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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar a sensibilidade antimicrobiana in vitro de cepas de
Staphylococcus aureusisoladas de tetos de vacas e maos deretireiros, além de verificar o polimorfismo
entre elas pela técnica de PCR-RAPD. Os testes foram realizados pela técnica de difusdo em discos e,
apos a extragdao do material genético foram desenvolvidas as técnicas de PCR e RAPD, usando para
isso 40 iniciadores diferentes. A andlise do polimorfismo foi realizada empregando-se o programa
de taxonomia numérica NTSYS. As sensibilidades dos antimicrobianos nas cepas obtidas de tetos
de vacas foram 4% para a penicilina, 88% para a tetraciclina, 92% para a gentamicina, 96% para a
vancomicina e 100% ao cloranfenicol. Para as cepas provenientes das maos de retireiros, os resulta-
dos de sensibilidade foram zero para a penicilina, 70% para a tetraciclina e 90% para a vancomicina
e 100% para os antimicrobianos gentamicina e cloranfenicol. A realizacdo do E-teste indicou uma
concentragao inibitéria minima (CIM) maior que 256 g/ mL para as cepas resistentes ao antimicro-
biano vancomicina. Os estudos permitiram detectar a resisténcia dos S. aureus mediante o uso dos
antimicrobianos testados e determinar a diversidade genética entre as cepas de estafilococos devido
a presenga de muitas bandas polimoérficas encontradas em todos os iniciadores.
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ABSTRACT

RESISTANCE TO ANTIMICROBIALS AND ANALYSIS OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS
GENETIC DIVERSITY USING RAPD-PCR. The aim of this study was to analyze in vitro antimicro-
bial susceptibility of Staphylococcus aureus strains isolated from teats of cow udders and milking
workers’ hands as well as to verify polymorphism among them by using RAPD-PCR technique.
Tests were conducted by disk diffusion technique and after the collection of the genetic material
PCR and RAPD techniques were performed with the use of 40 different initiators. The analysis of
polymorphism was conducted by using the NTSYS program of numerical taxonomy. The
susceptibility of antimicrobials in the strains collected from teats of cow udders was 4% to penicillin,
88% to tetracycline, 92% to gentamicine, 96% to vancomycin and 100% to chloranfenicol. As for the
strains collected from milking workers” hands, susceptibility results were 0% to penicillin, 70% to
tetracycline and 90% to vancomycin and 100% to gentamicine and chloranfenicol antimicrobials.
E-testshowed minimum inhibitory concentration (MIC) greater than 256 ng/ mL to strains resistant
to the antimicrobial vancomycin. The studies made it possible to detect S. aureus resistance upon
the use of the tested antimicrobials and to determine the genetic diversity found among strains of
staphylococcus due to the presence of many polymorphic bands found in all initiators.

KEY WORDS: Antimicrobial resistance, dairy cattle, polymorphism.
INTRODUCAO et al., 2001). Alguns micro-organismos do género
Staphylococcus constituemrisco paraa populagao con-

O género Staphylococcus encontra-se associado a sumidora de leite e seus subprodutos provenientes

infec¢des importantes que acometem humanos e ani-
mais (ANNEMULLER ef al., 1999). Staphylococcus aureus
é um dos patégenos mais significativos, pois causa
infecgdes intramamadrias no gado leiteiro em todo
o mundo, além de ser o principal agente causador
de infec¢des nosocomiais em humanos (AARESTRUP

de animal com mastite. Algumas cepas da bactéria
podem produzir toxinas termoestaveis e provocar
intoxicacgdo alimentar (MELCHIADES et al., 1993).

O principal problema que afeta os rebanhos
leiteiros, mundialmente, é a mastite bovina ou in-
flamagdo da glandulamamaria, que frequentemente
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tem origem bacteriana (LaNGONI et al., 1998). Mais de
80 diferentes micro-organismos foram identificados
como agentes causadores de mastite bovina, sendo
que as espécies de maior frequéncia isoladas sdo
S. aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dys-
galactiae, S. uberis e Escherichia coli (HARMON, 1994).
A bactéria S. aureus se destaca como causadora de
mastite contagiosa de maior ocorréncia nos reban-
hos mundiais e de tratamento dificil devido a alta
resisténcia aos antibiéticos (Zeccont; Hann, 2000).

A utilizacdo indiscriminada de drogas antimi-
crobianas exerce a chamada pressao seletiva, con-
tribuindo para o aumento de fatores de resisténcia
pelas bactérias, o qual é transferivel por meio dos
mecanismos de recombinagdo genética (TRABULSI,
1991). A resisténcia aos antimicrobianos é uma das
causas de alteragdes na etiologia e nas manifesta-
¢Oes clinicas de infecgdes, isto é, de patdgenos e
de doencas infecciosas emergentes (BRAKSTAD;
MaELAND, 1997). No entanto, é essencial a realiza-
¢do do teste de sensibilidade a antimicrobianos
(TSA) que permite a andlise das caracteristicas de
resisténcia dos micro-organismos, além de facilitar
a escolha dos antimicrobianos frente a infecgdo
(DEVRIESE et al., 1997).

O antibiograma permite a tipagem epidemio-
l6gica de varios géneros de bactérias, além de ser
uma metodologia de facil execugdo e custo relativa-
mente baixo, mas a sensibilidade desta técnica para
fins epidemioldgicos depende principalmente do
microrganismo envolvido e do tipo de antibidtico
testado. A sensibilidade aumenta se os resultados
forem expressos no tamanho real do halo de inibigao
ou pelos valores da concentracao inibitéria minima
(PrALLER, 1991).

Muitos métodos moleculares tém sido usados na
investigacdo de infecgdes estafilocdcicas (PrevosT,
1991), assim, métodos fisiolégicos e bioquimicos
como tipagem bioquimica, testes de sensibilidade a
antibidticos, toxina e perfil enzimatico podem ser con-
firmados por andlises moleculares como a ribotipa-
gem, restricdo de DNA plasmidial, macrorrestricao
de fragmentos de DNA por eletroforese de campo
pulsado e amplificacdo aleatéria de DNA (RAPD -
Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) por
analise de PCR (Reacdo da Polimerase em Cadeia)
(FITzGERALD et al., 1997). A associagdo de métodos
fenotipicos e genotipicos na identificagdo do perfil
de resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus spp.,
isolado de amostras clinicas de humanos e animais,
fornece ferramentas parase determinara prevaléncia
desses micro-organismos como agentes etiolégicos
de infeccdes e de proporcionar o desenvolvimento
deestratégias de controle da disseminacao das cepas
resistentes (CoeLHO et al., 2007).

Considerando a importancia da emergéncia de
cepas resistentes nos rebanhos leiteiros, os objeti-

vos deste trabalho foram os estudos dos perfis de
resisténcia e sensibilidade de cepas de S. aureus e
comparacdes entre bactérias isoladas de tetos de va-
cas e maos de retireiros, pela analise da diversidade
genética entre elas.

MATERIAL E METODOS

Caracterizacdo das cepas bacterianas. Ascepas
de S. aureus foram coletadas logo apds o término
da ordenha por meio de zaragatoas esterilizadas,
passadas suavemente na superficie da pele dos
tetos de 38 vacas mesticas lactantes e das maos
de 16 retireiros. De 83 cepas de estafilococos (59
isoladas dos animais e 24 dos retireiros), um total
de 25 cepas isoladas dos animais e 10 obtidas dos
retireiros, foram positivas para o teste de plas-
macoagulase. A coleta foi realizada em pequenas
propriedades leiteiras do Estado de Sao Paulo, nos
municipios de Sertdaozinho, Pontal, Barrinha, Du-
mont e Jaboticabal. As cepas que se apresentaram
sobaformadecocos, agrupadasem “cachos deuva”
e coradas em cor roxa (Gram-positivas), foram
consideradas como Staphylococcus spp. Foramrea-
lizadas provas para produgdo de lecitinase (ITO
etal., 1969), catalase (Bier, 1966), plasmacoagulase
(SPERBER; TATINI, 1975), fermenta¢do do manitol em
anaerobiose e producdo de acetoina a partir de
glicose (MAcFADDIN, 1976).

Testes de Susceptibilidade. Os testes de sen-
sibilidade in vitro foram realizados conforme a
metodologia de BAUER et al. (1966), segundo as re-
comendacdes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2007), sendo testados os seguintes
antimicrobianos: cloranfenicol (30 mcg), genta-
micina (10 mcg), penicilina (10 un), tetraciclina
(30 mcg) e vancomicina (30 mcg). Os estafilococos
foram semeados em placas contendo meio Miieller
Hinton agar (MHA) pela técnica de esgotamento
em trés direcdes. Apds o crescimento em estufa a
37° C por 24h, foi feita a selegdo das coldnias para
a realizagdo dos antibiogramas. A concentracdo
inibitéria minima (CIM) para a vancomicina foi
determinada por meio do E-test (AB BIODISK,
Sweeden) e os critérios de interpretagdo seguiram
o CLSI (2007).

Extracdo das amostras de DNA gendémico. O
material genético de cada uma das cepas bacterianas
foi obtido com a utilizacdo da resina de troca idnica
InstaGene Matrix® (BIO-RAD), de acordo com o
manual de instruc¢des do fabricante.

PCR com oligonucleotideos iniciadores. Para a
amplificagdo do material genético foram utilizados
dois Kits (C e F), compostos por vinte oligonucleo-
tideos iniciadores inespecificos cada, produzidos
pela Operon Technologies INC.
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O procedimento para a amplificacdo e analise
das amostras de DNA por PCR-RAPD foi efetuado
segundo WiLLiams et al. (1990), com algumas modifi-
cacgOes. Asreagdes de amplificagdo foram conduzidas
em um volume final de 20 pL, contendo 17 pL de
“Mix” composto por Tampao para PCR 10X (KCI50
mM, TRIS-HCI1200mM, pH 8,4); Cloreto de Magnésio
1,25 mM; dNTP 10 mM; Iniciador 10 ng; Tag DNA
polimerase 2 U (INVITROGEN), dgua estéril q.s.p.
(Milli Q) e 30 ng de DNA.

Paraamplificagdo daregido dosoligonucleotideos
inespecificos, a reagdo foi submetida a seguinte se-
quéncia de ciclos: 2min a 94° C, seguido de 40 ciclos
de 1min a 94° C, 2min a 32° C, 2min a 72° C e 5min
a 72° C, sendo que no final foi estabelecida uma
temperatura de refrigeracdo de 4° C. As amostras
amplificadas foram analisadas por eletroforese em
gel de agarose a 1,5 % (89 mM de Tris; 2,5 mM de
EDTA e 89 mM de acido bérico, pH 8.2, contendo
brometo de etideo a 0,5 ng/mL) e 3 pL de tampao
de carregamento. A corrida eletroforética foi de 2h
e 30min a 65 V constantes.

Analise estatistica dos resultados. Com os re-
sultados obtidos, elaborou-se uma matriz binaria,
a qual foi utilizada para a construcao de um filo-
grama pelo software NTSYS (Numeral Taxonomy
and Systematics, versdo 1.7) proposto por ROHLF;

SLICE (1992). Para o agrupamento e distanciamento
genéticoentre as linhagens foi utilizado o coeficiente
de similaridade de Jaccard (LAkHANPAUL et al., 2000).
Empregou-se a andlise do bandeamento produzido
por cada iniciador, sendo conferido o parametro
auséncia ou presenca de banda (0/1).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As 35 cepas analisadas neste trabalho apre-
sentaram resultados positivos para as provas da
lecitinase e catalase. SiLva ef al. (2000) constataram a
presenca de cepas coagulase positiva produtoras de
catalase, presentes nos tetos de vacas e nas maos dos
ordenhadores. A realizacao das provas bioquimicas,
assim como a prova da fermentacdo do manitol em
anaerobiose e a prova da produgao de acetoina (VP)
apartir da glicose foi importante, pois espécies como
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus delphyni e
Staphylococcus hypicus também sdo positivas para
as provas da catalase e plasmacoagulase (SNEATH
et al., 1986). As provas bioquimicas comprovaram
que as cepas coagulase positiva eram de S. aureus.
A Tabela 1 mostra as cepas de S. aureus isoladas das
maos de retireiros e dos tetos bovinos, bem como
seus respectivos municipios de origem.

Tabela 1 - Identificagdo das cepas de Staphylococcus aureus oriundas das maos de retireiros e de tetos bovinos e seus

municipios de origem.

Cepas oriundas de tetos de vacas Cepas oriundas de maos de retireiros Municipios

- 1,2,3 A-Jaboticabal
11, r2 4,12,14,15,16 B-Jaboticabal
16, 18, r10 5,6,10,17,18,19,20,25 C-Pontal
17 7,8,9,11,13,24 D-Dumont
5 E-Sertaozinho
3 F-Sertaozinho
r4 G-Sertaozinho

A letra r seguida de ntmeros identifica os respectivos retireiros.

Tabela 2 - Distribuicao da sensibilidade in vitro das cepas de Staphylococcus aureus isolados de tetos de vacas e maos de

retireiros.
Antimicrobianos NP° de cepas isoladas de tetos 9 NP° de cepas 1591aF1as de maos de %
de vacas retireiros
Penicilina 1 4 - 0
Tetraciclina 22 88 7 70
Gentamicina 23 92 10 100
Cloranfenicol 25 100 10 100
Vancomicina 24 96 9 90
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Paraaobtencado dosresultados de sensibilidade,
foram feitos antibiogramas para as cepas estudadas
neste trabalho e estes podem ser observados na Ta-
bela 2. Os antimicrobianos que apresentaram maior
sensibilidade foram cloranfenicol e vancomicina,
seguidos pela gentamicina, tetraciclina e penicilina.
Para o cloranfenicol, todas as cepas isoladas em
bovinos e maos de retireiros foram sensiveis. O
cloranfenicol é um antibiético de largo espectro,
mas em muitos paises, inclusive no Brasil, seu uso
nado é recomendavel em animais cujos produtos
sejam destinados ao consumo humano, devido a
sua toxicidade (FErGusoN et al., 2005). NaDER FiLHO
et al. (2007), estudando a sensibilidade de cepas de
S. aureus isoladas em amostras de leite de vacas
com mastite, verificaram que o antimicrobiano gen-
tamicina apresentou sensibilidade de 98,6 %. Como
neste trabalho, eles verificaram baixa sensibilidade
das cepasa penicilina. BonNa et al. (2007) verificaram
em estafilococos isolados no leite de bufalas, altas
porcentagens de sensibilidade a gentamicina, van-
comicina e tetraciclina e sensibilidade mais baixa
a penicilina. Soares et al. (2008), trabalhando com
isolados de bovinos com mastite, verificaram que
todos apresentaram sensibilidade a vancomicina e
gentamicina. Neste trabalho, a obtencao de cepas
resistentes a vancomicina pelo método da difusao
de discos foi confirmada posteriormente com a
realizagdo do E-test. NADER FiLHo et al. (2007), veri-
ficaram sensibilidade a vancomicina de 72,2% em
cepas de S. aureus. COELHO et al. (2007) observaram
sensibilidades de 71,5% e 61,1% a vancomicina,
para os isolados de amostras humanas e animais,
respectivamente. Segundo GUERIN ef al. (2000) o
surgimento de cepas de estafilococos resistentes a
vancomicina demonstrando padrao homogéneo de
resisténcia, pode significar um problema de grande
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importancia clinica. Frerraset al. (2005) verificaram
uma sensibilidade de 49% para a gentamicina em
cepasde S.aureus coagulase positivaisoladas de leite
de vacas com mastite. Guraetal. (2002) encontraram
baixa sensibilidade aos antimicrobianos cloranfeni-
col e gentamicina em linhagens de Staphylococcus
epidermidis, S. haemolyticus e S. saprophyticus iso-
ladas de vacas leiteiras. De acordo com ANDRADE
et al. (2000), esta disparidade de resultados indica
que a provavel utilizacdo empirica e indiscrimi-
nada destes antibidticos esteja contribuindo para
o surgimento de linhagens resistentes. Entretanto,
segundo Frerras et al. (2005), o custo elevado dos
exames laboratoriais tem inibido a realizacdo dos
testes de sensibilidade in vitro dos agentes etiologi-
cos da mastite bovina.

A analise de PCR-RAPD demonstrou a existéncia
de diferencas genéticas entre as 35 linhagens bacte-
rianas estudadas, possibilitando a sua caracterizacao.
Muitos autores tém utilizado a técnica da PCR para
a caracterizacdo de isolados de Staphylococcus spp.
ANNEMULLER et al. (1999), LANGE et al. (1999), HEBERT et
al. (2000) e FrrzGeraLD et al. (2000) também utilizaram
a técnica de PCR em seus respectivos estudos, e os
resultados permitiram a caracterizacdo de isolados
de Staphylococcus spp. de mastite bovina. LipmMaN
et al. (1996) utilizaram a técnica de PCR-RAPD e
também obtiveram resultados satisfatérios para a
caracterizacdo de Staphylococcus spp. isolados de
glandulas mamarias de vacas. AIRES-DE-SOUSA et al.
(2007) verificarama diversidade genética deisolados
de S.aureus presentes em amostras de leite de rumi-
nantes, por meio de algumas técnicas moleculares.
A andlise molecular permitiu a detecgdo de alguns
tipos principais de clones responsaveis por mastite
subclinica em diferentes regides do Estado do Rio
de Janeiro.

22 15 v6 3 23 7 S5 16

25 r10 20 8 17 21 19 CN

Fig. 1 - Amplificagdo de bandas polimérficas em linhagens de Staphylococcus aureus de origens humana e animal utili-
zando o iniciador F5. MM: Marcador de tamanho molecular “1Kb Plus DNA Ladder”; CN: Controle Negativo.
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Fig. 2 - Filograma de similaridade genética entre as linhagens de Staphylococcus aureus isoladas de animais e retireiros,

obtido pela matriz de similaridade genética.

A amplificagdo das amostras resultou uma quan-
tidade apreciavel de bandas polimérficas, prove-
nientes daamplificacdo comoiniciador F5, podendo
ser observado nos eletroforogramas apresentados
na Figura 1 e os 40 oligonucleotideos inespecificos
testados apresentaram eficiéncia na amplificagdo
sendo, portanto, usados na anélise de similaridade
para a construgdo do filograma (Fig. 2).

Na andlise do filograma, verificou-se que as 35
linhagens de S. aureus estudadas foram reunidas
em 7 grupos distintos. Varias cepas reuniram-se no
grupo 1 do filograma e apresentaram alta similari-
dade genética, sendo a maior média de similaridade
observada entre as cepasisoladas dos tetos de vacas,
que correspondem aos ntimeros 12 e 13, mesmo es-
tas estando em propriedades diferentes. Os demais
grupos apresentaram maior distancia genética entre
si e entre as cepas do grupo 1.

Pode-se observar, também, que a cepar6, isolada
das mdos de um retireiro, apresentou semelhanga
coma17,isolada dos tetos de vaca, ambas presentes

na mesma propriedade (C), como mostra a Tabela
1. Fato semelhante ocorreu com as cepas 12 e 14 que
se agregaram em mesmo subgrupo e também foram
isoladasnamesmalocalidade. A ceparl, assimcomo
as 14, 15, 16 e r2, reuniram-se no mesmo grupo (1) e
todas foram isoladas do mesmo local (B). A cepa r7
isolada das maos de retireiro foi agrupada comas 7,
8,9,11 e 13, isoladas dos tetos dos animais da mesma
propriedade (D). As cepas r3 e r4 foram isoladas das
maos de retireiros, em cujas propriedades (F e G),
respectivamente, ndo se verificou a presenca de S.
aureus nos animais. O fato destas cepas pertencerem
ao mesmo grupo (A) pode ser justificado pela alta
similaridade genética existente entre elas. Umestudo
feito por LEe (2003), analisando cepas de S. aureusiso-
ladas dealimentos de origemanimal, verificou-se sua
capacidade de transmissdo para os seres humanos.
Foram comparadas 15 cepas de S. aureus resistentes
a meticilina (MRSA) de origem humana e animal e,
por meio de PCR-RAPD, ficou determinado que seis
delas (de origens humana e animal) apresentavam
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similaridade genética, indicando possiveis conta-
minagoes desses alimentos, podendo ainda infectar
o consumidor. Estes resultados corroboram com o
presente trabalho onde diversas cepas de origem
animal apresentaram similaridade genética com
cepas de origem humana, havendo possibilidade de
contaminacao tanto dos animais, como dosretireiros.

Ascepas 18,19 erl0, isoladas das maos de retirei-
ros, assim como as cepas 24 e 25, isoladas de animais
daspropriedades DeC, respectivamente, foramasque
maisse distanciaram das demais, indicando quetalvez
sejam de origem humana. Outro aspecto observado é
quanto a similaridade das cepas 14 e r4, isoladas de
locais distintos, B e G, que foram agrupadas no grupo
1 e apresentaram alta similaridade entre si, sendo as
Unicas resistentes a vancomicina. Esta similaridade
genética indica que estas cepas possam conter genes
de resisténcia a este glicopetideo.

Ouso datécnica de PCR-RAPD, com o intuito de
comparar cepas deestafilococos, também foi efetuado
por MyLLyset al. (1997), onde foramisoladas 40 cepas
de S. aureus de vacas com mastite e caracterizadas
por esta técnica. O estudo comparou estafilococos
isolados do tbere e tetos das vacas em diferentes
tempos, afim dese verificar a persisténcia da virulén-
cia das cepas. MELO et al. (2005), por meio da técnica
de PCR-RAPD, analisaram a diversidade genética
de S. aureus de origem hospitalar e determinaram o
perfil de susceptibilidade dos isolados mediante os
antimicrobianos testados.

A tipagem molecular por RAPD, ap6s a etapa de
padronizagdo, é rapida e detecta minuciosamente
regides com diferencas pequenas no material gené-
tico (TamsIC et al., 1997). A caracterizagdo molecular
de gendtipos de S. aureus pode ser uma importante
ferramenta para o entendimento dos mecanismos
de resisténcia dessa espécie e, consequentemente,
fornecer subsidios para o uso mais eficiente dos
antimicrobianos (WANG et al., 2002).

A preocupacdo destas bactérias em rebanhos
leiteiros envolve aspectos importantes, pois sua
colonizagdo na pele dos tetos das vacas pode acar-
retar frequente contaminagdo entre os animais,
principalmente devido aos manejos inadequados,
aumentando os riscos do surgimento de problemas
mais sérios que podem afetar a satide dos animais
e dos proprios retireiros. Além disso, a partir destes
resultados, pode ser considerada a possibilidade de
contaminacado dos animais pelas maos dos préprios
retireiros, aumentando problemas de mastite em
rebanhos leiteiros.
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