; CUNHA, 1998). 

 
2.4.2.4 Gama hemolisina 

Esta toxina, também chamadas de leucotoxina, é tóxica para neutrófilos 
polimorfonucleares, monócitos e macrófagos (LIASSINE et al., 2004).  
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3. OBJETIVOS 
 

3.1. Objetivo geral: 
 

Avaliar a presença de espécies de Staphylococcus spp. coagulase-negativos em amostras 
de leite positivas para o CMT em bovinos de rebanhos leiteiros, assim como seus fatores de 
virulência e perfil de suscetibilidade antimicrobiana. 
 
3.2. Objetivos específicos: 
 
- Caracterizar fenotipicamente as espécies de estafilococos coagulase-negativos isoladas de leite 
de vacas que apresentaram quadros de mastite clínica/subclínica através de testes de campo; 
- Avaliar a suscetibilidade fenotípica dos estafilococos coagulase-negativos aos antibióticos de 
eleição; 
- Detectar a sua resistência à oxacilina através de diferentes provas e através da produção de beta-
lactamases; 
- Amplificar os genes de resistência à oxacilina: mecA, mecR1 e mecI em todos os isolados; 
- Amplificar os genes de resistência aos beta-lactâmicos pela produção de beta-lactamases: blaZ, 
blaI e blaR1. 
- Detectar através de provas fenotípicas os fatores de virulência: “slime”, hemolisinas e 
sinergismo hemolítico em todos os Staphylococcus spp. coagulase-negativos;  
- Amplificar os genes de virulência hla e hlb (alfa e beta hemolisinas, respectivamente) e icaA e 
icaD (“slime”) em todos os isolados; 
- Estabelecer perfis bacterianos utilizando como base os parâmetros avaliados.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

4.1. Origem das amostras de leite 
 

Foram avaliadas 150 amostras de leite de vacas, pertencentes a 10 propriedades situadas 
em cidades pertencentes ou adjacentes à região Sul Fluminense do Rio de Janeiro (tabela 1).  

  
Tabela 1. Quantidade de amostras de leite de vacas com mastite subclínica de diferentes 
propriedades situadas em cidades do Estado do Rio de Janeiro. 
 

Identificação da propriedade Cidade Número de amostras 
1 Seropédica 50 
2 Resende 15 

3 Barra Mansa 14 

4 Resende 12 

5 Resende 11 
6 Barra Mansa 10 

7 Barra Mansa 10 
8 Barra Mansa 10 

9 Barra Mansa 10 

10 Resende   8 

Total  150 

 
Após a coleta por veterinários colaboradores que atuam na assistência aos produtores, as 

amostras de leite foram enviadas ao Laboratório de Bacteriologia Veterinária, situado no Instituto 
de Veterinária da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Os veterinários foram instruídos 
a realizar o “California Mastitis Test” imediatamente antes da ordenha. O resultado, relacionado à 
contagem de células somáticas, foi avaliado de acordo com o grau de gelatinização da mistura em 
partes iguais de leite e reagente (FONSECA; SANTOS, 2000). Os animais considerados 
positivos foram selecionados, tiveram os tetos higienizados com água e sabão neutro e secagem 
com papel toalha e, então foi coletado um volume de aproximadamente 10 mL de leite por 
ordenha manual em tubo de ensaio estéril. As amostras foram imediatamente transportadas sob 
condições adequadas de refrigeração e posteriormente congeladas. Para a realização do 
isolamento a partir das amostras obtidas, estas foram incubadas por 6 h a 37ºC. 

Após a etapa de identificação bioquímica e testes de suscetibilidade aos antimicrobianos, 
os isolados avaliados foram mantidos congelados em caldo MH acrescido de glicerol à 4% para 
posterior realização das análises genéticas. 
 
4.2. Identificação das espécies 
 

As amostras de leite foram submetidas à rotina de identificação que consistiu no 
isolamento ágar Müeller Hinton (MH) - Micromed - contendo 5% sangue desfibrinado de 
carneiro. As placas foram incubadas a 37ºC por 24 horas e, posteriormente repicadas em ágar 
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seletivo Manitol Vermelho de Fenol (Britania), para observação das características das colônias e 
fermentação, ou não, do manitol (KONEMAN et al., 2008).  

 
4.2.1 Método de Gram, prova do hidróxido de potássio (KOH) a 3% e prova da catalase 

Após a identificação presuntiva das colônias, estas foram submetidas ao método de Gram, 
para confirmação das suas características morfotintoriais. O teste da catalase foi realizado através 
de teste em lâmina, onde um fragmento de colônia bacteriana foi adicionada a solução de 
peróxido de hidrogênio (H2O2). A formação de bolhas de O2 indicou teste positivo. A prova do 
hidróxido de potássio foi efetuada através da adição de uma gota de KOH (3%) a um fragmento 
de colônia bacteriana. A não formação de um gel viscoso indicou um resultado negativo 
confirmando a prova do Gram, uma vez que todas as bactérias Gram positivas são negativas na 
prova do KOH a 3% (KONEMAN et al., 2008). 
 
4.2.2 Prova da coagulase 

 O teste para a detecção da presença da coagulase foi realizado utilizando o crescimento 
bacteriano obtido em caldo BHI (infuso de cérebro e coração - Britania), incubado a 35ºC, por 24 
horas. Uma alíquota de 0,1 mL de cada amostra foi adicionada a 0,5 mL de plasma de coelho 
(Larboclin) e, incubados a 37ºC por 6 horas a fim de obter a visualização do coágulo. As 
amostras coagulase-negativas foram avaliadas quanto ao seu perfil de resistência à bacitracina 
(KONEMAN et al., 2008).  
 
4.2.3 Resistência à bacitracina  

Os Staphylococcus spp. coagulase-negativos apresentam as mesmas características que o 
gênero Micrococcus spp. em relação a morfologia, coloração de Gram e às provas da catalase, 
KOH (3%) e coagulase, o que torna necessário a utilização de provas adicionais para sua 
diferenciação. Neste trabalho foi utilizada a prova da bacitracina para a separação destes dois 
gêneros bacterianos. Uma suspensão bacteriana (0,1 mL) crescida por 24 horas em Caldo BHI 
(Britania) foi distribuída por toda a superfície das placas contendo meio sólido (ágar Müeller 
Hinton) com o auxílio da alça de Drigalski. Os discos de bacitracina (0,04U – SENSIFAR-
CEFAR®) foram depositados sobre a superfície do meio de cultura, já contendo o inóculo. Após 
incubação por 24 horas a 370C, os diâmetros formados na zona de inibição ao redor do depósito 
do fármaco, foram observados e medidos, em milímetros. Os estafilococos são resistentes à 
bacitracina (figura 1) e crescem até a borda do disco, enquanto que os micrococos são sensíveis e 
apresentam halo de 10 mm ou maiores (FORBES, 2002; KONEMAN et al., 2008). 
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Figura 1. Resistência à bacitracina - o crescimento bacteriano ao redor do disco de antibiótico 
indica resistência. 
 
4.2.4 Prova de fermentação de açúcares, produção de urease e redução de nitrato 

A fermentação de açúcares foi testada utilizando o caldo Vermelho de Fenol (Micromed) 
acrescido de 1% do açúcar.  A produção de ácido, indicado pela diminuição do pH e conseqüente 
mudança de cor, foi avaliada após 24 horas na temperatura de 37ºC. Os açúcares avaliados foram: 
xilose, sacarose, trealose, maltose, lactose, frutose e manose (KONEMAN et al., 2008). 

A prova da uréia foi realizada com uma suspensão densa do microrganismo preparada em 
uma solução balanceada de sais (KH2PO4 a 0,1%, K2HPO4 a 0,1%, NaCl a 0,5% e 0,5 mL de 
uma solução de vermelho-de-fenol a 2% e uréia).  O desenvolvimento de cor rosa no meio após 4 
horas de incubação representa resultado positivo da prova; as provas negativas foram reincubadas 
durante 18h (KONEMAN et al, 2008). 

Para avaliação da redução de nitrato, foi utilizado caldo contendo nitrato de potássio 
(KNO3). A leitura da redução do nitrato a nitrito foi realizada em lâmina, uma gota do caldo 
inoculado após 24 horas a 37ºC e, uma gota de cada reativo (A e B) de Griess Ilosway. A 
coloração rosa indica presença de nitrito no caldo e, conseqüentemente prova de redução positiva 
(KONEMAN et al., 2008). O anexo 1 apresenta o padrão de identificação das espécies de 
estafilococos coagulase-negativos utilizado, segundo os testes acima citados. 

 
4.3. Testes de suscetibilidade antimicrobiana 
 

Os Staphylococcus spp. coagulase-negativos foram submetidos aos testes de 
suscetibilidade segundo os padrões do Clinical Laboratory Standart Institute (CLSI, 2008). 

Os isolados foram suspensos em caldo BHI, incubados durante 24 horas a uma 
temperatura de 37ºC e diluídos na concentração do tubo 0,5 da escala de Mc Farland, equivalente 
a 1,5 x 106 células/mL. 

Para comparação e controle dos testes avaliados foram utilizadas as cepas padrão ATCC 
de S. aureus 25923 e ATCC de S. aureus 29213 obtidas junto ao Instituto Nacional de Controle 
de Qualidade/INCQS/FIOCRUZ. 
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4.3.1. Difusão em disco simples 
Uma suspensão bacteriana (0,1 mL) foi distribuída por toda a superfície das placas 

contendo ágar MH (Merck) com o auxílio da alça de Drigalski. Os discos foram depositados 
sobre a superfície do meio de cultura, já contendo o inóculo. Após incubação por 24 horas a 
370C, os diâmetros formados na zona de inibição ao redor do depósito dos fármacos, foram 
observados e medidos, em milímetros (KOHNER et al., 1999).  
 
4.3.1.1. Discos de antimicrobianos  

A eficácia comparativa da penicilina (10UI), ampicilina (10µg), oxacilina (1µg), 
cefoxitina (30µg), ampicilina-sulbactam (10/10µg), ceftriaxona (30µg), cefalotina (30µg), 
imipenem (10µg), vancomicina (30µg), gentamicina (10µg), azitromicina (15µg), eritromicina 
(15µg), tetraciclina (30µg), ciprofloxacina (5µg), norfloxacina (10µg), enrofloxacina (10µg), 
clindamicina (2µg), linezolida (30µg), e sulfametoxazol-trimetropim (1,25/23,75µg), 
(SENSIFAR-CEFAR ) foram analisadas para todos os isolados. O quadro 1 especifica as zonas 
de inibição do diâmetro avaliado em milímetros dos antimicrobianos utilizados. 
 
Quadro 1. Zonas de inibição avaliadas pelo diâmetro dos antimicrobianos utilizados segundo o 
CLSI (2008): 
 
 

 

Zonas de inibição (mm)  
Antimicrobianos 

Resistente Intermediário Sensível 
Penicilina (10UI) ≤28 - ≥29 
Ampicilina (10µg) ≤28 - ≥29 
Oxacilina (1µg) ≤17 - ≥18 
Cefoxitina (30µg) ≤24 - ≥25 
Ampicilina-sulbactam (10/10µg) ≤11 12-14 ≥15 

Ceftriaxona (30µg) ≤13 14-20 ≥21 

Cefalotina (30µg) ≤14 15-17 ≥18 

Imipenem (10µg) ≤13 14-15 ≥16 

Vancomicina (30µg) - - ≥15 

Gentamicina (10µg) ≤12 13-14 ≥15 

Tobramicina (10µg) ≤12 13-14 ≥15 

Azitromicina (15µg) ≤13 14-17 ≥18 

Eritromicina (15µg) ≤13 14-22 ≥23 

Tetraciclina (30µg) ≤14 15-16 ≥19 

Ciprofloxacina (5µg) ≤15 16-20 ≥21 

Norfloxacina (10µg) ≤12 13-16 ≥17 

Enrofloxacina (10µg) ≤14 15-17 ≥18 

Clindamicina (2µg) ≤14 15-20 ≥21 

Linezolida (30µg) - - ≥21 
Sulfametoxazol-trimetropim 
(1,25/23,75µg) 

≤10 11-15 ≥16 
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4.3.2. Teste de suscetibilidade à oxacilina 
Para a realização dos testes de suscetibilidade à oxacilina, o antibiótico foi diluído a uma 

concentração estoque de 1,0 mg/mL, em água destilada estéril e foram realizados os testes de 
difusão em disco modificada, ágar “screen”, microdiluição em caldo e em placa. 

 
4.3.2.1. Difusão em disco modificada 

Nesta técnica de difusão em disco, o meio utilizado - ágar MH - foi suplementado com 
4% de NaCl. A suspensão bacteriana (0,1mL) foi distribuída por toda a superfície das placas 
contendo meio sólido (ágar MH) com o auxílio da alça de Drigalski. Após incubação por 24 
horas a 370C, os diâmetros formados na zona de inibição ao redor do depósito dos fármacos, 
foram observados e medidos em milímetros. Os diâmetros acima de 13 mm indicavam a 
sensibilidade da amostra ao antibiótico (CLSI, 2008). 

 
4.3.2.2. Ágar “screen” 

O desenvolvimento desta técnica se fez através da diluição da oxacilina (1,0 mg/mL) a 
uma concentração final de 6µg de antibiótico por mililitro de meio de cultura (MH), 
suplementado com 4% de NaCl. Os isolados foram semeados com o auxílio da alça de platina em 
4 estrias por placa. Após 24 horas de incubação a 37ºC a resistência das cepas bacterianas ao 
antibiótico foi avaliada, onde qualquer colônia crescida na superfície do meio de cultura foi 
considerada resistente (CLSI, 2008). 

 
4.3.2.3. Microdiluição em caldo (determinação da concentração inibitória mínima) 

O método da microdiluição em caldo permitiu a avaliação da menor concentração de 
oxacilina capaz de impedir o crescimento bacteriano. Para isso, a solução estoque de oxacilina 
(1,0 mg/mL) foi diluída nas seguintes concentrações: 0,25µg/mL; 0,5µg/mL; 1,0µg/mL; 
2,0µg/mL; 4,0µg/mL, 8,0µg/mL, 16,0µg/mL, 32,0µg/mL, 64,0µg/mL, 128,0µg/mL e 
256,0µg/mL em caldo MH suplementado com 2% de NaCl.  

Uma alíquota de 0,1 mL da suspensão bacteriana, crescida nas mesmas condições 
descritas anteriormente, foi adicionada a 0,9 mL de caldo MH contendo as concentrações 
distintas do antibiótico e incubadas a 37ºC por 24 horas. O resultado foi obtido através do grau de 
turvação observado nos tubos, através da leitura visual. Qualquer indício de turvação foi 
considerado crescimento bacteriano, portanto resistente à concentração do fármaco presente no 
caldo MH. Logo, o valor da concentração do caldo posterior ao último que apresentou turvação, 
foi considerado como sendo a concentração inibitória mínima da oxacilina (CLSI, 2008). 
 
4.3.2.4. Microdiluição em ágar (determinação da concentração inibitória mínima) 

O método da microdiluição em ágar também permitiu a avaliação da menor concentração 
de oxacilina capaz de impedir o crescimento bacteriano. Para isso, a solução estoque de oxacilina 
(1,0 mg/mL) foi diluída em diferentes concentrações que variaram de 0,25µg/mL; 0,5µg/mL; 
1,0µg/mL; 2,0µg/mL; 4,0µg/mL, 8,0µg/mL, 16,0µg/mL, 32,0µg/mL, 64,0µg/mL, 128,0µg/mL 
até 256,0µg/mL em ágar MH.  

Os isolados foram repicados no ágar MH contendo as distintas concentrações de oxacilina 
e as placas foram incubadas a 37ºC por 24 horas. O resultado foi avaliado através do crescimento 
da colônia no ágar. Logo, o valor da concentração do ágar posterior ao que apresentou o último 
crescimento bacteriano, foi considerado como sendo a concentração inibitória mínima da 
oxacilina (CLSI, 2008). 
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4.4. Testes de detecção de beta-lactamases em Staphylococcus spp. 
 

4.4.1 Teste de nitrocefim 
Trata-se de um teste cromogênico que detecta a capacidade da beta-lactamase hidrolisar o 

anel beta-lactâmico através de uma cefalosporina cromogênica, ocorrendo uma mudança de cor 
quando houver ruptura do anel beta-lactâmico (BERNARDO et al., 2005).  

A produção de beta-lactamase foi detectada pelo uso de discos impregnados com 
Nitrocefina (Oxoid®), uma cefalosporina cromogênica. Todos os isolados foram semeados em 
ágar TSA (ágar tripticase de soja) acrescido de 1 µg/mL de penicilina e incubados a 37°C por 24 
horas. Posteriormente, o teste de nitrocefin foi realizado segundo metodologia proposta pelo 
CLSI (2008). O disco constituído de uma cefalosporina cromogênica foi umedecido com água 
destilada estéril e em seguida foi aplicada sobre a superfície deste algumas colônias de cada 
isolado em ágar TSA, empregando ponteiras estéreis. A reação positiva foi evidenciada pelo 
desenvolvimento de uma coloração rosa, no local onde foi aplicado o microrganismo e a 
negativa, pela não alteração de cor. Para isolados beta-lactamase negativos, a reação foi 
reexaminada após uma hora, conforme recomendações do fabricante. 
 
4.4.2 Teste de fita para detecção da produção de beta-lactamases 

É um teste cromogênico que detecta a capacidade da beta-lactamase hidrolisar o anel beta-
lactâmico através de uma cefalosporina cromogênica, ocorrendo uma mudança de cor quando 
houver ruptura do anel beta-lactâmico (BERNARDO et al., 2005). A metodologia foi realizada 
segundo as recomendações técnicas do fabricante, na qual um fragmento de cada colônia crescida 
em ágar TSA foi colocado na superfície da fita e a coloração branca indicou prova positiva e 
conseqüente produção de beta-lactamase (Probac do Brasil). 
  
4.5. Detecção da resistência induzível à clindamicina 
 

A resistência induzível à clindamicina foi detectada pela colocação do disco de 
clindamicina (2 µg) a uma distância de 15 a 26 mm do disco de eritromicina (15 µg) em ágar 
MH. Após o período de incubação de 24 h a 35°C os microrganismos que não apresentaram 
achatamento do halo de inibição da clindamicina foram considerados sensíveis à clindamicina. 
Organismos que apresentarem achatamento do halo da clindamicina adjacente ao disco de 
eritromicina indicam resistência induzível à clindamicina e devem ser reportados como 
resistentes (CLSI, 2008). 
 
4.6. Detecção Fenotípica dos Fatores de Virulência 

 
4.6.1. Produção de “slime” em microplaca 

Os isolados foram semeados em ágar sangue por 24h a 37ºC e as colônias foram 
inoculadas em microplacas de 96 poços contendo caldo tripticase soja (Britania) a 0,24% de 
glicose, e novamente incubadas por 24h. Após crescimento bacteriano o caldo foi descartado 
vertendo-se a microplaca. Os poços foram lavados com água destilada e corados com fucsina por 
30 minutos em temperatura ambiente. A produção de “slime” foi observada como uma película 
aderida à ao fundo da placa (CHRISTENSEN et al., 1985). Os resultados foram avaliados através 
de leitura visual segundo a escala: ausente (-), fraco (+), moderado (++) e forte (+++). Para 
controle postivio do teste foi utilizada a cepa padrão de Staphylococcus aureus (ATCC 25923). 
4.6.2. Produção de “slime” em ágar Vermelho Congo 
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As placas de ágar Vermelho Congo (CRA) foram preparadas através da adição de 0,8g de 
Vermelho Congo e 36g de sacarose (Sigma) a cada 1L de caldo BHI (Britania). Todos os isolados 
foram semeados na superfície do ágar e após 24h a 37ºC a coloração das colônias foi avaliada. Os 
isolados que produziram colônias coradas em preto foram consideradas produtoras de “slime” 
enquanto que colônias vermelhas foram classificadas como não produtoras (ARCIOLA et al., 
2001). A cepa padrão de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi utilizada como controle do 
teste. 
 
4.6.3. Produção de hemolisinas e sinergismo hemolítico (SHA) 

Os isolados foram semeados através de estrias radiais em ágar sangue para avaliação da 
produção de halos de hemólise total e parcial após 24h a 37ºC. Isolados de estafilococos 
produtores de hemólise total são denominados alfa hemolíticos enquanto que os produtores de 
hemólise parcial são denonominados beta hemolíticos. 

O SHA foi avaliado através do inóculo de S. aureus produtor de beta hemolisina em ágar 
sangue e os isolados foram semeados perpendicular a este. Uma zona de hemólise total dentro da 
zona parcial de beta hemolisina foi considerada como SHA positivo (DEMO,1996). A cepa 
padrão de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi utilizada como controle do teste. 
 
4.7. Técnica de Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) para a amplificação dos genes de 
virulência e resistência 

 
Todo o experimento de amplificação dos genes foi realizado no Laboratório de Biologia 

Molecular situado no Departamento de Parasitologia e Sanidade Animal do Instituto de 
Veterinária, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). 
 
4.7.1. Extração do DNA bacteriano  

A parede celular de bactérias Gram positivas é formada por uma espessa camada de 
peptidoglicano que dificulta a extração do gene bacteriano (PRESCOTT et al., 1996), fazendo-se 
necessária a utilização de enzimas específicas. Porém novos protocolos de extração vêm sendo 
propostos no intuito de simplificar, otimizar e diminuir os custos da técnica de PCR.  

A extração do DNA bacteriano foi realizado segundo protocolo de Senna et al., (2002) 
onde cada colônia crescida em ágar tripticase de soja (Merck) foi repicada em 10 mL de caldo 
BHI (Britania). Após 12h a 37ºC, uma alíquota de 1,0 mL do caldo contendo o inóculo foi 
transferida para microtubos que foram centrifugados a 12.000 rpm por 2 min. Após três lavagens 
com tampão TE (10mM Tris-HCl e 1mM EDTA – ph 8.0) foram adicionadas 4U de lisostafina 
(Sigma) a 100µl de TE contendo o precipitado. Após incubação à 37ºC por 30 minutos, os 
microtubos foram levados ao banho-maria a 100ºC por 10 minutos, e após a centrifugação, o 
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 500 µl de tampão (SENNA et al., 
2002).  

A extração de DNA para detecção do gene de resistência à oxacilna e aos antibióticos 
beta-lactâmicos através da produção de beta-lactamase foi realizado segundo Senna et al. (2002) 
após o cultivo do microrganismo em ágar MH acrescido de 1 mg/mL de oxacilina. 
 
 
 
 



 30 

4.7.2. Amplificação dos genes através da técnica de PCR 
As concentrações utilizadas em todas as reações de PCR foram Tampão 10X (10 mM 

TrisHCl, pH 9.0; 50 mM KCl, and 0.1% Triton X-100), 1,25 mM de MgCl2,  1mM de cada 
iniciador (Bioneer- Seul, Coréia do Sul), 0,2 mM de dNTP (Fermentas- Burlington, Canadá) e  2 
U de TAQ polimerase (Fermentas- Burlington, Canadá) em um volume total de reação de 20µl 
contendo 5µl do DNA extraído (SAMBROOK et al., 2002) .  

Os amplicons foram avaliados por eletroforese em gel de agarose, seguido por coloração 
em brometo de etídeo (0,5 mg/mL), visualizado em transiluminador ultra-violeta e documentados 
pelo programa QuantiOne (BioRad), utilizando marcadores de peso molecular de 100 pb 
(Fermentas) e 50 pb (Fermentas). 

A cepa padrão de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi utilizada como controle dos 
testes genotípicos avaliados. 

 
4.7.2.1. Genes de resistência à oxacilina em Staphylococcus spp. coagulase-negativos 

Foi realizada a técnica de PCR para a possível amplificação dos genes mecA (COELHO et 
al., 2007), mecI (1), mecI (2), mecR1 (ROSATO et al., 2003) e femA (ZOCCHE et al., 2006) em 
todos os Staphylococcus spp. coagulase-negativos. Os iniciadores e ciclos utilizados estão 
expostos no quadro 2. 
 
Quadro 2. Iniciadores e ciclos empregados nos ensaios de amplificação dos genes de resistência 
à oxacilina de Staphylococcus spp. coagulase-negativos. 
  

*1. (94ºC 30s, 55°C 30s, 72°C 1 min) x 40 e 72ºC 5min. 2. (95ºC 1min, 55°C 1 min, 72°C 2 min) x 30. 3. 
95ºC 5min (95ºC 1min, 45°C 1min, 72°C 1min) x 37 e 72ºC 105min. 
 
 
4.7.2.2 Genes de resistência relacionados à produção de beta-lactamases de Staphylococcus 
spp. coagulase-negativos. 

Foi realizada a técnica de PCR para a possível amplificação dos genes blaI (1), blaI (2), 
blaR1, e blaZ (1), blaZ (2), blaZ (3) (ROSATO et al., 2003) em todos os Staphylococcus spp. 
coagulase-negativos de mastite subclínica. Os iniciadores e ciclos utilizados estão expostos no 
quadro 3. 
 
 
 

Gene 
(fragmento) 

Iniciadores (5´ - 3 ´) Ciclos 

mecA (513pb) AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C 
AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C 

1* 

mecI (1)  
(639pb) 

CCG GAA TTC GCA TAT GGA TTT CAC 
GAT GGT TCG TAG GTT ATG TTG 

2 

mecI  (2) 
 (348) 

CGG ATC CGA AAT GGA ATT AAT ATA ATG 
CGG AAT TCG ACT TGA TTG TTT CCT 

2 

mecR1 (234pb) CCA AAC CCG ACA ACT AC 
CGT GTC AGA TAC ATT TCG 

2 

femA (132pb) AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG 
GAT AAA GAA GAA ACC AGC AG 

3 
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Quadro 3. Iniciadores e ciclos empregados nos ensaios de amplificação dos genes de resistência 
à beta-lactamase de Staphylococcus spp. coagulase-negativos. 
 

Gene (fragmento) Iniciadores (5´ - 3 ´) Ciclos 
blaI (1)  
(513 pb) 

ATG TCT CGC AAT TCT TCA A 
CTA TGG CTG AAT GGG AT 

1 

blaI (2)  
(650 pb) 

CCC AAT GGG TGT TTT AAA TGG CCA A 
AAT GGT TAT TTT CTG TACACT CT 

1 

blaR1 
(209 pb) 

GGT ATC TAA CTC TTC TTG C 
CAT CTG ATA AAT GTG TAG C 

1 

blaZ (1)  
(639 pb) 

TAC AAC TGT AAT ATC GGA GGG 
CAT TAC ACT CTT GGC GGT TTC 

1 

blaZ (2)  
(737 pb) 

GAG GCT TCA ATG ACA TAT AGT G 
TCT ATC TCA TAT CTA ACT GG 

1 

blaZ (3)  
(639 pb) 

TCA AAC AGT TAC CAT GCC 
TTC ATT ACA CTC TGG CG 

1 

*1. 94°C 5min. (94ºC 30s, 55°C 30s, 72°C 30s) x 35 e 72ºC 5min. 
 
4.7.2.2. Genes de virulência em Staphylococcus spp. coagulase-negativos 

Foi realizada a técnica de PCR simples para a amplificação dos genes envolvidos na 
produção de “slime”, icaA e icaD (VASUDEVAN et al., 2003) e PCR multiplex para os genes de 
produção de hemolisinas, hla e hlb (NILSSON et al., 1999) em todos os Staphylococcus spp. 
coagulase-negativos. Os iniciadores e ciclos utilizados estão expostos no quadro 4. 
 
Quadro 4. Iniciadores e ciclos empregados nos ensaios de amplificação dos genes de virulência 
de Staphylococcus spp. coagulase-negativos. 
 

*1. 94°C 5min. (94ºC 1min, 50°C 1 min., 72°C 1 min) x 30 e 72ºC 7min ; 2. (92°C 45s, 49°C 45s. 72°C 1 
min) x 30 e 72ºC 7min.  
 
4.8. Análise estatística 

 
Os perfis de suscetibilidade aos fármacos testados foram expressos em porcentagens que 

foram analisadas de forma descritiva. Os perfis de suscetibilidade aos fármacos testados foram 
expressos em porcentagens que foram analisadas de forma descritiva. O programa Excel 
(Microsoft®) foi utilizado para confecção dos gráficos com os percentuais de suscetibilidade 
antimicrobiana.  

 

Gene (fragmento) Iniciadores (5´ - 3 ´) Ciclos* 
hla (210pb) CTG ATT ACT ATC CAA GAA ATT CGA TTG 

CTT TCC AGC CTA CTT TTT TAT CAG T 
1 

hlb (300pb) GTG CAC TTA CTG ACA ATA GTG C 
GTT GAT GAG TAG CTA CCT TCA GT 

1 

icaA (1315pb) CCT AAC TAA CGA AAG GTA G 
AAG ATA TAG CGA TAA GTG C 

2 

icaD (381pb) AAA CGT AAG AGA GGT GG 
GGC AAT ATG ATC AAG ATA C 

2 
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A associação entre os testes fenotípicos de resistência à oxacilina e a detecção do gene 
mecA foi avaliada através do Teste de Qui-quadrado (X2), utilizando o programa R, com intervalo 
de confiança de 95% (IC=95%).  

Os percentuais de sensibilidade e especificidade, dos testes fenotípicos de produção de 
“slime” foram calculados considerando a presença dos genes icaA  e/ou  icaD, seguindo as 
fórmulas abaixo: 

% Sensibilidade = verdadeiros positivos/ verdadeiros positivos + falsos negativos 
% Especificidade= verdadeiros negativos/ verdadeiros negativos + falsos positivos 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1. Identificação das espécies de Staphylococcus coagulase-negativos 
 
Após a semeadura de 150 amostras de leite, foi possível obter um total de 100 isolados de 

Staphylococcus spp. coagulase-negativos expostos na tabela 2 e 3 e 38 Staphylocococus spp. 
coagulase-positivos. 
 
Tabela 2. Distribuição das espécies de Staphylococcus coagulase-negativos  obtidos de mastite 
subclínica. 
 
 

Espécies de ECN Isolados (n=100) 
Staphylococcus xylosus 70 
Staphylococcus cohnii 10 
Staphylococcus hominis 08 
Staphylococcus capitis 07 
Staphylococcus haemoltyicus 05 

 
Tabela 3. Número de espécies de Staphylococcus coagulase-negativos por diferentes 
propriedades nas respectivas localidades.   
 

Espécies de Staphylococcus spp. coagulase-negativos  
Propriedades 
(localidade) 

S. xylosus S. cohnii S. hominis S. capitis S. haemolyticus 

1. Seropédica 35 5 2 3 - 
2. Resende 5 1 1 - 2 
3. Barra Mansa 7 1 - - 1 
4. Resende 3 - 1 2 - 
5. Resende 4 1  1 1 
6. Barra Mansa 2 - 1 - 1 
7. Barra Mansa 4 - - 1 - 
8. Barra Mansa 6 1 1 - - 
9. Barra Mansa 3 1 - - - 
10. Resende 1 - 2 - - 
 
 
No presente trabalho, foi possível detectar diferentes espécies de ECN, sendo S. xylosus 

(70/100) o microrganismo que apresentou maior freqüência dentre os isolados. Segundo Dordet-
Frisoni e colaboradores (2007) e Nagase e colaboradores (2002) Staphylococcus xylosus é uma 
bactéria ubíqua, comensal da pele e membranas mucosas de mamíferos e aves.  Pode ser 
encontrada em diferentes ambientes (SHALE et al., 2005; NIMRAT et al., 2006) sendo 
usualmente isolada de amostras de leite e carne crua. Esta espécie é normalmente definida como 
não patogênica, no entanto, algumas cepas de S. xylosus são relatadas como causadoras de 
infecções oportunistas em animais e humanos (SIQUEIRA et al., 2002; WON et al., 2002; 
TOMPKINS et al., 2004).  
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Foram detectadas 10 espécies de Staphylococcus cohnii. Lamaita e colaboradores (2005) 
relataram o isolamento de 17 S. conhii a partir de 90 amostras de leite e Mariano e colaboradores 
(2007) relatam que S. cohnii tem sido isolados a partir de mastite bovina e ovina. 

Mariano e colaboradores (2007) e Stamford e colaboradores (2006) detectaram cepas de 
Staphylococcus hominis a partir de amostras de leite. Neste trabalho, foi detectado um total de 08 
isolados de S. hominis. A presença deste microrganismo provavelmente está relacionada à 
transmissão de bactérias entre humanos e animais. 

No presente trabalho, foram isolados 07 Staphylococcus capitis. Stamford e colaboradores 
(2006) relataram S. capitis como uma espécie comumente isolada de leite in natura e Nickerson e 
colaboradores (1995) e Mahoudeau e colaboradores (1997) relataram seu isolamento a partir do 
úbere e leite de cabras e ovelhas com mastite.  

Foram detectadas 05 espécies de Staphylococus haemolyticus no presente estudo. Shittu e 
colaboradores (2004) detectaram S. haemolyticus a partir de amostras de pele e infecções de 
tecidos moles. Norström e colaboradores (2009) relataram a presença de Staphylococcus 
haemolyticus em feridas de animais pós-operatório.  

Apesar de todo avanço nas técnicas de identificação dos ECN e do conhecimento destes 
como agentes etiológicos em diversos processos infecciosos, estes microrganimos muitas vezes 
são negligenciados na rotina laboratorial, sendo reconhecidos apenas como contaminantes 
(BANNERMAN, 2003; De PAULIS, 2003). O maior problema enfrentado pelos 
microbiologistas e clínicos com relação à identificação dos estafilococos coagulase-negativo é 
devido à enorme diversidade de espécies encontradas. A identificação das espécies de ECN, 
embora de difícil realização para a maioria dos laboratórios clínicos, é necessária para diferenciar 
o potencial patogênico e o perfil de resistência de cada espécie (De PAULIS, 2003). 
 
5.2. Perfil de suscetibilidade dos isolados de Staphylococcus spp. coagulase-negativos 

 
O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de eleição foi avaliado através da medição 

do tamanho, em milímetros, da área de inibição dos antibióticos. O gráfico 1 demonstra o perfil 
de suscetibilidade dos isolados de Staphylococcus spp. coagulase-negativos avaliados. 
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Gráfico 1. Disposição gráfica do percentual de sensibilidade de isolados de Staphylocococus spp. 
coagulase-negativos.  
 

 
*Sut – sulfametoxazol-trimetropim. 
 

Foi detectado 21% de sensibilidade à penicilina e ampicilina. Resultados semelhantes 
foram demonstrados por Freitas e colaboradores (2005) que detectaram 20% de sensibilidade à 
penicilina e ampicilina ao avaliarem 59 isolados de Staphylococcus spp.  Mendes e colaboradores 
(2002) detectaram 7% de sensibilidade ao avaliarem 131 isolados de ECN. No entanto, Bonna e 
colaboradores (2007) não detectaram sensibilidade a penicilina e ampicilina ao avaliarem 197 
isolados de ECN. Este baixo percentual de sensibilidade deve-se ao fato da penicilina ser um dos 
antibióticos mais difundidos e utilizados no tratamento de enfermidades animais. Santos e 
colaboradores (2006) detectaram 10% de sensibilidade à penicilina e ampicilina ao avaliarem 30 
isolados de Staphylococcus  provenientes de leite bovino. Da mesma forma Corrêa (2003) 
analisou 95 isolados de Staphylococcus spp. provenientes de leite bovino e detectou 21,06% e 
22,02% de sensibilidade à ampicilina  e penicilina, respectivamente. 

Segundo dados da literatura, isolados de Staphylococcus spp. comunitários apresentam 
baixo percentual de sensibilidade à penicilina e ampicilina. Um estudo realizado pelo Programa 
de Vigilância Antimicrobiana SENTRY com objetivo de monitorar a prevalência de 
microrganismos patogênicos e o perfil de suscetibilidade antimicrobiana nos Estados Unidos, 
Canadá, América Latina e Europa revelaram que os ECN estão entre a terceira causa de infecções 
hospitalares e a segunda causa de infecções comunitárias (DIEKEMA, 2001). 

A resistência à penicilina em Staphylococcus spp. é um fenômeno mundial e com 
prevalência crescente, apesar dos esforços para conter o aumento da disseminação de isolados 
resistentes (FREITAS et al., 2005; BONNA et al., 2007). 

Foi detectado 71% de sensibilidade à oxacilina nos isolados testados. De modo 
semelhante, Menegotto; Picoli, (2007) detectaram 82,5% (n=40) isolados de estafilococos 
sensíveis a oxacilina. Santos e colaboradores (2003) detectaram 96,7% (n=30) de sensibilidade 
em isolados de estafilococos provenientes de mastite bovina.  
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No entanto, a sensibilidade reduzida à oxacilina tem sido relatada por Sadoyama; Gontijo-
Filho (2000), onde relataram que o ambiente hospitalar é o local com maior percentual de 
resistêcia a oxacilina. O índice de sensibilidade a oxacilina no presente trabalho é alto quando 
comparados com trabalhos realizados por John e colaboradores (2002) que analisaram 135 
estafilococos coagulase-negativos e detectaram sensibilidade à oxacilina para 38% dos isolados. 
Ferreira e colaboradores (2002) encontraram 36% (n=152) de sensibilidade à oxacilina em ECN 
isolados de diferentes sítios clínicos. 

A oxacilina foi introduzida em 1961 e é considerada o antimicrobiano de escolha para o 
tratamento de infecções causadas por Staphylococcus spp. resistente à penicilina e ampicilina. No 
entanto, com o aumento da resistência à oxacilina a vancomicina é uma das principais 
alternativas no tratamento das infecções causadas por estafilococos resistentes à oxacilina 
(CHANG, 2003b). 

Foi detectado 100% de sensibilidade à associação entre ampicilina e sulbactam. Segundo 
Hirano; Bayer (1991), o uso de beta-lactâmicos com inibidores de beta-lactamase é uma 
alternativa terapêutica no tratamento de infecções por microrganismos produtores de beta-
lactamase e multirresistentes. Monroy e colaboradores (2003) relataram que a associação de 
ampicilina-sulbactam foi eficaz frente a 73 isolados de estafilococos. Da mesma forma, 
Fernandes e colaboradores (2005) detectaram 80% de sensibilidade ao avaliarem 27 isolados de 
estafilococos. A não detecção da resistência a este fármaco pode estar relacionado ao elevado 
custo e ao uso ainda restrito deste tipo de antibiótico nas clínicas veterinárias e humanas 
(RUSSEL; CHOPRA, 1996). 

Foi detectado 93% de sensibilidade a cefalotina. Resultado semelhante 94,7% (n=23) foi 
demonstrado por Aspis e colaboradores (2003) em isolados de Staphylococcus spp. provenientes 
de animais. A cefalotina é uma cefalosporina de primeira geração sendo uma das mais indicadas 
no tratamento da mastite subclínica e no tratamento de vacas secas. Sua melhor atuação sobre 
bactérias Gram-positivas, causadoras da maior parte das mastites subclínicas, garante-lhes um 
lugar de destaque nestes casos (LÓPEZ et al., 1996; LEITER, 2000). 

No presente trabalho foi detectado 89% de sensibilidade a cefoxitina. Trata-se de uma 
cefalosporina de segunda geração que apresenta alta afinidade com a PBP2, PBP4 e resistência à 
oxacilina, sendo indutora na expressão do gene mecA e apresentando grande especificidade 
(CAUWELIER et al., 2004).  

Cauwelier e colaboradores (2004) e Palazzo; Darini (2006) encontraram índices de 
sensibilidade menores ao exposto pelo presente trabalho. Cauwelier e colaboradores (2004) 
encontraram 40% (n=155) de sensibilidade e Palazzo; Darini (2006) obtiveram 50,34% (n=151) 
em isolados de ECN.  

A redução da sensibilidade em estafilococos coagulase-negativos pode estar associada ao 
fato às sucessivas exposições ao fármaco, o que permite que essas bactérias tornem-se resistentes 
a este antibiótico (HARIHARAN et al., 2006).  

Foi detectada 60% de sensibilidade à ceftriaxona. Os estafilococos meticilina-resistentes 
são normalmente resistentes às cefalosporinas, inclusive à ceftriaxona (LEITER, 2009). 

No presente trabalho foi detectado 100% de sensibilidade ao imipenem. De semelhante 
modo, Tunon e colaboradores (2008) detectaram 100% (n=18) de sensibilidade em isolados de 
estafilococos e Sader e colaboradores (1999) detectaram 88% (n=17) de sensibilidade em 
isolados de ECN. O imipenem representa os beta-lactâmicos com maior espectro de ação e 
potência antimicrobiana, e são os únicos carbapenêmicos disponíveis para uso clínico no Brasil, 
nos Estados Unidos e na Europa. Seu elevado percentual de sensibilidade provavelmente deve-se 
ao fato do uso restrito deste medicamento. 
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Foi detectada 100% de sensibilidade à vancomicina. Estudos semelhantes como o de Freitas 
e colaboradores (2005a) relatam 100% (n=59) de sensibilidade em isolados de Staphylococcus 
spp. provenientes de leites de vacas com quadro de mastite.  Dantas e colaboradores (2006) 
relataram 94,8% (n=140) de sensibilidade em isolados de Staphylococcus  spp. provenientes de 
amostras de leite e das mãos de manipuladores. A vancomicina é o antibiótico de escolha no 
tratamento de infecções por estafilococos resistentes a oxacilina.  

Foi detectado 100% de sensibilidade à linezolida. Trata-se de um novo antibiótico que atua 
contra infecções por estafilococos resistentes à oxacilina. Também é considerada uma alternativa 
ao tratamento com vancomicina, porém seu uso prolongado deve ser evitado devido sua 
toxicidade (MALTEZOU et al., 2006). Segundo Kim e colaboradores (2004) e Stevens e 
colaboradores (2002) a linezolida é um potente antimicrobiano contra estafilococos. No entanto, 
segundo Tsiodras e colaboradores (2001) a resistência a linezolida foi relatada um ano após seu 
lançamento na indústria farmacêutica.  

A introdução das fluoroquinolonas, grupo ao qual pertencem a norfloxacina, 
ciprofloxacina e enrofloxacina, sendo esta última de uso veterinário, na década de 80, significou 
um avanço no tratamento de infecções por bactérias multirresistentes, particularmente infecções 
do trato urinário, visto que diversas cepas de bactérias resistentes a múltiplos antimicrobianos 
mostraram-se sensíveis a esse novo grupo de medicamentos. No entanto, a literatura aponta para 
uma redução na sensibilidade de bactérias às quinolonas (TEIXEIRA et al., 1995). 

A sensibilidade a norfloxacina e ciprofloxacina foi detectada em 94% e 85% dos isolados, 
respectivamente. Netto e colaboradores (2001) detectaram 95,77% (n=107) de sensibilidade à 
norfloxacina em isolados de Staphylococcus spp. Resultado semelhante foi demonstrado por 
Moura e colaboradores (2006) ao detectar 100% (n=27) de sensibilidade  em isolados de 
estafilococos. Em relação à ciprofloxacina, resultados semelhantes foram demonstrados por 
Lopes e colaboradores (1998) que detectaram 70% de sensibilidade em 55 isolados de 
estafilococos. De acordo com Blumberg e colaboradores (1991) tem-se observado diminuição na 
freqüência de Staphylococcus spp. sensíveis à norfloxacina e ciprofloxacina. É importante 
observar que existem indicações que essas cepas de Staphylococcus spp. resistentes à 
norfloxacina e ciprofloxacina são mais freqüentemente resistentes a diversos outros 
antimicrobianos (LOPES et al., 1998). 

No presente estudo foi detectado 98% de sensibilidade à enrofloxacina.  Estudos in vitro, 
utilizando a enrofloxacina para diferentes agentes bacterianos envolvidos na etiologia das 
mastites, revelaram resultados favoráveis quanto à sensibilidade desses microrganismos 
(CARACAPPA et al., 1991; LANGONI et al., 1994; LANGONI et al., 2000). Langoni e 
colaboradores (1994) detectaram 71,63% (n=101) de sensibilidade a enrofloxacina em isolados 
de estafilococos e Caracappa et al. (1991) relataram que este fármaco apresenta eficácia no 
controle do tratamento das mastites por estafilococos. Da mesma forma, Langoni e colaboradores 
(2000) detectaram 72% (n=55) de sensibilidade a enrofloxacina em isolados de Staphylococcus 
spp. provenientes de quadros de mastite.  Este elevado percentual de sensibilidade provavelmente 
deve-se ao fato deste medicamento ser restrito ao tratamento animal. 

 No grupo dos macrolídeos foram detectados 77% e 72% de sensibilidade à azitromicina e 
eritromicina, respectivamente. Resultados contrastantes foram demonstrados por Bernardi e 
colaboradores (2007) ao detectarem 12,5% (n=27) de sensibilidade a eritromicina em isolados de 
ECN e Martinaeu e colaboradores (2000) que relataram 1,5% (n=394) de sensibilidade em 
isolados clínicos de Staphylococcus spp. Segundo Nawaz e colaboradores (1999) a redução da 
sensibilidade à eritromicina constitui um alerta para o fato deste fármaco ser rotineiramente 
empregado no tratamento de doenças em animais, podendo portanto trazer conseqüências 
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indesejáveis, como o desenvolvimento de Staphylococcus spp. resistentes à eritromicina. Pereira 
et al. (2009) detectaram 60% (n=30) de sensibilidade a azitromicina em S. intermedius, 44,4% 
(n=18) em S. aureus e  50% (n=12) em ECN provenientes de diversos quadros infecciosos em 
animais. A azitromicina é um antibiótico que permite a administração de dose única diária com 
curto ciclo de tratamento (HANSEN et al. 2002).  

Foi detectado 67% de sensibilidade à clindamicina nos isolados de ECN. Ko e 
colaboradores (2005) detectaram 61,1%  e 96,1% de sensibilidade em isolados de estafilococos 
resistentes e sensíveis à oxacilina, respectivamente. No entanto, Bernardi e colaboradores (2007) 
detectaram 33,3% (n=27) de sensibilidade a clindamicina em isolados de ECN. A clindamicina é 
uma boa alternativa para o tratamento de infecções estafilcocócicas, porém podem apresentar 
falhas terapêuticas, causadas por resistência a macrolídeos, lincosamidas e estreptograminas. 
Jorgensen e colaboradores (2004) relataram que a resistência aos macrolídeos em estafilococos 
pode ser devido a modificação do alvo ribossomal e está associada com o fenótipo de resistência 
macrolídeo-lincosamida-estreptogramina B e a resistência pode ser constitutiva ou induzida após 
a exposição ao macrolídeo. Segundo o CLSI (2008) o uso da clindamicina no tratamento de 
infecções por estafilococos pode resultar em fracasso terapêutico devido o fenótipo induzível de 
resistência, onde ocorre expressão da resistência durante o tratamento. Neste caso, os isolados 
devem ser reportados como resistentes. Esta resistência induzível à clindamicina pode ser 
detectada pela colocação do disco de clindamicina a uma distância de 15 a 26 mm do disco de 
eritromicina. No presente trabalho não foi detectada resistência induzível a clindamicina. 

Em relação à associação de sulfametoxazol-trimetoprim foi detectada 100% de 
sensibilidade nos isolados de ECN. No entanto, Corrêa (2003) e Machado e colaboradores (2008) 
detectaram 75,79% (n=95) e 52,2% (n=57) de sensibilidade em isolados de estafilococos 
provenientes de leite mastítico. 

Em relação aos aminoglicosídeos, foi detectado 85% de sensibilidade a gentamicina nos 
isolados testados. Nader Filho e colaboradores (2000) detectaram 94,6% (n=72) de sensibilidade 
em isolados de estafilococos. Da mesma forma, Langoni e colaboradores (2000) relataram que a 
gentamicina foi o antimicrobiano com maior ação in vitro sobre S. aureus e afirma ser este um 
antibiótico eficaz no tratamento das mastites bovinas de origem estafilocócica. Neves e 
colaboradores (2007) relataram 96% (n=50) de sensibilidade em isolados de estafilococos 
provenientes da glândula mamária de vacas lactantes sadias. Resultados semelhantes foram 
demonstrados por Gentilini et al. (2002) que relataram ser a gentamicina um fármaco eficaz no 
tratamento das mastites por ECN. No entanto, resultados discordantes foram demonstrados por 
Archer; Scott (1991) que detectaram 40%  (n=208) de sensibilidade em isolados de ECN a partir 
de várias fontes clínicas e Cunha; Lopes (2002) que detectaram 29,1% (n=60) de isolados de 
ECN sensíveis ao fármaco. Segundo estes autores, os ECN transportam genes que codificam 
enzimas inativadoras de aminoglicosídeos, assim como o S. aureus.   

No presente trabalho foi detectado 36% de sensibilidade à tetraciclina. Resultados 
contrastantes foram demonstrados por Santos e colaboradores (2006) que detectaram 93,4% 
(n=30) de sensibilidade em isolados de estafilococos provenientes de leite mastítico.  Da mesma 
forma, Bernardi e colaboradores (2007) detectaram 92,5% (n=27) de sensibilidade em isolados 
clínicos de ECN. A baixa sensibilidade à tetraciclina detectada no presente estudo, pode estar 
associada ao fato deste fármaco ser utilizado na água do rebanho como medida profilática, tendo 
como objetivo a redução de infecções (BOOTH, 1992). 
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5.2.1. Resistência à oxacilina  
 
5.2.1.1 Staphylococcus spp. coagulase-negativos resistentes à oxacilina 

Dos isolados de Staphylococcus spp. coagulase-negativos, um total de 29% (29/100) 
apresentou resistência à oxacilina pela técnica da difusão em disco simples, sendo 13,8% (4/29) 
dos isolados positivos para o gene mecA. O gráfico 2 apresenta os percentuais de resistência dos 
isolados resistentes à oxacilina frente aos antibióticos testados.  
 
Gráfico 2. Gráfico apresentando o percentual de resistência dos Staphylococcus spp. coagulase-
negativos resistentes à oxacilina isolados de mastite bovina aos diferentes antibióticos testados 
através da técnica de difusão em disco. 
 

 
*Amp+sulbactam – ampicilina+sulbactam; Sut+trimetropim – sulfametoxazol-trimetropim. 

 
Estes isolados demonstraram 96,5% (28/29) de resistência à penicilina e ampicilina e 

baixos índices de resistência à gentamicina, cefalotina, norfloxacina, ciprofloxacina e 
enrofloxacina. A associação de ampicilina+sulbactam, vancomicina, sulfametoxazol+trimetropim 
e linezolida foram eficazes frente a estes. Resultados similares foram encontrados por Ferreira e 
colaboradores (2003), onde isolados de estafilococos coagulase-negativos demonstraram baixos 
níveis de resistência à gentamicina, vancomicina e teicoplanina, com exceção apenas à penicilina.  
No entanto, apesar dos baixos índices de resistência detectada, esta provavelmente está associada 
ao uso incorreto de antibióticos, resultando no fenômeno da resistência tanto na medicina 
veterinária quanto na humana.  
 
5.2.1.2 Resistência fenotípica à oxacilina versus detecção do gene mecA 

Para a triagem da resistência à oxacilina o teste de disco-difusão é o mais utilizado. No 
entanto, várias metodologias estão sendo desenvolvidas e outras modificadas para aumentar a 
detecção de isolados verdadeiramente resistentes à oxacilina. Entre estas metodologias, destaca-
se o teste de difusão em disco modificado pela adição de NaCl, o método de microdiluição em 
ágar e em caldo para determinação da CIM e o teste do ágar screen (HUSSAIN et al., 2001).  
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De acordo com os resultados dos cinco testes fenotípicos de avaliação da suscetibilidade à 
oxacilina realizados, os isolados apresentaram 15 perfis de suscetibilidade (tabela 4), 
confirmando a heterogeneidade da resistência dos Staphylococcus spp. coagulase-negativos à 
oxacilina.  

 
Tabela 4. Perfis de suscetibilidade à oxacilina dos isolados de Staphylococcus spp. coagulase-
negativos nos distintos testes fenotípicos. 
 

Testes   
Perfis 

(nº de isolados) 
DD* (1µg) 
R≤13mm 

DM* (1µg)  
R≤13mm 

AS* 
6µg/mL 

MP* 
R≥4µg/mL 

MC* 
R≥4µg/mL 

1 (40) S* S S S R 
2 (11) S S S S S 
3 (9) S R R S S 
4 (8) R* S R R R 
5 (7) S R S S R 
6 (6) R R R R R 
7 (5) R S R S R 
8 (4) R R S R R 
9 (2) S R S R R 
10 (2) R R R S R 
11 (2) R S S S S 
12 (1) S R R R R 
13 (1) S R S S S 
14 (1) R S S S R 
15 (1) R R S S R 

* DD: difusão em disco, DM: difusão em disco modificada, AS: ágar “screen”, MP: microdiluição em placa, MC: 
microdiluição em caldo. S - Sensível, R - Resistente. 
 

A detecção da resistência à oxacilina através de métodos fenotípicos em isolados de 
Staphylococcus spp. tem sido dificultada devido ao fenômeno da heteroresistência, onde duas 
populações, sensível e resistente, existem em uma mesma cultura. Segundo Lowy (2003), toda 
população bacteriana heterogeneamente resistente, assim como todas as células, carregam o gene 
mecA, marcador genotípico da resistência, porém nem todas expressam fenotipicamente sua 
resistência da mesma forma. Cada isolado de Staphylococcus spp. resistente à oxacilina apresenta 
um perfil característico da proporção de células que crescem na presença de concentrações 
específica de oxacilina e de diferentes condições ambientais. Tal idéia é corroborada com os 
estudos de Aarestrup e colaboradores (2001) que relataram que o fenótipo da heterorresistência 
pode estar relacionado com a temperatura e tempo de incubação, tamanho do inóculo e presença 
de NaCl, assim como induzida pelos próprios antimicrobianos beta-lactâmicos. E um fenótipo 
menos freqüente é a resistência homogênea, onde toda a população de células é altamente 
resistente.  De acordo com o CLSI, o uso adicional de sal no meio de cultura tem sido utilizado 
para aumentar a acurácia na detecção da resistência a oxacilina. No entanto, outros pesquisadores 
apontam para uma elevada freqüência de alterações na seqüência gênica do sistema mec, 
incluindo deleções, mutações e transposições o que inviabilizaria sua confiabilidade como 
marcador de resistência (PETINAKI  et al., 2001; ROSATO  et al., 2003). 

No presente trabalho, o gene mecA foi detectado em apenas 13,8% (4/29) dos isolados de 
ECN resistentes à oxacilina, representados por Staphylococcus xylosus. Dos isolados resistentes à 
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oxacilina, 6 foram resistentes nos diferentes testes fenotípicos à oxacilina, incluindo os 4 isolados 
mecA  positivos. Os testes fenotípicos de detecção de resistência à oxacilina são avaliados quanto 
à sensibilidade, especificidade, valores preditivos negativos e positivos, considerando a 
positividade para o gene de resistência mecA, o isolado deveria apresentar-se resistente. Como a 
taxa de detecção do gene mecA foi baixa, não foi possível correlacionar sua presença com a 
sensibilidade e especificidade dos testes.  

Segundo os resultados obtidos após a análise estatística (anexo 2), utilizando o programa R, 
com um intervalo de confiança de 95%, os testes de difusão em disco simples, difusão em disco 
modificada, ágar screen e microdiluição em ágar apresentaram correlação estatística com a 
presença do gene mecA em isolados de Satphylococcus spp. coagulase negativos. Porém o 
método de microdiluição em caldo não apresentou correlação entre o perfil fenotípico de 
resistência e a detecção do gene mecA.  

Entre todas as penicilinas penicilinase-estáveis, a oxacilina, durante anos foi à preferida 
para testes in vitro utilizando a difusão em disco. Estudos demostram acurácias variadas com 
diferentes testes fenotípicos de resistência à oxacilina provavelmente devido à ocorrência do 
fenômeno da heterorresistência (FELTEN et al., 2002; POTTUMARTHY et al., 2005; 
SWENSON et al., 2005; MIMICA et al., 2007).  

Isolados de estafilococos resistentes à oxacilina devem ser relatados como também 
resistentes a outros beta-lactâmicos, visto que o mecanismo de resistência é o mesmo e os testes 
in vitro com esses antimicrobianos têm menor acurácia como preditivos da presença do gene 
mecA do que os testes com oxacilina ou cefoxitina  (VELASCO et al., 2005; CLSI, 2008). 

A difusão em disco simples e a difusão em disco modificada são técnicas de fácil 
execução, rápidas e de baixo custo. 

 A literatura aponta que a técnica do ágar screen (figura 2) suplementado com 4% de NaCl 
e 6 µg/mL de oxacilina pode ser utilizado para detecção da resistência com boa acurácia 
(FELTEN et al., 2002; SHARP et al., 2005; MIMICA et al., 2007), sendo portanto recomendada 
pelo CLSI. Trata-se de um teste simples e econômico quando comparado aos testes de avaliação 
da concentração inibitória mínima, mas que deve ser executado de forma cuidadosa, onde cada 
colônia crescida, mesmo que pequena, deve ser considerada resistente.  
 

 
Figura 2. Técnica de ágar screen. A seta indica colônia crescida em meio contendo oxacilina 
(6µl/mL). 
 

A técnica da microdiluição em caldo foi à técnica menos específica (10%). Esta baixa 
especificidade provavelmente pode estar relacionada ao fato que a leitura deste teste se faz 
através da turbidez e esta pode ser subjetiva, sendo, portanto, uma prova que considera muitos 
isolados falso-positivos.  
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 Em relação à técnica de microdiluição em ágar, Ferreira e colaboradores (2002) e Rowe e 
colaboradores (2002) relataram ser o teste de maior acurácia na detecção da resistência à 
oxacilina e consideram esta técnica mais acurada que a difusão em disco, apresentando fácil 
interpretação.  
 
5.2.1.3 Resistência à cefoxitina versus mecA 

De igual modo, o baixo percentual de isolados mecA positivos não permitiu correlacionar 
sua presença com a sensibilidade dos testes de difusão em disco com cefoxitina. Segundo os 
resultados obtidos após a análise estatística, utilizando o programa R, com um intervalo de 
confiança de 95%, os testes de difusão em disco simples com oxacilina e cefoxitina apresentaram 
correlação estatística com a presença do gene mecA em isolados de Satphylococcus spp. 
coagulase negativos.  

De acordo com o CLSI (2007), a detecção fenotípica da resistência a cefoxitina e 
oxacilina em ensaios de difusão em disco representam métodos confiáveis para predição da 
presença do gene mecA em estafilococos coagulase-negativos. No entanto, a cefoxitina por 
apresentar maior especificidade e sensibilidade equivalente a oxacilina tem sido 
preferencialmente recomendada como predição da presença do gene mecA por ser um forte 
indutor de seu sistema regulatório. Estudos têm relatado maior eficácia em testes de difusão em 
disco com cefoxitina correlacionado com a presença do gene mecA, em relação ao uso da 
oxacilina (SWENSON et al., 2005).   A cefoxitina induz a produção de PBP2a e têm 
provavelmente uma afinidade elevada para PBP2 estafilocócica (DANCER, 2001).  

A melhor maneira de determinar o perfil de suscetibilidade dos isolados à cefoxitina é 
através da técnica da difusão em disco e/ou microdiluição em caldo enquanto que para a oxacilina 
é o teste da CIM.  O teste com disco de cefoxitina, quando comparado com os testes de CIM com 
oxacilina, possui idêntica sensibilidade, mas maior especificidade, sendo, portanto mais preciso 
na identificação da resistência aos beta-lactâmicos em Staphylococcus. 
 
5.2.1.4 Detecção dos genes regulatórios do sistema mec em Staphylococcus spp. coagulase-
negativos. 
 

Após a realização dos testes fenotípicos de detecção da resistência à oxacilina, os isolados 
foram avaliados quanto à presença dos genes mecA, mecI e mecR1 (tabela 5; figura 3) através da 
técnica de PCR. 

 
Tabela 5. Prevalência dos genes envolvidos na expressão da resistência à oxacilina nos 100 
isolados de Staphylococcus spp. coagulase-negativos. 
 

Genes  Percentual 
MecA 4% 
mecI  47% 
mecR1 4% 
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Figura 3. Perfil eletroforético dos genes de resistência à oxacilina em Staphylococus spp. 
coagulase-negativos isolados de mastite bovina em gel de agarose 1,5% (isolado positivo 
indicado pela seta). A: fragmento do gene mecA (639pb). B: fragmento do gene mecI (639 pb). 
C: fragmento do gene mecR1 (234pb). M: marcador de peso molecular (100pB), RN: Reação 
negativa, RP: reação positiva.  

 
O gene mecA  foi detectado em apenas 4% (4/100) dos isolados, sendo representado por S. 

xylosus. Estudos apontam que isolados resistentes à oxacilina em diferentes testes fenotípicos 
podem não apresentar o gene mecA, podendo este fato ser explicado por outros mecanismos  de 
resistência como a hiperprodução de beta-lactamases (MARTINEAU et al., 2000; BROWN, 
2001; McKINNEY et al., 2001)  e modificação da afinidade de outras “PBPs”. Segundo Petinaki 
e colaboradores (2001), a PBP3 é a principal proteína envolvida neste caso de resistência.  

Griethuysen e colaboradores (2005) relataram a perda do gene mecA em isolados de 
Staphylococus spp. mantidos sob congelamento, onde esta perda estava diretamente relacionada 
ao tempo de estocagem.  No presente trabalho, as amostras de leite coletadas foram mantidas sob 
refrigeração e enviadas ao laboratório de Bacteriologia. Devido ao elevado número de amostras 
coletadas, estas foram congeladas para posterior análise. Num primeiro momento, os isolados de 
ECN obtidos a partir destas amostras foram submetidos à rotina de identificação e aos ensaios de 
detecção fenotípica de resistência à oxacilina. O DNA destes isolados foi extraído somente após a 
realização de todos os testes fenotípicos, o que poderia ser uma explicação para a baixa taxa de 
detecção. No entanto, a elevada taxa de detecção do gene mecI, pertencente ao cassete SCCmec 
torna esta hipótese pouco provável. 

Silva (2008) propõe o uso de antimicrobiano em baixa concentração no meio de cultivo 
visando à manutenção de determinantes genéticos que podem ser perdidos durante o cultivo sem 
pressão seletiva. No presente estudo, foram realizados subcultivos com concentrações 
subinibitórias de oxacilina antes da extração do material genético, não acarretando aumento na 
taxa, ou qualquer variação na detecção do gene mecA. 
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Outra possibilidade é o fato do gene mecA  estar contido num elemento genético móvel, 
denominado SCCmec o qual possui genes adicionais para resistência antimicrobiana e outros 
genes que codificam enzimas com diversas funções e seqüências de inserção, como também 
genes de funções desconhecidas.  Os genes regulatórios do complexo mec podem estar íntegros 
ou truncados e esta característica pode estar associada pelo movimento ou inclusão de seqüências 
de inserção (LOWY, 2003).  Recentemente, com vistas ao incremento da detecção do gene mecA, 
outros primers vem sendo testados, os quais não foram utilizados neste experimento 
(SCHUENCK et al., 2008; PEREIRA et al., 2009).  

Wada e colaboradores (1991) aponta para o fato de que uma transposição intramolecular de 
IS431 seja responsável pela supressão do gene mecA em Staphylococcus aureus resistente à 
oxacilina. Segundo estes autores o gene mecA foi excluído em todos os 7 subclones sensíveis à 
meticilina avaliados, e o tamanho da deleção variou de 20-100 kilobases dependendo de cada 
subclone. Em seis dos sete subclones, no entanto, a supressão foi confinada ao IS431. Desse 
modo, é provável que diversos fatores possam estar envolvidos com a expressão variável do gene 
mecA levando a resultados contrastantes  quando comparados com os testes fenotípicos de 
resistência à oxacilina, apontando para a necessidade de novos estudos a fim de elucidar questões 
a respeito da presença do gene mecA  e a regulação do complexo mec. 

O gene mecI  foi detectado em 47% (47/100) dos isolados, sendo considerado positivo o 
isolado que amplificou para ao menos um dos genes avaliados (mecI 1:639pb; mecI 2: 348pb) 
Destes, 2 isolados apresentaram o gene mecA (2/47), correspondendo a 4,25% dos isolados mecI 
positivos. O gene mecR1 foi detectado em 4% (4/100) dos isolados de estafilococos, os quais 
foram mecA positivos. Em 2% (2/100) dos isolados foram detectados todos os genes do sistema 
mec (mecA-mecI-mecR1) sendo este fenotipicamente resistentes à oxacilina.  No trabalho 
desenvolvido por Rosato e colaboradores (2003) o gene mecI  foi detectado em 76,7% (56/73) 
dos  isolados de estafilococos resistentes à oxacilina e todos os isolados positivos para a presença 
do gene mecI  apresentaram também os genes mecA  e mecR1. Segundo estes autores, os outros 
17 isolados de estafilococos resistentes à oxacilina apresentaram deleções nos genes mecI e 
mecR1. Petinaki e colaboradores (2001) após a realização do sequenciamento do sistema mec de 
ECN relataram que de um total de 76 isolados, a deleção do gene mecR1 foi detectada em 21% 
(16/76) dos isolados e no gene mecI  em 1,3% (1/76) dos isolados. 

Com base na análise das sequências dos genes mecI  e mecR1 tem sido observada elevada 
freqüência de mutações e deleções destes genes em isolados de estafilococos. Este fato está 
associado com a expressão variável do sistema mec. Provavelmente estas deleções e mutações 
tem contribuído para resultados contrastantes entre os testes fenotípicos de resistência à oxacilina 
com a predição do gene mecA (SUZUKI et al., 1993; WELLER etal., 1999; ROSATO et al., 
2003).  

Segundo Katayama e colaboradores (2001) são reconhecidas cinco classes do complexo 
mec e a literatura aponta para o fato de que mudanças nos genes do sistema regulatório mec 
podem ser desencadeadas por mutações, plasmídeos, fagos e transposons gerando perfis 
genéticos diferenciados. A classe A do complexo mec contém os genes mecR1 e mecI intactos. A 
classe B, contém o gene mecI e o domínio citoplasmático do gene mecRI truncados por um 
IS1272. A classe C é dividida em C1 e C2. Na porção C1, o domínio citoplasmático do gene 
mecRI  e todo o gene mecI estão truncados pela IS431 e em C2 tanto o domínio transmembrana 
quanto o citolplasmático do gene mecR1 e todo o gene mecI estão truncados  por um  IS43. Na 
classe D o gene mecI está deletado e o domínio transmembrana do mecR1 está truncado por um 
IS431. É possível que as discrepâncias na detecção do complexo mec no presente trabalho sejam 
por conta de sua diversidade de classes. Os isolados avaliados podem ter sofrido deleções ou 
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mutações no sistema mecR1 e mecI, sendo necessária a realização do sequenciamento do 
SCCmec a fim de constatar se tais fenômenos ocorreram. 

A tabela 6 apresenta os perfis de resistência aos antibióticos beta-lactâmicos e o perfil dos 
genes regulatórios do sistema mec encontrados nos isolados mecA positivos. 
 
Tabela 6. Perfil de resistência a alguns antibióticos beta-lactâmicos e detecção dos genes do 
sistema regulatório mec em isolados de Staphylococcus xylosus mecA positivos. 
 

Difusão em Disco Genes Perfis 
(nº de 

isolados) 
Oxa* Cef Pen Amp Amp+Sulb mecI mecR1 

1 (2) R* R R R S* - + 
2 (2) R R R R S + + 

       *Oxa: oxacilina; Cef: cefoxitina; Pen: penicilina; Amp: ampicilina; Amp+sulb:         
ampicilina+sulbactam; R: resistente; S: sensível;  

 
Dos quatro isolados mecA  positivos, 50% (2/4) dos isolados não apresentaram o gene mecI  

e foram resistentes à oxacilina, cefoxitina, penicilina e ampicilina. Estes dados corroboram com 
trabalhos desenvolvidos por Katayama e colaboradores (2001) que relataram a não detecção do 
gene mecI em isolados resistentes à oxacilina e mecA  positivos. O complexo mec apresenta dois 
genes, os quais são responsáveis pela regulação do gene mecA. O mecR1 possui atividade 
antirepressora, enquanto que o mecI codifica  um repressor da transcrição mecA. Na ausência de 
indução através do mecR1 por um beta-lactâmico a transcrição do mecA  está fortemente 
reprimida pelo mecI (ARCHER et. al., 1995; LOWY, 2003). Neste caso, é provável que a 
atividade repressora do gene mecI tenha sido alterada levando a uma transcrição do gene mecA. 

O complexo mec (mecR1, mecI  e mecA) foi detectado em 2% (2/100) dos isolado, sendo 
este resistente aos antimicrobianos testados, com exceção da associação de penicilina+sulbactam. 
Estes dados são discordantes com relatos da literatura, onde Dickinson; Archer (2000) relataram 
que isolados de ECN que possuem o complexo mec (mecR1, mecI  e mecA) são denominados 
estafilococos coagulase-negativos pré-resistentes à oxacilina, pois estes apesar de apresentarem o 
gene marcador de resistência à oxacilina, são sensíveis a este antimicrobiano devido ao produto 
do mecI estar intacto e fortemente  reprimido pela expressão do mecA.  

A tabela 7 apresenta os diferentes perfis encontrados nos isolados de estafilococos 
coagulase-negativos quando avaliados em relação à resistência à oxacilina e cefoxitina pela 
difusão em disco simples e a presença dos genes regulatórios do sistema mec. 
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Tabela 7. Perfil dos testes fenotípicos de detecção de resistência à oxacilina e cefoxitina e genes 
do sistema regulatório mec em isolados de Staphylococcus spp. coagulase-negativos. 
 

Antibióticos Genes Perfil 
(n° de 
isolados) 

 
Oxa* 

 
Cef* 

 
mecA 

 
mecI 

 
mecR1 

 
Espécies 

1 (38) S S - - - S. xylosus 
 

2 (33) S S - + - S. xylosus (18);  
S. capitis (7);  
S. cohnii (4) 

S. haemolyticus (3);  
 

3 (10) R S - - - S. hominis (8);  
S. cohnii (4) 

 
4 (8) R S - + - S. xylosus (6); 

 S. haemolyticus (2) 
 

5 (4) R R - + - S. xylosus 
 

6 (3) R R - - - S. conhii (2); 
 S. xylosus (1) 

 
7 (2) R R + - + S. xylosus 

 
8 (2) R R + + + S. xylosus 

    *S: sensível; R: resistente. 
 
Um total de 71 isolados apresentou perfil de sensibilidade à oxacilina e cefoxitina e 

ausência do gene mecA. Este é um achado importante que reporta que nestes isolados de 
estafilococos coagulase-negativo provenientes de mastite bovina a resistência à oxacilina não se 
encontrou de forma disseminada. 
 
5.2.1.5 Produção de beta-lactamases versus resistência à penicilina, ampicilina e 
ampicilina+sulbactam versus genes blaZ, blaI e blaR1 
 

Dos isolados avaliados, 79% (79/100) apresentaram resistência à penicilina e ampicilina, 
não tendo sido detectada resistência à ampicilina+sulbactam. A detecção da produção de beta-
lactamases através da fita com substrato cromogênico (PROBAC) foi detectada nos 100 isolados 
avaliados, incluindo os 21% sensíveis. Um total de 16% (16/100) dos isolados foi positivo para a 
produção de beta-lactamases através do teste do nitrocefin, sendo todos resistentes à penicilina e 
ampicilina. Entre os isolados negativos neste teste (84/100), 63 foram resistentes à penicilina e 
ampicilina e 21 isolados foram sensíveis.  

Rehder (2006) relata que a resistência à penicilina entre os estafilococos coagulase-
negativos, mediada pela produção de beta-lactamase, não foi eficientemente detectada pelo disco 
de nitrocefin. Já Haveri e colaboradores (2005) relatam que a produção de beta-lactamases em 
conjunto aos testes de suscetibilidade pode ser utilizada como método rápido de detecção de 
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resistência aos beta-lactâmicos, principalmente à penicilina. Portanto, no presente trabalho este 
teste foi avaliado quanto a sua especificidade (100%) e sensibilidade (100%) considerando o gene 
blaZ, relacionado à produção de beta-lactamase.  Todos os isolados foram submetidos à detecção 
deste gene em adição ao blaI e blaR1 através da técnica de PCR. 

Um total de 16%, 21% e 5% dos isolados foi positivo para os genes blaZ, blaI, blaR1 
(figura 4), respectivamente. Diferentes seqüências foram utilizadas para os genes blaZ e blaI, 
sendo considerado positivo o isolado que amplificou para ao menos um dos genes avaliados. 

 
 
 

                                                                                           
 
 
Figura 4. Perfil eletroforético dos genes envolvidos na resistência aos beta-lactâmicos pela 
produção de beta-lactamases em Staphylococus spp. coagulase-negativos isolados de mastite 
bovina em gel de agarose 1% (isolado positivo indicado pela seta). A: fragmento do gene blaZ(1) 
- 639pb. B: fragmento do gene blaI - 513 pb. C: fragmento do gene blaR1 - 209 pb. M: marcador 
de peso molecular (100pB), RN: Reação negativa, RP: reação positiva.  

 
A tabela 8 apresenta os perfis de resistência a alguns antibióticos beta-lactâmicos, a 

produção de beta-lactamases pelo teste do nitrocefin e a presença dos genes reguladores da 
produção de beta-lactamase encontrada.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A C 

M    RP   RN  RP      M    RP     RN  

B 

500 pb 

M         RP     RN  

500 pb 

500 pb 
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Tabela 8.  Perfis de resistência a alguns antibióticos beta-lactâmicos, produção de beta-
lactamases e a presença de genes reguladores da produção de beta-lactamase dos 100 isolados de 
Staphylococcus spp. coagulase-negativos provenientes de mastite bovina. 
 

Antibióticos Genes Perfil 
(n° de 
isolados) 

 
Pen* 

 
Amp* 

Amp+ 
Sulb* 

Teste 
do Nitrocefin 

 
blaZ 

 
blaI 

 
blaR1 

 
Espécies 

1 (63) R* R S* - - - - S. xylosus (47); S. 
cohnii (8);  

S. hominis (8) 
 

2 (18) S S S - - + - S. xylosus (9);  
S. capitis (7);  
S. cohnii (2) 

 
3 (11) R R S + + - - S. xylosus (9); S. 

haemolyticus (2) 
 

4 (3) S S S - - - - S. haemolyticus 
         

5 (3) R R S + + + + S. xylosus 
 

6 (2) R R S + + - + S. xylosus 

*Pen: Penicilina; Amp: ampicilina; Amp+sulb: ampicilina+sulbactam; R: resistente; S: sensível. 
 
Um total de 16 isolados (16%) foi positivo para o gene blaZ, resistentes à penicilina e 

ampicilina e positivos no teste de nitrocefin, sendo S. xylosus prevalente com 14 isolados 
(87,5%). Pitkala e colaboradores (2009) relataram boa correlação entre o teste de detecção de 
beta-lactamases através de discos de nitrocefin e a técnica de PCR para detecção do gene blaZ.  
No presente trabalho, o teste do nitrocefin demonstrou correlação com a presença do gene blaZ, 
apresentando 100% de sensibilidade e especificidade.  Foi detectado somente o gene blaZ em 
11% (11/100), 2 isolados (2%) apresentaram os genes blaZ  e blaRI, e 3 isolados  (3%) 
apresentaram todos os genes do sistema bla (blaZ,  blaI e blaRI). Outros 63 isolados (63%) 
negativos para o gene blaZ também apresentaram resistência à ampicilina e penicilina.  

A tabela 9 correlaciona os dados da resistência a alguns antibióticos beta-lactâmicos com a 
presença dos genes dos sistemas regulatórios de produção de beta-lactamases (bla) e de PBP2a  
(mec). 
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Tabela 9. Perfis de resistência a alguns antibióticos beta-lactâmicos, produção de beta-lactamases 
e a presença de genes reguladores da produção de beta-lactamase e PBP2a dos 100 isolados de 
Staphylococcus spp. coagulase-negativos provenientes de mastite bovina. 
 

Antibióticos Genes  
Perfil 

(n° de 
isolados) 

 
Pen* 

 
Amp* 

Amp+ 
Sulb* 

 
Oxa* 

 
Cef* 

Teste 
do 

Nitrocefin 
 

blaZ 
 

blaI 
 

blaR1 
 

mecA 
 

mecI 
 

mecR1 

1 (33) R* R S* S S - - - - - + - 
2 (20) R R S S S - - - - - - - 
3(10) S S S S S - - + - - - - 
4 (10) R R S R S - - - - - - - 
5 (8) S S S R S - - + - - + - 
6 (4) R R S R R + + - - - + - 
7 (3) R R S S S + + - - - - - 
8 (3) S S S S S - - - - - - - 
9 (3) R R S R R + + + + - - - 
10 (2) R R S S S + + - - - - - 
11 (2) R R S R R + + - - + - + 
12 (2) R R S R R + + - + + + + 

* Pen: penicilina; Amp: ampicilina; Amp+sulb: ampicilina+sulbactam; Oxa: oxacilina; Cef: cefoxitina; S: 
sensível; R: resistente. 

 
 

Dos 16 isolados positivos para o gene blaZ,  4 (25%) foram  mecA positivos, sendo todos 
resistentes aos antibióticos beta-lactâmicos avaliados, com exceção da associação de 
ampicilina+sulbactam. Neste caso, no perfil 11, não é possível distinguir se a resistência estaria 
associada à produção de PBP2a mediada pelo gene mecA e/ou a produção de beta-lactamases 
detectada pelo nitrocefin.  Já no perfil 12, segundo Dickinson; Archer (2000) isolados de 
estafilococos que possuem o complexo mec (mecR1, mecI  e mecA) são sensíveis à oxacilina 
devido ao produto do mecI estar intacto e fortemente  reprimido pela expressão do mecA. Neste 
caso, o mecanismo de resistência envolvido é a produção de beta-lactamases. Foi detectado 
apenas o gene mecI em outros 4 isolados blaZ positivos, também resistentes a penicilina e 
ampicilina, indicando a produção de beta-lactamases como possível mecanismos. 

No conjunto avaliado, 79 isolados apresentaram resistência a penicilina e ampicilina, e 
apenas 16 (20,2%) foram blaZ positivos, incluindo entre estes, os 4 isolados mecA positivos. Nos 
demais 63 isolados (79,8%)  não foi possível identificar através da análise genética um provável 
mecanismo de resistência. Tal fato pode ser explicado por outros mecanismos não avaliados neste 
trabalho, mas também cabe analisar a baixa positividade detectada para o gene blaZ a semelhança 
do ocorrido com o gene mecA. Haveri e colaboradores (2005) relata que diferentes beta-
lactamases podem ser encontradas em isolados de Staphylococcus spp. e estas modificações 
podem estar localizadas no sítio de anelamento do primer, podendo comprometer a amplificação. 
Outra hipótese é proposta por Olsen e colaboradores (2006) que relatam a diversidade do gene 
blaZ  em isolados de Staphylococcus spp. coagulase-negativos provenientes de mastite bovina e 
apontam para a possibilidade que diferentes espécies de estafilococos presentes em um mesmo 
microambiente possam trocar genes blaZ. Este autor avaliou cinco seqüências distintas de 
primers para a amplificação do gene blaZ e ao analisar 143 isolados resistentes à penicilina, 
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somente dois pares de primers obtiveram 100% de positividade enquanto que um par de primer 
não amplificou nenhum isolado.  

Segundo Rehder (2006), estafilococos com fenótipo e genótipo discrepantes quanto à 
resistência aos beta-lactâmicos pode estar associado com a presença do gene repressor blaI ou 
devido a deleções ou mutações nos genes regulatórios do complexo bla. Além disso, o gene blaZ  
pode  estar localizado em elementos móveis como plasmídeos podendo  estes genes estar íntegros 
ou truncados. Esta característica pode estar associada pelo movimento ou inclusão de seqüências 
de inserção. 

Olsen e colaboradores (2006)  ao avaliarem 143 isolados de estafilococos resistentes à 
penicilina, detectaram o gene blaR1 (209pb) em todos os isolados, no entanto, ao avaliar uma 
seqüência distinta de primers, o gene blaR1 não foi detectado. Este relato aponta para a 
importância do estudo de sequências mais confiáveis para confecção dos primers. Possivelmente, 
a baixa taxa de blaR1 detectada no presente estudo pode estar associada com a seqüência do 
primer utilizada. Outra possibilidade é o fato do gene blaR1 ter sofrido deleção ou mutação como 
relatada por Rosato e colaboradores (2003). Logo, o seqüenciamento genético se faz necessário 
para avaliar tais fenômenos. 
 
5.2.1.6 Staphylococcus spp. coagulase-negativos e o gene femA 

No presente trabalho não foi detectada a presença do gene femA nos 100 isolados 
avaliados. O gene femA tem sido relatado como marcador específico de S. aureus. Este gene 
codifica fator essencial para a resistência a meticilina e está universalmente presente em todas as 
cepas de S. aureus (MEHROTA et al., 2000).  
 
5.3 Fatores de virulência de Staphylococcus spp. 
 
5.3.1 Produção de “slime” pela técnica do ágar Vermelho Congo versus genes icaA e icaD 

Estudos relatam que estafilococos coagulase-negativos podem produzir uma substância 
extracelular, denominada “slime”, durante seu crescimento sobre superfícies inertes, como 
biomateriais, facilitando a aderência e a formação do biofilme, podendo ser considerado um 
marcador de patogenicidade associado à virulência dos ECN (CHRISTENSEN et al., 1982; 
COSTERTON et al., 1995; VUONG; OTTO, 2002).  

No presente estudo, dos 100 isolados avaliados quanto à produção de “slime”, 46% 
(n=46) foram produtores através técnica do ágar Vermelho Congo (figura 5), sendo todos 
identificados como S. xylosus. Este meio de cultura permite observar as modificações fenotípicas 
das colônias de Staphylococcus spp, onde colônias produtoras de “slime” apresentam cor negra e 
as não produtoras cor vermelha. Resultados semelhantes foram demonstrados por Fox e 
colaboradores (2005) ao estudarem a formação de biofilmes em isolados de Staphylococcus spp. 
provenientes de mastite, onde a presença de “slime” foi detectada em 41%  (48/117) dos isolados.  
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Figura 5. Colônias de Staphylococcus spp. coagulase-negativos isolados de mastite bovina 
crescidas em ágar Vermelho Congo. A: Colônia produtora de “slime” (negra); B: Colônia 
negativa para a produção de “slime” (vermelha). 
 
 Turkyilmaz; Esklízmirlíler (2006) ao avaliarem a produção de “slime” em 180 cepas de 
Staphylococcus spp. isoladas de diversas fontes clínicas, detectaram 61,1% de positividade 
usando esta mesma técnica e Vasudevan e colaboradores (2003)  detectaram uma produção mais 
elevada (91,4%) em 35 S. aureus avaliados provenientes de vacas com quadro de mastite.  

Um dos fatores limitantes desta técnica é que somente é possível fazer uma avaliação 
qualitativa e não quantitativa das características das colônias, tornando a prova subjetiva, uma 
vez que existem inúmeras variações de coloração que podem ocorrer desde a cor preta até a 
vermelha. No presente trabalho, dos isolados positivos (46/100) para a produção de ”slime”, 36 
isolados apresentaram colônia negras e 10 colônias cinza, sendo, portanto, consideradas como 
positivas, segundo a leitura deste teste proposta por Arciola e colaboradores (2001) (tabela 10). A 
literatura aponta que a formação de “slime” por Staphylococcus spp. está associada com a 
presença de ambos os genes icaA e icaD (figura 6) (BERNARDI et al., 2005; FOX et al., 2005; 
OLIVEIRA et al., 2006). No entanto, no presente trabalho esta associação não foi encontrada, 
pois nenhum isolado apresentou os dois genes. A presença dos genes icaA e icaD  foi detectada 
em 9% (9/100) e 10% (10/100) dos isolados produtores de “slime” através desta técnica, 
respectivamente. A sensibilidade (100%) e especifidade (67%) desta técnica foram calculadas 
considerando positivo o isolado que apresentou o gene icaA  ou icaD, uma vez que não foram 
detectados ambos os genes em um mesmo isolado.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 

B 

A B 
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Tabela 10. Presença dos genes de produção de “slime” e característica de coloração em ágar 
vermelho congo em 100 Staphylococcus spp. coagulase-negativos isolados de mastite bovina. 
 
 

Genes* 
icaA icaD Vermelho Congo Nº isolados (%) 

- - Vermelho 54  

- - Preto 24 
- + Preto 6 

+ - Preto 6 

- + Cinza 4 

+ - Cinza 3 
- - Cinza 3 

  * -: negativo; +: positivo. 
 
Segundo Arciola e colaboradores (2001) nem sempre é possível correlacionar a presença 

de ambos os genes com a produção de “slime”, podendo detectar apenas a presença de um único 
gene e a colônia apresentar coloração negra. Uma das explicações aventadas para este fato é a 
não expressão dos genes destes isolados nas condições as quais foram submetidos, sendo 
possivelmente necessária uma maior concentração de açúcar no ágar vermelho congo ou maior 
tempo de incubação. 

 
 

                                         
 
 
 
Figura 6. Perfis eletroforéticos da amplificação dos genes icaA (A) e icaD (B) em Staphylococcus spp. 
coagulase negativos isolados de mastite bovina, em gel de agarose a 1,5% (Isolado positivo indicado pela 
seta). A: fragmento do gene icaA (1315pb); B: fragmento do gene icaD (381pb); M: marcador de peso 
molecular (100pB), RN: Reação negativa, RP: reação positiva. 
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5.3.2 Produção de “slime” pela técnica da microplaca versus genes icaA e icaD 
  Um total de 77% (77/100) dos isolados foi positivo, em diferentes escalas, para a 
produção de “slime” (tabela 11) na técnica da microplaca (figura 7), representados por 70 S. 
xylosus, 5 S. haemolyticus, 2 S. capitis. 
 
 Tabela 11. Níveis de produção de “slime” por Staphylococcus spp. coagulase-negativos isolados 
de mastite bovina. 
 

Produção de “slime”*  
Espécies - + ++ +++ 
S. xylosus (n=70) - - 10 60 
S. haemolyticus (n=5) - 2 3 - 
S. capitis (n=2) - - 2 - 

                                     *: ausente (-), fraco (+), moderado (++) e forte (+++) 
 

 
 
Figura 7. Técnica da microplaca revelando a produção de “slime”, por Staphylococcus  spp. 
coagulase-negativos isolados de mastite bovina. 1- isolado forte produtor (+++), 2- isolado 
produtor moderado (++), 3- isolado fraco produtor (+), 4- isolado não produtor (-). 
 
 

No presente trabalho, o gene icaA  foi detectado em  9% (9/100) e o gene icaD em 10% 
(10/100) dos isolados positivos para o “slime”. Em trabalho realizado por Fox e colaboradores 
(2005) e Oliveira e colaboradores (2006) a produção de “slime” foi positiva em 41% e (48/117) e 
37,5% (18/50) dos Staphylocococus spp isolados de mastite bovina, respectivamente, sendo que 
nenhuma correlação foi feita com a presença dos genes icaAD. Ao contrário do que foi relatado 
em trabalhos desenvolvidos por Vasudevan e colaboradores (2003) e Bernardi e colaboradores 
(2005) que encontraram associação entre a técnica de microplaca e a detecção dos genes icaAD. 
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A baixa taxa de detecção destes genes comparada ao elevado percentual de detecção de “slime” 
(77%) no presente trabalho sugere o envolvimento de outros genes, possivelmente relacionados à 
expressão do “slime”, que não foram amplificados. A sensibilidade (100%) e especifidade (28%) 
desta técnica foram calculadas considerando positivo o isolado que apresentou o gene icaA  ou 
icaD, uma vez que não foi detectado ambos os genes em um mesmo isolado. 

Segundo Stepanovic e colaboradores (2000), a técnica de aderência em microplacas é um 
dos métodos usados com freqüência para quantificar a formação do “slime” produzido por 
Staphylococcus spp. coagulase-negativos, além de funcionar como um indicador de 
patogenicidade.  

A tabela 12 relata o perfil dos isolados de ECN em relação à produção de “slime” nas 
duas técnicas avaliadas e a  presença dos genes icaA  e  icaD.  

 
Tabela 12. Perfis de produção de “slime” através da técnica em ágar vermelho congo e microplca 
e presença dos genes icaA  e icaD. 
 

Genes** Perfil  
(Nº isolados) 

Vermelho 
Congo 

Microplaca* 
icaA IcaD 

1 (24) Preto +++ - - 
2 (23) Vermelho - - - 
3 (15) Vermelho ++ - - 
4 (14) Vermelho +++ - - 
5 (6) Preto +++ - + 
6 (6) Preto +++ + - 
7 (4) Cinza +++ - + 
8 (3) Cinza +++ + - 
9 (3) Cinza +++ - - 
10 (2) Vermelho + - - 

*: ausente (-), fraco (+), moderado (++) e forte (+++). **: negativo (-), positivo (+). 
 

Sabendo-se que o processo de infecção da glândula mamária pode ser ocasionado por 
estafilococos e tendo em vista a capacidade dos mesmos se aderir e formarem biofilmes neste 
sítio evidencia-se a importância do manejo profilático da mastite.  
 
5.3.3 Produção de hemolisinas versus genes hla e hlb 

Dos isolados avaliados quanto à produção de hemolisinas, apenas 13% (13/100) foram 
hemolíticos (figura 8). Destes, 15,4% (2/13) apresentou hemólise total, sendo representados por 
S. haemolyticus e 84,6% (11/13) a hemólise parcial, representados por S. xylosus. A hemólise 
parcial, em Staphylococcus spp., é representada pela beta-hemolisina, uma enzima que apresenta 
atividade de esfingomielinase, destruindo membranas celulares ricas em esfingomielina, sendo 
tóxica para vários tipos celulares apresentando grande importância nos casos de mastite uma vez 
que o úbere é rico em esfingomielina (NISHIYAMA et al., 2002; LIASSINE  et al., 2005).  

Segundo Coelho e colaboradores (2009) a produção de hemolisinas foi detectada em 12% 
(9/21) dos isolados de Staphylococcus spp. provenientes de mastite bovina. Destes, 77,7% (7/9) 
foi produtor de hemólise total e parcial e 22,2 % (2/9) foi produtor de hemólise parcial. Madani-
Bedini e colaboradores (1997) detectaram a produção de hemolisinas em 165 isolados de ECN 
provenientes de leite de cabra. Destes, 56,9% (94/165) foi produtor de hemólise e total e 75,1% 
(124/165) de hemólise parcial. O baixo percentual de isolados produtores de hemolisinas no 
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presente estudo provavelmente pode estar associado aos múltiplos repiques realizados e ao longo 
período de congelamento antes de serem processados, onde 87% dos isolados não produziram 
nenhum tipo de hemolisina. 
 
 

 
 

Figura 8. Produção de hemolisinas por Staphylococcus spp. coagulase-negativos isolados de 
mastite bovina. A seta indica um isolado produtor de hemólise parcial. 
 

Através da técnica de PCR multiplex, os genes hla e hlb (210pb e 300 pb, respectivamente) 
não foram detectados em nenhum isolado, o que sugere o envolvimento de outros genes, 
possivelmente relacionados à expressão destas toxinas em ECN, que não foram amplificados no 
presente trabalho. 

O SHA foi positivo em 15% (15/100) dos isolados sendo que destes, 14 não apresentaram 
hemolisinas. Silva e colaboradores (2005) detectaram o sinergismo hemolítico em 34,5% 
(122/353) dos isolados de estafilococos avaliados não hemolíticos. A literatura relata que isolados 
não hemolíticos com produção de sinergismo podem ser portadores da delta hemolisina, a qual é 
expressa somente na presença da beta-hemolisina. Além disso, acredita-se que o fenômeno de 
sinergismo hemolítico seja independente da produção de hemolisinas, porém sua ação é 
considerada potencializadora para isolados que são hemolíticos (REINOSO, 2004). 
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6. CONCLUSÕES 
 

• A espécie S. xylosus foi mais frequente dentre os estafilococos identificados; 
• Os isolados apresentaram elevada resistência à penicilina e à ampicilina, tendo a 

associação entre ampicilina e sulbactam, a vancomicina, a linezolida e a imipinema mostrado 
maior eficácia in vitro frente a estes; 

• A difusão em disco com a cefoxitina foi mais específica que a oxacilina. 
• Foram encontrados 15 perfis distintos nos testes fenotípicos de suscetibilidade à 

oxacilina. 
• As cepas resistentes à oxacilina apresentaram elevada resistência a penicilina e 

ampicilina. 
• A técnica de microdiluição em caldo foi a menos específica. 
• O gene mecA  foi detectado em apenas 13,8% dos isolados resistentes à oxacilina, os 

quais também foram mecR1 positivos. 
• O gene mecI  foi detectado em 47%  dos isolados. Destes, 2 isolados apresentaram o 

gene mecA. 
•  Em 2% dos isolados foram detectados todos os genes do sistema mec (mecA-mecI-

mecR1) sendo este fenotipicamente resistentes à oxacilina.  
• A detecção da produção de beta-lactamases através da fita com substrato 

cromogênico foi observada nos 100 isolados avaliados, incluindo os 21% sensíveis à penicilina. 
• Um total de 16 isolados foi positivo para o gene blaZ, resistentes à penicilina e 

ampicilina e positivos no teste de nitrocefin.   
• O teste do nitrocefin demonstrou concordância com a presença do gene blaZ, 

apresentando 100% de sensibilidade e especificidade.  
•  Foi detectado somente o gene blaZ  em 11% dos isolados.  
• Em 2 isolados foram detectado os genes blaZ  e blaRI, e 3 isolados  apresentaram 

todos os genes do sistema bla (blaZ,  blaI e blaRI).  
• Dos 16 isolados positivos para o gene blaZ,  4 foram  mecA positivos. 
• Um total de 79 isolados apresentaram resistência a penicilina e ampicilina, e apenas 

16 foram blaZ positivos.  
• Em 63 isolados resistentes à penicilina e ampicilina não foi possível identificar 

através da análise genética um provável mecanismo de resistência. 
• O gene femA foi não foi detectado em nenhum dos isolados de Stapylococcus spp. 

coagulase-negativos; 
• Os Staphylococcus spp. produziram “slime” em diferentes escalas na técnica da 

microplaca e ágar vermelho congo. 
• Os genes de produção de “slime”, icaA e icaD, foram detectados em 9% e 10% dos 

Staphylococcus spp. coagulase negativos, respectivamente; 
• Não foi detectada associação entre ambos os genes icaA e icaD com a produção de 

“slime”. 
• Um total de apenas 13% foi produtor de hemolisinas e destes 15,4% apresentaram 

hemólise total e 84,6% a hemólise parcial. 
• O SHA foi positivo em 15 isolados sendo que destes, 14 não apresentaram 

hemolisinas. 
• Os genes hla e hlb não foram detectados em nenhum dos isolados.  
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• Não foi possível estabelecer uma correlação entre os testes fenotípicos e genotípicos 
de resistência aos antibióticos beta-lactâmicos nos isolados avaliados. 
 
6.1. Considerações Finais 
 

• A grande diversidade de espécies bacterianas pertencentes ao grupo dos 
Staphylococcus coagulase-negativos associados a processos infecciosos, em 
particular a mastite bovina, torna a execução dos testes de identificação bacteriana 
e a realização do antibiograma ferramentas importantes para evitar falhas na 
terapêutica veterinária, bem como impedir sua disseminação silenciosa nos 
rebanhos leiteiros. 

• Dados sobre os percentuais de resistência aos antimicrobianos beta-lactâmicos 
entre os estafilococos coagulase-negativos bem como a avaliação dos prováveis 
mecanismos de resistência apresentados pelos mesmos têm importância relevante 
no contexto do uso racional de antimicrobianos. 

• Os testes de suscetibilidade antimicrobiana avaliado no presente trabalho 
representam condições in vitro, podendo estes resultados ser diferentes em 
condições in vivo. 

• A baixa correlação do gene  mecA  com a resistência à oxacilina inviabiliza sua 
confiabilidade como marcador de resistência e padrão ouro, apontando para a 
necessidade de novos estudos, uma vez que os parâmetros estabelecidos para a 
detecção deste gene utiliza Staphylococcus aureus  como modelo. Associado a 
isso, a diversidade de espécies encontrada no grupo dos ECN levanta questões a 
respeito deste gene ser o marcador de resistência em todas as espécies. 

• A resistência aos antimicrobianos beta-lactâmicos, especialmente à oxacilina, tem 
sido correlacionada com a presença da proteína PBP2a estafilocócica. Neste 
contexto, estudos são necessários para a detecção da produção da proteína PBP2a 
nos isolados avaliados. Associado a isso, existe a necessidade de estudos mais 
acurados sobre a produção de PBP2a em estafilococos coagulase-negativos, uma 
vez que os trabalhos utilizados na literatura utilizam S. aureus  como modelo. 

• De acordo com o CLSI, isolados de estafilococos resistentes à cefoxitina são 
resistentes aos antimicrobianos beta-lactâmicos, fato não observado nos isolados 
provenientes de animais no presente trabalho.  
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ANEXO 01 
Testes de identificação das espécies de Staphylococcus spp. coagulase-negativos, segundo 
Koneman et al. (2008). 
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ANEXO 2 
 

Resultados obtidos através do teste de Qui-Quadrado (X2) com intervalo de segurança de 
95%: 
 
 
1.Teste comparativo entre a difusão em disco simples com oxacilina e a presença do gene mecA:  
p-value = 0.009021 
 
 
2. Teste comparativo entre o ágar screen e a presença do gene mecA: 
p-value = 0.01338 
 
 
3. Teste comparativo entre o teste difusão em disco modificada e a presença do gene mecA: 
p-value = 0.01898 
 
 
4. Teste comparativo entre a microdiluição em ágar e a presença do gene mecA: 
p-value = 0.0009312 
 
 
5. Teste comparativo entre o teste microdiluição em caldo e presença do gene mecA: 
p-value = 0.6039 
 
 
6.  Teste comparativo entre a difusão em disco simples com cefoxitina e a presença do gene 
mecA: 
p-value = 6.954e-07 
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