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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar a sensibilidade antimicrobiana in vitro de cepas de       
Staphylococcus aureus isoladas de tetos de vacas e mãos de retireiros, além de verificar o polimorfismo 
entre elas pela técnica de PCR-RAPD. Os testes foram realizados pela técnica de difusão em discos e, 
após a extração do material genético foram desenvolvidas as técnicas de PCR e RAPD, usando para 
isso 40 iniciadores diferentes. A análise 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 mãos 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 realização do E-teste indicou uma 
concentração inibitória mínima (CIM) maior que 256 mg/mL para as cepas resistentes ao antimicro-
biano vancomicina. Os estudos permitiram detectar a resistência dos S. aureus mediante o uso dos 
antimicrobianos testados e determinar a diversidade genética entre as cepas de estafilococos devido 
à presença de muitas bandas polimórficas 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-test showed minimum inhibitory concentration (MIC) greater than 256 μg/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.

INTRODUÇÃO

O gênero Staphylococcus encontra-se associado a 
infecções importantes que acometem humanos e ani-
mais (Annemuller et al., 1999). Staphylococcus aureus 
é um dos patógenos mais significativos, pois causa 
infecções intramamárias no gado leiteiro em todo 
o mundo, além de ser o principal agente causador 
de infecções nosocomiais em humanos (Aarestrup 

et al., 2001). Alguns micro-organismos do gênero 
Staphylococcus constituem risco para a população con-
sumidora de leite e seus subprodutos provenientes 
de animal com mastite. Algumas cepas da bactéria 
podem produzir toxinas termoestáveis e provocar 
intoxicação alimentar (Melchíades et al., 1993).

O principal problema que afeta os rebanhos 
leiteiros, mundialmente, é a mastite bovina ou in-
flamação da glândula mamária, 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 frequência isoladas são 
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 ocorrência nos reban-
hos mundiais e de tratamento difícil devido à alta 
resistência aos antibióticos (Zecconi; Hahn, 2000).

A utilização indiscriminada de drogas antimi-
crobianas exerce a chamada pressão seletiva, con-
tribuindo para o aumento de fatores de resistência 
pelas bactérias, o qual é transferível por meio dos 
mecanismos de recombinação genética (Trabulsi, 
1991). A resistência aos antimicrobianos é uma das 
causas de alterações na etiologia e nas manifesta-
ções clínicas de infecções, isto é, de patógenos e 
de doenças infecciosas emergentes (Brakstad; 
Maeland, 1997). No entanto, é essencial a realiza-
ção do teste de sensibilidade a antimicrobianos 
(TSA) que permite a análise das características de 
resistência dos micro-organismos, além de facilitar 
a escolha dos antimicrobianos frente à infecção 
(Devriese et al., 1997).

O antibiograma permite a tipagem epidemio-
lógica de vários gêneros de bactérias, além de ser 
uma metodologia de fácil execução e custo relativa-
mente baixo, mas a sensibilidade desta técnica para 
fins epidemiológicos depende principalmente do 
microrganismo envolvido e do tipo de antibiótico 
testado. A sensibilidade aumenta se os resultados 
forem expressos no tamanho real do halo de inibição 
ou pelos valores da concentração inibitória mínima 
(Pfaller, 1991).

Muitos métodos moleculares têm sido usados na 
investigação de infecções estafilocócicas (Prevost, 
1991), assim, métodos fisiológicos e bioquímicos 
como tipagem bioquímica, testes de sensibilidade a 
antibióticos, toxina e perfil enzimático podem ser con-
firmados por análises moleculares como a ribotipa-
gem, restrição de DNA plasmidial, macrorrestrição 
de fragmentos de DNA por eletroforese de campo 
pulsado e amplificação aleatória de DNA (RAPD – 
Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) por 
análise de PCR (Reação da Polimerase em Cadeia) 
(Fitzgerald et al., 1997). A associação de métodos 
fenotípicos e genotípicos na identificação do perfil 
de resistência antimicrobiana de Staphylococcus spp., 
isolado de amostras clínicas de humanos e animais, 
fornece ferramentas para se determinar a prevalência 
desses micro-organismos como agentes etiológicos 
de infecções e de proporcionar o desenvolvimento 
de estratégias de controle da disseminação das cepas 
resistentes (Coelho et al., 2007).

Considerando a importância da emergência de 
cepas resistentes nos rebanhos leiteiros, os objeti-

vos deste trabalho foram os estudos dos perfis de 
resistência e sensibilidade de cepas de S. aureus e 
comparações entre bactérias isoladas de tetos de va-
cas e mãos de retireiros, pela análise da diversidade 
genética entre elas.

MATERIAL E MÉTODOS

Caracterização das cepas bacterianas. As cepas 
de S. aureus foram coletadas logo após o término 
da ordenha por meio de zaragatoas esterilizadas, 
passadas suavemente na superfície da pele dos 
tetos de 38 vacas mestiças lactantes e das mãos 
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 São Paulo, nos 
municípios de Sertãozinho, Pontal, Barrinha, Du-
mont e Jaboticabal. As cepas que se apresentaram 
sob a forma de cocos, agrupadas em “cachos de uva” 
e coradas em cor roxa (Gram-positivas), foram 
consideradas como Staphylococcus spp. Foram rea-
lizadas provas para produção de lecitinase (ITO 
et al., 1969), catalase (Bier, 1966), plasmacoagulase 
(Sperber; Tatini, 1975), fermentação do manitol em 
anaerobiose e produção de acetoína 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-
comendações 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 Müeller 
Hinton ágar (MHA) pela técnica de esgotamento 
em três direções. Após o crescimento em estufa a 
37° C por 24h, foi feita a seleção das colônias para 
a realização dos antibiogramas. A concentração 
inibitória mínima (CIM) para a vancomicina foi 
determinada por meio do E-test (AB BIODISK, 
Sweeden) e os critérios de interpretação seguiram 
o CLSI (2007).

Extração das amostras de DNA genômico. O 
material genético de cada uma das cepas bacterianas 
foi obtido com a utilização da resina de troca iônica 
InstaGene Matrix® (BIO-RAD), de acordo com o 
manual de instruções do fabricante.

PCR com oligonucleotídeos iniciadores. Para a 
amplificação do material genético foram utilizados 
dois Kits (C e F), compostos por vinte oligonucleo-
tídeos iniciadores inespecíficos cada, produzidos 
pela Operon Technologies INC.
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O procedimento para a amplificação e análise 
das amostras de DNA por PCR-RAPD foi efetuado 
segundo Williams et al. (1990), com algumas modifi-
cações. As reações de amplificação foram conduzidas 
em um volume final de 20 µL, contendo 17 µL de 
“Mix”  composto por Tampão para PCR 10X (KCl 50 
mM, TRIS-HCl 200 mM, pH 8,4); Cloreto de Magnésio 
1,25 mM; dNTP 10 mM; Iniciador 10 ng; Taq DNA 
polimerase 2 U (INVITROGEN), água estéril q.s.p. 
(Milli Q) e 30 ng de DNA.

Para amplificação da região dos oligonucleotídeos 
inespecíficos, a reação foi submetida à seguinte se-
quência 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 refrigeração 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 ácido bórico, pH 8.2, contendo 
brometo de etídeo a 0,5 µg/mL) e 3 µL de tampão 
de carregamento. A corrida eletroforética foi de 2h 
e 30min a 65 V constantes.

Análise estatística dos resultados. Com os re-
sultados obtidos, elaborou-se uma matriz binária, 
a qual foi utilizada para a construção de um filo-
grama pelo software NTSYS (Numeral Taxonomy 
and Systematics, versão 1.7) proposto por Rohlf; 

Slice (1992). Para o agrupamento e distanciamento 
genético entre as linhagens foi utilizado o coeficiente 
de similaridade de Jaccard (Lakhanpaul et al., 2000). 
Empregou-se a análise do bandeamento produzido 
por cada iniciador, sendo conferido o parâmetro 
ausência ou presença de banda (0/1).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

As 35 cepas analisadas neste trabalho apre-
sentaram resultados positivos para as provas da 
lecitinase e catalase. Silva et al. (2000) constataram a 
presença de cepas coagulase positiva produtoras de 
catalase, presentes nos tetos de vacas e nas mãos dos 
ordenhadores. A realização das provas bioquímicas, 
assim como a prova da fermentação do manitol em 
anaerobiose e a prova da produção de acetoína (VP) 
a partir da glicose foi importante, pois espécies como 
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus delphyni e 
Staphylococcus hypicus também são positivas para 
as provas da catalase e plasmacoagulase (Sneath 
et al., 1986). As provas bioquímicas comprovaram 
que as cepas coagulase positiva eram de S. aureus. 
A Tabela 1 mostra as cepas de S. aureus isoladas das 
mãos de retireiros e dos tetos bovinos, bem como 
seus respectivos municípios de origem.

Tabela 1 - Identificação das cepas de Staphylococcus aureus oriundas das mãos de retireiros e de tetos bovinos e seus 
municípios de origem.

Cepas oriundas de tetos de vacas Cepas oriundas de mãos de retireiros Municípios

- 1,2,3 A-Jaboticabal
r1, r2 4,12,14,15,16 B-Jaboticabal
r6, r8, r10 5,6,10,17,18,19,20,25 C-Pontal
r7 7,8,9,11,13,24 D-Dumont
r5 E-Sertãozinho
r3 F-Sertãozinho
r4 G-Sertãozinho

A letra r seguida de números identifica os respectivos retireiros.

Tabela 2 - Distribuição da sensibilidade in vitro das cepas de Staphylococcus aureus isolados de tetos de vacas e mãos de 
retireiros.

Antimicrobianos N° de cepas isoladas de tetos 
de vacas % N° de cepas isoladas de mãos de 

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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Para a obtenção dos resultados 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 mãos de retireiros foram sensíveis.  O 
cloranfenicol é um antibiótico de largo espectro, 
mas em muitos países, inclusive no Brasil, seu uso 
não é recomendável em animais cujos produtos 
sejam destinados ao consumo humano, devido à 
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 cepas à penicilina. Bonna et al. (2007) verificaram 
em estafilococos isolados no leite de búfalas, altas 
porcentagens de sensibilidade à gentamicina, van-
comicina e tetraciclina e sensibilidade mais baixa 
à penicilina. Soares et al. (2008), trabalhando com 
isolados de bovinos com mastite, verificaram que 
todos apresentaram sensibilidade à vancomicina e 
gentamicina. Neste trabalho, a obtenção de cepas 
resistentes à vancomicina pelo método da difusão 
de discos foi confirmada posteriormente com a 
realização do E-test. Nader Filho et al. (2007), veri-
ficaram sensibilidade à vancomicina de 72,2% em 
cepas de S. aureus. Coelho et al. (2007) observaram 
sensibilidades de 71,5% e 61,1% à vancomicina, 
para os isolados de amostras humanas e animais, 
respectivamente. Segundo Guerin et al. (2000) o 
surgimento de cepas de estafilococos resistentes à 
vancomicina demonstrando padrão homogêneo de 
resistência, pode significar um problema de grande 

importância clínica. Freitas et al. (2005) verificaram 
uma sensibilidade de 49% para a gentamicina em 
cepas de S.aureus coagulase positiva isoladas de leite 
de vacas com mastite. Guta et al. (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 provável utilização empírica e indiscrimi-
nada destes antibióticos esteja contribuindo para 
o surgimento de linhagens resistentes. Entretanto, 
segundo Freitas et al. (2005), o custo elevado dos 
exames laboratoriais tem inibido a realização dos 
testes de sensibilidade in vitro dos agentes etiológi-
cos da mastite bovina.

A análise de PCR-RAPD demonstrou a existência 
de diferenças genéticas entre as 35 linhagens bacte-
rianas estudadas, possibilitando a sua caracterização. 
Muitos autores têm utilizado a técnica da PCR para 
a caracterização de isolados de Staphylococcus spp. 
Annemuller et al. (1999), Lange et al. (1999), Hebert et 
al. (2000) e Fitzgerald et al. (2000) também utilizaram 
a técnica de PCR em seus respectivos estudos, e os 
resultados permitiram a caracterização de isolados 
de Staphylococcus spp. de mastite bovina. Lipman 
et al. (1996) utilizaram a técnica de PCR-RAPD e 
também obtiveram resultados satisfatórios para a 
caracterização de Staphylococcus spp. isolados de 
glândulas mamárias de vacas. Aires-de-Sousa et al. 
(2007) verificaram a diversidade genética de isolados 
de S.aureus presentes em amostras de leite de rumi-
nantes, por meio de algumas técnicas moleculares. 
A análise molecular permitiu a detecção de alguns 
tipos principais de clones responsáveis por mastite 
subclínica em diferentes regiões do Estado do Rio 
de Janeiro.

Fig. 1 - Amplificação de bandas polimórficas 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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A amplificação das amostras resultou uma quan-
tidade apreciável de bandas polimórficas, prove-
nientes da amplificação com o iniciador F5, podendo 
ser observado nos eletroforogramas apresentados 
na Figura 1 e os 40 oligonucleotídeos inespecíficos 
testados apresentaram eficiência na amplificação 
sendo, portanto, usados na análise de similaridade 
para a construção do filograma (Fig. 2).

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

Pode-se observar, também, que a cepa r6, isolada 
das mãos de um retireiro, apresentou semelhança 
com a 17, isolada dos tetos de vaca, ambas presentes 

na mesma propriedade (C), como mostra a Tabela 
1. Fato semelhante ocorreu com as cepas r2 e 14 que 
se agregaram em mesmo subgrupo e também foram 
isoladas na mesma localidade. A cepa r1, assim como 
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 mãos de retireiro foi agrupada com as 7, 
8, 9,11 e 13, isoladas dos tetos dos animais da mesma 
propriedade (D). As cepas r3 e r4 foram isoladas das 
mãos de retireiros, em cujas propriedades (F e G), 
respectivamente, não se verificou a presença de S. 
aureus nos animais. O fato destas cepas pertencerem 
ao mesmo grupo (A) pode ser justificado pela alta 
similaridade genética existente entre elas. Um estudo 
feito por Lee (2003), analisando cepas de S. aureus iso-
ladas de alimentos de origem animal, verificou-se sua 
capacidade de transmissão para os seres humanos. 
Foram comparadas 15 cepas de S. aureus resistentes 
à meticilina (MRSA) de origem humana e animal e, 
por meio de PCR-RAPD, ficou determinado que seis 
delas (de origens humana e animal) apresentavam 

Fig. 2 - Filograma de similaridade genética entre as linhagens de Staphylococcus aureus isoladas de animais e retireiros, 
obtido pela matriz de similaridade genética.
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similaridade genética, indicando possíveis conta-
minações 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 
contaminação tanto dos animais, como dos retireiros.

As cepas r8, r9 e r10, isoladas das mãos de retirei-
ros, assim como as cepas 24 e 25, isoladas de animais 
das propriedades D e C, respectivamente, foram as que 
mais se distanciaram das demais, indicando que talvez 
sejam de origem humana. Outro aspecto observado é 
quanto à 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 
únicas resistentes à vancomicina. Esta similaridade 
genética indica que estas cepas possam conter genes 
de resistência a este glicopetídeo.

O uso da técnica de PCR-RAPD, com o intuito de 
comparar cepas de estafilococos, também foi efetuado 
por Myllys et al. (1997), onde foram isoladas 40 cepas 
de S. aureus de vacas com mastite e caracterizadas 
por esta técnica. O estudo comparou estafilococos 
isolados do úbere e tetos das vacas em diferentes 
tempos, a fim de se verificar a persistência da virulên-
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, após a etapa de 
padronização, é rápida e detecta minuciosamente 
regiões com diferenças pequenas no material gené-
tico (Tambic et al., 1997). A caracterização molecular 
de genótipos de S. aureus pode ser uma importante 
ferramenta para o entendimento dos mecanismos 
de resistência dessa espécie e, consequentemente, 
fornecer subsídios para o uso mais eficiente dos 
antimicrobianos (Wang et al., 2002).

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