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Variabilidades fenotipica e genotipica de estirpes de Staphylococcus aureus isoladas
em casos de mastite subclinica bovina

Phenotypic and genotypic variabilities of Staphylococcus aureus strains isolated from bovine
subclinical mastitis

Luciano Menezes Ferreirat Antonio Nader Filho? Erika de Oliveira®
Luiz Francisco Zafalon* Viviane de Souza®

RESUMO

Foram submetidas a PCR-Ribotipagem e aos testes
de sensibilidade in vitro frente a 12 antimicrobianos 77 estirpes
de Staphylococcus aureus isoladas em amostras de leite
procedentes de 40 vacas da raca holandesa que apresentaram
mastite subclinica, em uma propriedade rural localizada no
Estado de Sdo Paulo, Brasil. Os resultados obtidos revelaram
quatro diferentes padrdes de resisténcia a antimicrobianos,
sendo observada a predominancia de resisténcia a lincomicina
entre 19 (24,7%) estirpes de S.aureus. As 58 (75,3%) estirpes
restantes foram sensiveis aos 12 antimicrobianos testados. A
PCR-ribotipagem revelou a ocorréncia de nove padrdes
genotipicos distintos, além de apresentar uma capacidade
discriminatéria maior (D = 0,82) que a obtida nos
antibiogramas (D = 0,42). Entre as 19 estirpes resistentes aos
antimicrobianos, 14 (73,7%) foram agrupadas em trés padroes
de ribotipagem e, destas, 13 (92,9%) apresentaram resisténcia
a eritromicina e a lincomicina, isoladamente ou em associacéo.
O grande nimero de ribotipos e de padrdes de resisténcia a
antimicrobianos observados nesta propriedade demonstrou que
h& grande heterogeneidade genética em populagdes naturais
de S. aureus, fato este que deve ser levado em consideragdo em
programas de controle da mastite bovina.

Palavras-chave: mastite, Staphylococcus aureus,
variabilidade fenotipica e genotipica.

ABSTRACT
Seventy-seven S. aureus strains, isolated in milk

samples obtained from 40 Holstein cows suffering from
subclinical mastitis in a dairy herd in the state of Sdo Paulo —

Brazil, were undergone to PCR-ribotyping and in vitro
susceptibility testing to 12 antimicrobial drugs. PCR-ribotyping
revealed nine different patterns and presented a higher
discriminatory power (D = 0.82) in comparison with the in
vitro antibiotic susceptibility test (D = 0.42). Moreover,, the
results showed four antibiotic resistance patterns, with the
resistance to lincomycin being the most predominant and
comprising 19 (24.7%) S. aureus strains. The other 58 (75.3%)
isolates were sensitive to all antibiotics tested. Of the 19 isolates
which presented resistance to antibiotics, 14 (73.7%) were
grouped in three ribotypes, and 13 (92.9%) of them were
resistant to eritromycin and/or lincomycin. The large number
of ribotypes and antibiotic resistance patterns found in this
single dairy herd showed that one must be careful when
considering the results of in vitro susceptibility tests obtained
from a few S. aureus strains, because there is a high
heterogeneity among naturally occurring populations of S.
aureus, which must be taken into consideration in control
programs against bovine mastitis.

Key words: mastitis, Staphylococcus aureus, phenotypic and
genotypic variabilities.

INTRODUCAO

O Staphylococcus aureus é reconhecido
como sendo o patdgeno mais freqiientemente isolado
em casos de mastite subclinica, relacionado entre os
microrganismos mais contagiosos. Por isso, ha grande
importancia com cuidados que previnam a sua
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disseminagdo no rebanho, durante a ordenha. Os
quartos mamarios infectados, a pele do Ubere e dos
tetos sdo os principais sitios de localizacdo desses
agentes. Da mesma forma, os bocais da ordenhadeira e
as méos dos ordenhadores sdo considerados como as
principais vias de transmissdo (GRINDAL, 1988;
MYLLYSetal., 1997).

O S. aureus pode ser isolado em outros
locais, tanto em vacas e novilhas quanto no alimento,
na sala de ordenha e até mesmo em portadores humanos,
ressaltando a importancia do manejo, durante a
ordenha, na prevencéo de sua transmissdo. Além disso,
animais portadores podem constituir fonte de infeccéo
permanente, permitindo a persisténcia do S. aureus
durante toda a fase de lactacdo (BRAMLEY & DODD,
1984; ROBERSON et al., 1998).

Existe heterogeneidade genética
consideravel em populagdes naturais de S. aureus
(TENOVER et al., 1994; KAPUR et al., 1995), a qual
pode ser explorada para investigar a disseminacéo de
estirpes de S. aureus de origens humana e animal. A
avaliagdo desses tracos heterogéneos inclui as
variacOes das caracteristicas bioquimicas e de
sensibilidade a antimicrobianos, a fagotipagem, o perfil
da presenca de plasmideos, o estudo das regides
variaveis dos genes da coagulase, da regido X da
proteina A e do espagador intergénico entre as regides
16S e 23S do RNA ribossomal, a amplificacdo aleatoria
de segmentos gendmicos (RAPD-PCR) e a
macrorrestricdo do DNA celular total detectada pela
eletroforese de campo pulsado (LANGE et al., 1999).
No entanto, embora haja diferentes métodos para a
tipagem de isolados de S. aureus, nem todos
apresentam eficiéncia equivalente no que diz respeito
a suas capacidades discriminatorias.

A técnica que vem sendo amplamente
utilizada em estudos epidemiolégicos é a da PCR-
ribotipagem. Esse método foi desenvolvido com a
finalidade de permitir a amplificacdo de regides
polimérficas do espagador intergénico da regido 16S-
23S do RNA ribossomal, o que possibilita a tipificacdo
de isolados de S. aureus de importancia epidemiolégica
de forma simples e rapida (KOSTMAN et al., 1995;
FORSMAN et al., 1997). Esses espacadores
intergénicos estéo localizados entre os genes do RNA
ribossomal e podem diferir em tamanho e em nimero
de copias, em decorréncia da semelhanca ou da
diversidade existentes entre as estirpes analisadas
(CUNY etal., 1996).

Partindo-se do principio de que um
determinado rebanho e propriedade possam ter
diversidade fenotipica e genotipica das estirpes
envolvidas nos casos de mastite subclinica por S.

aureus, pode-se esperar que ocorra uma correlacéo
dessas diferencas com o controle da mastite. Assim
sendo, idealizou-se o presente trabalho com o objetivo
de conhecer as variabilidades fenotipica e genotipica
das estirpes de Staphylococcus aureus isoladas dos
casos de mastite subclinica bovina de um rebanho
especifico em uma Unica propriedade rural.

MATERIAL E METODOS

Foram isoladas 77 estirpes de
Staphylococcus aureus em amostras de leite
procedentes de 40 vacas aparentemente sadias, porém
reagentes ao California Mastitis Test (SCHALM &
NOORLANDER, 1957), em uma propriedade rural
produtora de leite tipo C situada no municipio de
Colina; SP, no periodo de 2001-2002. O rebanho leiteiro
era constituido por vacas mestigas 7/8 holandesa,
variedade preta e branca, ordenhadas mecanicamente
uma vez ao dia, utilizando-se o sistema de “balde ao
pé”, cuja producdo global média situava-se em torno
de 400 litros diarios.

Ap6s a semeadura do leite em placas de agar,
sangue a 5% e incubagdo a 37°C, durante 18 a 24 horas,
foram submetidas a verificacdo morfol6gica em
esfregacos corados pelo método de Gram todas as
col6nias hemoliticas que apresentassem coloracédo
branco-acinzentada ou amarelo-ouro. Aquelas que se
revelassem com cocos Gram-positivos, dispostos ou
ndo sob a forma de cachos de uva, foram submetidas
as provas da catalase e da coagulase lenta em plasma
de coelho (HOLMBERG, 1973). As estirpes catalase e
coagulase positivas foram submetidas, ainda, as provas
para verificacdo da producéo de acetoina (Caldo MRVP
— Oxoid®, Hampshire, Inglaterra), para a diferenciacéo
entre Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus,
Staphylococcus delphini e Staphylococcus
intermedius. As amostras que produziram acetoina
foram testadas quanto a utilizacdo ou ndo da maltose e
da trealose (Vetec®, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
Brasil), para a diferenciacéo entre Staphylococcus
aureus e Staphylococcus schleiferi subespécie
coagulans. As estirpes que mostraram-se positivas a
estas provas foram classificadas como sendo de
Staphylococcus aureus (HOLT etal., 1994).

A extracdo de DNA das estirpes de S. aureus
foi efetuada de acordo com a técnica de HOOKEY et al.
(1998) e, por meio da amplificagdo de fragmento de DNA
cromossomal especifico para a espécie S. aureus,
seguindo o protocolo descrito por MARTINEAU et al.
(1998), foi feita a identificagdo molecular das estirpes
isoladas.
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Apos a identificagdo molecular das estirpes
de S. aureus isoladas, foram realizados os testes de
sensibilidade in vitro a partir da técnica de difusdo em
disco (BAUER et al., 1966), em placas de agar Meller-
Hinton, de acordo com o recomendado pelo Comité
Nacional para Padrdes em Laboratorio Clinico - NCCLS
(padrdo aprovado M7-A5, 2000), frente a 12
antimicrobianos representados pela ampicilina (10ug),
cefalotina (30ug), eritromicina (15ug), gentamicina
(30ug), lincomicina (2(g), neomicina (30ug),
norfloxacina (10ug), oxacilina (1u.g), penicilina (10UI),
sulfazotrim (25ug), tetraciclina (30pg) e vancomicina
(30ug).

Para a discriminacéo entre as estirpes de S.
aureus, foi realizada, de acordo com o protocolo
descrito por CUNY et al. (1996), a técnica de PCR-
ribotipagem, com modificagdes referentes as
concentragbes dos reagentes utilizados para as
reacdes. As reagdes de amplificagdo consistiram em
20mM Tris-HCI, (pH 8,4), 50mM KCl, 1,5mM MgCI,,
200uM de cada desoxinucleotideo, 10uM de cada
primer (Life Technologies, Rockville, USA) rRNAL (5’-
TTGTACACACCGCCCGTCA-3")erRNA2 (5’-GGT
ACC TTA GAT GTT TCA GTT C-3’) e 1U de Taq
polimerase (Gibco BRL, Rockville, USA), em volume
final de 20uL. As condicdes de amplificacdo
compreenderam desnaturacgdo inicial a 94°C por 5
minutos, seguida de 30 ciclos de 94°C por 1 minuto,
55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, com extensao
final a 72°C por 4 minutos. Os produtos amplificados
foram observados em gel de agarose em concentracao
de 1,5%, corado com brometo de etidio; e, como padrao
de peso molecular, foi utilizado o Ladder 100bp.

A avaliacdo da capacidade discriminatéria
foi determinada de acordo com o indice numérico
descrito por HUNTER & GASTON (1988). O valor (D)
indica a probabilidade de duas estirpes isoladas de
forma aleatéria em uma populagdo-teste serem
relacionadas em grupos distintos no método de tipagem
avaliado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 mostra que, entre as 77 estirpes
de S. aureus submetidas aos testes de sensibilidade in
vitro frente aos 12 antimicrobianos, 58 (75,3%)
revelaram-se sensiveis a todos os principios ativos
testados. As 19 estirpes restantes foram agrupadas em
4 padrdes de resisténcia distintos, sendo o padrao de
resisténcia LIN (lincomicina) predominante quando
considerado de forma isolada (9,1%) ou em conjunto
(6,5%). Segundo estudos de LANGE et. al. (1999), na
regido Sul do Brasil, 48,5% dos isolados de S. aureus

de casos de mastite bovina foram suscetiveis a todos
0s antimicrobianos testados, inclusive & lincomicina,
sendo observado que 43,9% dos isolados foram
resistentes a penicilina G e a ampicilina, de forma
particular ou em associacdo. No presente estudo, esse
padréo foi obtido em apenas 2,6% das amostras.

Natabela 2 e na figura 1, pode-se observar a
distribuicdo das estirpes de S. aureus com seus
respectivos padrdes de resisténcia, destacando-se os
periodos I, J e K, com 48 (62,3%) estirpes de S. aureus
isoladas, dentre as quais 14 (73,7%) apresentaram
padrdes de resisténcia aos antimicrobianos. Além disso,
entre as 5 (26,3%) estirpes restantes, que também
apresentaram padrdes de resisténcia aos
antimicrobianos, 4 (21,0%) foram isoladas nos periodos
EeFel(5,3%)noperiodo B.

Nas tabelas de 2 a 4 e na figura 1, verifica-se
maior frequéncia de isolamento de S. aureus nos
periodos I, J e K. Esse aumento talvez possa ser
atribuido aos elevados indices pluviométricos
verificados entre dezembro de 2001 e fevereiro de 2002,
cuja média mensal foi de 317,3mm. Assim sendo, essa
média foi muito superior & observada no periodo de
dezembro de 2000 a fevereiro de 2001, cuja média mensal
foi de 140,9mm, conforme os indices fornecidos pelo
Pdlo Regional de Desenvolvimento Tecnoldgico dos
Agronegocios da Alta Mogiana, Colina, SP. Acredita-
se que esse fato, além de dificultar a manutencao das
condicBes higiénicas a serem adotadas durante a
ordenha, propiciaria condi¢bes de umidade e de
temperatura mais favoraveis a sobrevivéncia e/ou
proliferacdo dos referidos microrganismos. Observa-
se ainda que nesse periodo foram isoladas estirpes
com novos padrdes genotipicos (7, 8 e 9), sugerindo a
ocorréncia de mutagdo ou de maior dispersdo no

Tabela 1 - Padrdes de resisténcia aos antimicrobianos das estirpes
de S. aureus isoladas em casos de mastite subclinica
bovina, Colina/SP, abril/2001 a abril/2002.

L ca Estirpes isol
Fenotipo de resisténcia aos stirpes isoladas

Padrdo imicrobi
antimicrobianos * Ne %
1 Eri 5 6.5
2 Lin 7 9.1
3 Amp/Pen 2 2,6
4 Eri/Lin 5 65
5 ek 58 75,3
Total ” 100,0

*Ampicilina  (Amp), Eritromicina (Eri), Lincomicina (Lin),
Penicilina (Pen).
**Sensiveis a todos antimicrobianos testados
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Tabela 2 - Distribuigdo das estirpes de S. aureus com respectivos padrdes de resisténcia aos antimicrobianos de acordo com o periodo de

obtencéo, Colina/SP, abril/2001 a abril/2002.

Periodo de obtencéo *

Amostras/ padréo

Padrao A B C D E
1

2 1 2
3

4

5 1 2 5 1

Total 1 3 5 1 6

F

G H | J K N° %
2 3 5 6,5
3 7 9,1
2 2 2,6
2 2 5 6,5
6 3 8 12 14 58 75,3
6 3 15 14 19 7 100,0

*A=26/04/01; B=17/05/01; C=08/06/01; D=04/07/01; E=30/08/01; F=20/09/01; G=25/10/01; H=29/11/01; 1=14/03/02; J=04/04/02;

K=25/04/02.

ambiente das estirpes oriundas de diferentes fontes de
contaminagdo, de modo a propiciar introdugéo de
novas estirpes de S. aureus no rebanho.

A tabela 3 mostra que as 15 (19,5%) estirpes
de S. aureus caracterizadas como pertencentes ao
padrdo 2 de amplificacdo da regido intergénica 16S-23S
do RNA ribossomal, ou seja, ribotipo 2, foram as que
apresentaram uma distribuicdo mais homogénea
durante todo o periodo de obtencdo das amostras. No
entanto, as estirpes pertencentes ao ribotipo 3 foram
as que evidenciaram maior prevaléncia (29,9%) no
rebanho, seguidas pelas pertencentes ao ribotipos 5 e
1, as quais foram isoladas em 20,7 e 13,0% dos casos,
respectivamente. Observa-se, também, na tabela 3, que
amaioria (48) das estirpes de S. aureus foi isolada das
amostras de leite colhidas durante os periodos | (15), J
(14) e K (19). Verifica-se ainda que nesses periodos
ndo foram isoladas estirpes pertencentes ao ribotipo 6,

sendo constatado um Unico caso de estirpes
pertencentes ao ribotipo 2.

Na tabela 2, observa-se que, entre 19
estirpes de S. aureus resistentes aos principios ativos
testados, ocorre a concentracdo em apenas trés
padrdes genotipicos (2, 3 e 5), com 14 (73,7%) estirpes.
Dentre essas, 13 (92,7%) estirpes evidenciaram
resisténcia frente aos antimicrobianos eritromicina e
lincomicina, isoladamente ou em associagdo. Observa-
se também que todas as estirpes do padréo 2 da PCR-
ribotipagem apresentaram o mesmo padrdo de
resisténcia a LIN, enquanto que o ribotipo 5 da PCR-
ribotipagem apresentou uma grande diversidade, com
a presenca de todos os padrbes de resisténcia aos
antimicrobianos obtidos.

Tendo em vista o fato de todas as estirpes
terem sido isoladas em amostras de leite oriundas de
vacas pertencentes a uma Unica propriedade e

20 —
g \ Padres de
N
& N | resisténcia
17} N
(=] 15 N N
\ \
N N
3 10 \ \ A2
N N
5 | &3
Z _S'F
i N N NN
A B C D E F G H | J K N Total
Periodo de obtengio

Figura - 1 - Distribuicdo das estirpes de S. aureus com respectivos padrdes de resisténcia aos antimicrobianos de acordo com o periodo

de obtencdo, Colina/SP, abril/2001 a abril/2002.
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Tabela 3 — Distribuicdo das estirpes de S. aureus de acordo com o periodo de obtencdo, com os respectivos padrdes de amplificacdo da regido
intergénica 16S-23S do RNA ribossomal relacionados aos padrdes de resisténcia aos antimicrobianos, Colina, SP, abril/2001 a

abril/2002.

Periodo de obtencéo * Amostras/padrdo
Padréo A B C D E F G H | J K N° %
1 1(2) 10 13,0
2 1(2)** 2(2,2) 1(2) 1(2) 15 19,5
3 4(1,1,14) 23 29,9
4 1(4) 5 6,5
5 1(4) 2(1,2) 14) 1(3) 16 20,7
6 1 13
7 1(3) 3 39
8 1(1) 1 13
9 1(1) 3 39
Total - 1 - - 2 2 - - 5 2 7 7 100,0

*A=26/04/01; B=17/05/01; C=08/06/01; D=04/07/01; E=30/08/01; F=20/09/01; G=25/10/01; H=29/11/01;

K=25/04/02.
**() = padr@es de resisténcia aos antimicrobianos

considerando que nenhum animal de outro rebanho
foi introduzido na linha de ordenha, os dados inseridos
na figura 1 e nas tabelas 2 e 3 chamam a atencdo pela
elevada variedade dos padrdes fenotipicos e
genotipicos, ou seja, 5 e 9 padrdes distintos,
respectivamente. Este fato pode ser atribuido a
consideravel heterogeneidade genética existente entre
populagdes naturais de S. aureus (TENOVER et al.,
1994; KAPUR et al., 1995). Aelevada variabilidade dos
padrdes fenotipicos e genotipicos pode decorrer ainda
da diversidade dos locais nos quais 0s S. aureus séo

1=14/03/02; J=04/04/02;

encontrados, uma vez que estes microrganismos podem
ser isolados no leite de vacas infectadas, na superficie
da pele dos tetos de vacas e de novilhas, em restos de
alimentos, em bocais de ordenhadeira mecénica e até
mesmo nas maos e fossas nasais de portadores
humanos (BRAMLEY & DODD, 1984; ROBERSON et
al. 1994; 1998).

APCR-ribotipagem, em relagdo ao teste de
sensibilidade aos antimicrobianos, apresentou melhor
poder discriminatério, com valor D igual a 0,82. Nessa
técnica, foram identificados 9 padrdes de amplificagdo

Tabela 4 — Distribuicdo das estirpes de S. aureus e dos respectivos padrdes de amplificacdo da regido intergénica 16S-23S do RNA
ribossomal de acordo com o periodo de obtencéo, Colina, SP, abril/2001 a abril/2002.

Periodo de obtengdo *

Amostras/ padrdo

Padréo A B Cc D E F G H | J K Ne° %
1 1 1 5 3 1 53
2 1 3 1 5 3 1 1 5 26,2
3 2 1 1 1 1 5 12 4 21,1
4 1 1 3 1 53
5 1 4 1 5 3 2 5 26,2
6 1 - -

7 2 1 1 53
8 1 1 53
9 1 2 1 53
Total 1 3 5 1 6 4 6 3 15 14 19 19 100,0

*A=26/04/01; B=17/05/01; C=08/06/01; D=04/07/01; E=30/08/01; F=20/09/01; G=25/10/01; H=29/11/01; 1=14/03/02; J=04/04/02;

K=25/04/02.
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distintos, com nimero e tamanho dos fragmentos
variados. Assim, na tabela 3, pode-se observar a
distribuicdo das estirpes de S. aureus, com seus
respectivos padrées de amplificacdo da regido
intergénica 16S-23S do RNA ribossomal, durante o
periodo de obtencéo.

Como era de se esperar, a PCR-ribotipagem
revelou melhor poder discriminatério (D = 0,82) que 0
teste de sensibilidade aos antimicrobianos (D = 0,42).
Este achado significa que, em estudos epidemioldgicos,
a técnica da PCR-ribotipagem mostrou-se mais
adequada que os testes de sensibilidade aos
antimicrobianos. Tais achados foram semelhantes aos
obtidos por AARESTRUP et al. (1995); LANGE et al.
(1999), que encontravam valores da ordem de (0,86) e
(0,85), respectivamente.

Segundo TENOVER et al. (1994), a
combinagdo de dois ou mais métodos de tipagem
proporciona maior possibilidade de discriminagéo dos
padrdes das estirpes estudadas. Neste sentido,
observa-se, na tabela 4, onde o padrdo 5 da ribotipagem
apresenta resisténcia a todos os antimicrobianos
testados, a importancia do uso de pelo menos duas
técnicas para discriminar, ainda mais, as estirpes em
estudo.

A anélise dos dados constantes da tabela 2
e na figura 1 mostra que, caso fosse feito um
antibiograma entre as estirpes isoladas nos primeiros
cinco meses (A a E) de colheita, seria obtido somente
um padrdo de resisténcia aos antimicrobianos (LIN).
Assim, se esse resultado fosse extrapolado para o
tratamento de todos 0s outros animais, a chance de
insucesso seria muito elevada, uma vez que surgiram
outros padr@es de resisténcia entre os periodos F e K.

Os diferentes ribotipos (9 padrdes) de S.
aureus encontrados no leite dos animais desse rebanho
fechado indicam que a PCR-ribotipagem pode ser
utilizada como ferramenta importante na detecgao de
fontes de contaminagdo e de vias de transmissdo das
diferentes estirpes do agente na propriedade, para
direcionar medidas preventivas e corrigir, se necessario,
as que estdo sendo aplicadas.

Assim sendo, depreende-se que 0s
resultados obtidos no presente trabalho contribuem
para o esclarecimento de pelo menos um fator
determinante do insucesso de um programa de
tratamento, qual seja, a ineficAcia do medicamento
utilizado, mesmo que a sua escolha tenha se
fundamentado nas informagdes oferecidas pelos testes
de sensibilidade in vitro.

CONCLUSOES

As variacOes nos padrdes fenotipicos e
genotipicos encontradas no presente estudo mostram
que, em um determinado rebanho e periodo, pode existir
consideravel heterogeneidade genética em populagGes
naturais de S. aureus, de modo a dificultar o controle e
o tratamento da mastite subclinica bovina. Tais achados
chamam a atengdo para o risco de falhas no tratamento
desta enfermidade, caso sejam extrapoladas para todos
os animais do rebanho as informages oferecidas pelos
testes de sensibilidade a antimicrobianos obtidas a
partir de algumas poucas estirpes de S. aureus.
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