'Universidade Federal de Goids, Departamento de Medicina Veterinaria, CP 3, CEP 75800-000, Jatai, GO, Brasil.

CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ESTAFILOCOCOS ISOLADOS DE
VACAS COM MASTITE SUBCLINICA E ORDENHADORES
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RESUMO

Asbactériasisoladas para o estudo foram oriundas de 96 vacas (163 tetos positivos no California
Mastitis Test - CMT e nove suabes de mdo de ordenhadores, de nove propriedades rurais situadas
no Municipio de Jatai, GO. Das amostras coletadas (163 de leite e 9 de suabes de méo), foram iden-
tificadas 83 linhagens do género Staphylococcus spp., sendo S. aureus (31), S. saprophyticus (29), S.
xylosus (17), S. epidermidis (4) e S. intermedius (2). No presente estudo, 35 perfis foram gerados de 83
amostras de Staphylococcus e o perfil 1A (64,5%) de S. aureus, IS (44,8 %) de S. saprophyticus, VX (35,3 %)
de S. xylosus eIIE (50%) de S. epidermidis foram os mais prevalentes. Houve predominéancia de um
tipo entre os isolados de S. aureus nos rebanhos. Cepas idénticas foram encontradas em diferentes
animais de uma mesma propriedade, assim como houve identidade genética entre cepa oriunda
da mao do ordenhador e do animal. Assim, nossos dados mostraram que ha variabilidade entre
os isolados, mas também similaridade genética de algumas cepas concentradas em determinados
locais. A similaridade genética pode compreender um complexo de clones relacionados, sugerin-
do relacao de contaminacao e transferéncia cruzada entre as cepas de origem humana e animal.

PALAVRAS-CHAVE: Mastite bovina subclinica, Staphylococcus, RAPD-PCR.

ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF STAPHYLOCOCCI ISOLATED FROM BOVINE
MASTITIS AND MILKING WORKERS. Bacteria isolated for this study were derived from 96 cows (163
quarters positive for the California Mastitis Test (CMT) and 9 swabs taken from the hands of milking staff, on
9 farms in the municipality of Jatai, state of Goias, Brazil. Of the samples collected (163 from milk and 9 swabs
taken from hands) 83 strains of the genus Staphylococcus spp. were identified: S. aureus (31), S. saprophyticus
(29), S. xylosus (17), S. epidermidis (4), S. intermedius (2). In this study, 35 profiles were generated from 83
samples of Staphylococcus, and profile IA (64.5%) of S. aureus, IS (44.8%) of S. Saprophyticus, VX (35.3%)
of S. xylosus and IIE (50%) of S. epidermidis were the most prevalent. There was a predominance of one
type among isolates of S. aureus in herds. Identical strains were found in different animals of the same farm,
as well as genetic identity between the strain isolated from the hand of the milker and the animal. Thus, our
data showed that there is variability among isolates, but also genetic similarity of some strains concentrated in
certain locations. The genetic similarity may comprise a complex of related clones, suggesting a relationship
of cross-contamination and transfer among strains of human and animal origin.

KEY WORDS: Subclinical bovine mastitis, Staphylococcus spp., RAPD-PCR.

INTRODUCAO

A mastite bovina é uma enfermidade complexa,
resultando de interacdes entre hospedeiro, ambi-
ente e micro-organismo. Usualmente, a doenca é
provocada por uma variedade de patégenos que
apresentam diferencas na viruléncia e patogeni-
cidade. Apesar de melhorias em gerenciamento de
satde do tbere, Staphylococcus sp. ainda persiste
como género primario e em um grande ntimero de
fazendas. Dentro deste género, Staphylococcus aureus

éreconhecido como o principal patégeno da mastite
bovina e seus principais sitios de localizagdo nos
animais parecem ser os quartos infectados (ZAra-
LON et al., 1999). Esta espécie também é um agente
de intoxicacdo no homem e tem sido relatada em
varios surtos de doencas transmissiveis poralimentos
(LamarTa et al., 2005), bem como pode ser veiculada
pelas mdos dos ordenhadores (ZADoKs et al., 2002).

Entretanto,Staphylococcus sp.coagulase negativos
(SCN) tém se tornado os isolados mais comumente
encontrados na mastite bovina em muitos paises e
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poderiam, portanto, ser descritos como patégenos
emergentes da mastite, principalmente como causa-
dores de mastite subclinica persistente (PYORALA;
TaroNEN, 2009). Dentre estas espécies, o Staphylococcus
epidermidis (THORBERG et al., 2000), S. saprophyticus, S.
xylosus e S. intermedius (MooN et al., 2007) ja foram
relatados como agentes causadores de mastite bovina.
Alémdisso, 0sSCN podemapresentar umalto grau de
resisténciaaos antimicrobianos (MacHapoetal., 2008).

Orépido isolamento e caracterizagdo dos estafilo-
cocos, de vacas e novilhas, é fundamental para evitar
apropagacao destesagentesnorebanhoe, consequen-
temente, aimplantacdo de um controle bem sucedido
da doencga (Zapoks et al., 2002). Uma vez identificado
o agente, marcadores epidemiolégicos podem ser ca-
pazesdediscriminarisoladosndorelacionadosemum
mesmo grupo epidemioldgico. Estes estudos sao para
melhor delinear o papel de alguns micro-organismos
e incrementar métodos de controle.

O objetivo do presente estudo é de fazer a carac-
terizagdo molecular de cepas mais frequentemente
isoladas do género Staphylococcus de mastite sub-
clinica bovina e maos dos ordenhadores, através
da técnica de RAPD-PCR, verificando o grau de
similaridade dos isolado.

MATERIAL E METODOS
Isolamento bacteriano

Asbactériasisoladas paraoestudoforamoriundas
de 96 vacas [163 tetos positivos no California Masti-
tis Test - CMT de acordo com ScHALM; NOORLANDER
(1957)] e de nove suabes de mao de ordenhadores,
de nove propriedades rurais situadas no Municipio
de Jatai, GO. Em tubos estéreis, foram colhido 20 mL
de leite ap6s a lavagem e desinfeccdo dos tetos com
alcooliodado a 3%, desprezando-se os trés primeiros
jatos. As amostras das mdos dos ordenhadores foram
obtidas com suabes estéreis como descrito por NisHI-
1MA et al. (1997). Apds as coletas, os materiais foram
acondicionados em caixas isotérmicas com gelo e
levados ao laboratério de Microbiologia da Universi-
dadeFederal de Goias, Campus de]atai. Utilizaram-se
para cultivo e identificacdo dos micro-organismos,
meios de cultura e testes convencionais (crescimento
em agar furazolidona e agar sangue, hemolise, cata-
lase, coagulase, reducdo de nitrato, fermentagdo da
frutose, manitol, trealose, manose, sacarose, rafinose,
salicina e resisténcia a novobiocina e bacitracina) de
identificacdo bacteriana segundo Konemanetal. (2001).

Extragdo e purificacio do DNA gendmico

Para a extragdo do DNA genomico dos isolados
de Staphylococcus foi utilizado o Kit GFX™ Genomic

Blood - DNA Purification. Uma densa suspensao de
cada isolado foi transferida para placas com Agar
Muller Hintoneincubadasa37°Cpor24 horas. Apds
aincubacéo, trés colonias puras foramrepicadas para
omeio infusdo de cérebro - coragdo (BHI) e mantidas
a37°C/24horassobagitagdo. Emseguida, o DNA foi
extraido conforme recomendacéo do fabricante. A
concentracdo foi determinada em espectrofotdmetro
em 260 nm e o DNA foi estocado a -20° C.

Reac¢do de RAPD-PCR

RAPD-PCR

A tipagem molecular das cepas foi realizada pelo
métodode RAPD (“Randon Amplified Polymorphyc
DNA”)utilizando o Kit Ready-To-Go/ RAPD Analy-
sis Beads (Amersham Pharmacia Biotech). Oitenta e
trés isolados de Staphylococcus sp. foram analisados
tanto de vacas leiteiras com mastite subclinica como
das méaos dos ordenhadores.

Ensaios preliminares foram realizados comalgu-
mas amostras escolhidas aleatoriamente para testar
assequénciasiniciadoras maisadequadas. Para tanto,
foram comparadas as sequéncias iniciadoras: 1 - (5
-d(GGTGCGGAA)-3)e2- (5-d(GTTTCGCTCCQ)-3).
Ap6s andlise prévia, todas as amostras foram am-
plificadas com a sequéncia 1. Reagentes e condigdes
foram utilizados de acordo com o fabricante, onde a
amplificagdo foirealizada através de um ciclo inicial
com temperatura de desnaturacdo de 95° C por 5
minutos, seguido de 45 ciclos de 95° C por 1 minuto,
36° C por 1 minuto e 72° C por 2 minutos.

Eletroforese do DNA amplificado

Os“amplicons” foram separados por eletroforese
em gel de agarose a 2% (Gibco) em tampao TBE 1 X
durante 2 horas e 30 minutosa 150 volts. Os produtos
daamplificagdo (5 microlitros) foram misturados com
10 microlitros de tampao de amostra (glicerol 30%,
EDTA 100 mM pH 8,0, azul de bromofenol 0,30%)
e aplicados nos pogos de gel. Como padrado do peso
molecular foi usado 100 pb “Ladder” (Gibco - BRL).
Os“amplicons” no gel foram corados pelo brometo de
etidio (Gibco - BRL) na concentragdo de 0,5 ug/mL,
visualizados a luz ultravioleta e fotodocumentados.

Constru¢ao de dendrogramas (Determinacdo
da Similaridade)

Para o calculo da matriz de similaridade foi
utilizado o coeficiente de Jaccard. A analise do ban-
deamento produzido por cada sistema estirpe gerou
uma matriz bindria, quefoianalisada pelo programa
de Sistema da Anélise Multivariada (NTSYS - pc). O
dendrograma foi construido pelo método de agru-
pamento hierdrquico UPGMA (“Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean”), através do
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programa SAHN do NTSYS (Numerical Taxonomy
and Multivariated Analysis System) (ROHLF; SLICE,
1992), que compara as estirpes, duas a duas, agru-
pando de forma tanto mais similar quanto mais
coincidentes forem os fragmentos de mesma massa
molecular.

RESULTADOS
Espécies de Staphylococcus isoladas do leite

Das amostras coletadas (163 deleite e 9 de suabes
de mao) foramidentificadas 83 linhagens do género
Staphylococcus, sendo S. aureus (31), S. saprophyticus
(29), S. xylosus (17), S. epidermidis (4) e S. interme-
dius (2). Em algumas propriedades observou-se
prevaléncia de uma tinica espécie de Staphylococcus
sugerindo manejo higiénico-sanitario inadequado
ou a presenca de mecanismos de competigdo entre
0s micro-organismos. A espécie mais isolada foi S.
aureus, sendo mais prevalente na propriedade 8. As
espécies de Staphylococcus coagulase negativas (S.
saprophyticus, S. xylosus, S. epidermidis) foram mais
frequentes em relacao as espécies de Staphylococcus
coagulase positivas (S. aureus e S. intermedius).

Foram isolados Staphylococcus spp. das maos dos
ordenhadores: 3 Staphylococcus aureus (propriedade?,
8e9),1 Staphylococcus saprophyticus (propriedade 5).
NaTabela1sao correlacionados os micro-organismos
isolados das amostras de leite e das maos dos orden-
hadores de acordo com as propriedades.

Analise dos perfis genotipicos das espécies de
Staphylococcus por RAPD-PCR e dendrograma

Utilizando-se asequénciainiciadoral, 35 padroes
genotipicos foram obtidos, com nimero de bandas
variando de 3 a 13, de 1900 a 180 pb (Tabela 2).

A andlise dos perfis genotipicos das amostras,
gerados pela variacao daregido do DNA amplificada,
revelou consideravel heterogeneidade entre os iso-
lados de mesma espécie. Padroes genotipicos foram
distintos entre os 31 isolados de S. aureus e padrdes de
5a10bandas foram gerados, apresentando 10 perfis
diferentes, denominadosdelA a XA, distribuindo-se
da seguinte forma: perfil IA (5,9, 68,79, 95,108, 109,
110,111,112,113, 123,126, 131,132, 134,137 (O), 138
(0),30, 67, onde “O” significa amostra humana); [IA
(115 O); IIIA (119); IVA (128); VA (130); VIA (89);
VIIA (13 e 24); VIIIA (7 e 10); IXA (6) e XA (8), sendo
o perfil IA o predominante.

Tabela 1 - Distribuicdo das espécies de Staphylococcus sp. isoladas do leite e mao dos ordenhadores por propriedade.

P S. aureus S. saprophyticus S. xylosus S. epidermidis S. intermedius Total
Leite Mao Leite Mao Leite Mao Leite Mao Leite Mao P ropriedade
1 01 0 0 0 04 0 0 0 0 0 05
2 0 0 0 13 0 0 0 0 0 13
3 0 15 0 0 0 0 0 0 0 15
4 0 08 0 0 0 0 0 0 0 08
5 0 05 01 0 0 0 0 0 0 06
6 02 0 0 0 0 4 0 2 0 08
7 06 01 0 0 0 0 0 0 07
8 13 01 0 0 0 0 0 0 14
9 06 01 0 0 0 0 0 0 07
T 28 03 28 01 17 0 4 0 2 0 83
P: Propriedade, T: total.
Tabela 2 - Perfis genotipicos das espécies isoladas de Staphylococcus.

Espécies isoladas Ne de bandas Ne perfis genotipicos

S. aureus (31) 5a10 10

S. saprophyticus (29) 3al3 12

S. xylosus (17) 6all

S. epidermidis (4) 7a8

S. intermedius (2) 3a4
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Tabela 3 - Valores de coeficientes de similaridade observados em diferentes cepas.

Espécies isoladas Cepas Coeficiente de similaridade
S. epidermidis 2e3 0,32
26e27 1,00
S. saprophyticus 20e29 0,90
75e76 0,80
S, xulosus 35e41 1,00
i 64 e 65 0,75
S. intermedius 55 e 127 0,32
S. aureus 108, 112, 123, 126, 132 e 137 100
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Fig.1 - Dendograma de todas as espécies de Staphylococcus sp.
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Fig. 2 - Dendrograma das amostras de S. aureus de diferentes propriedades.

Para as amostras isoladas de S. saprophyticus,
houve a diferenciagdo em 12 perfis diferentes de-
nominados IS a XIIS, distribuindo-se da seguinte
forma: perfil IS ( 20, 22, 26, 27, 29, 75, 76, 83, 86, 98,
99, 106 e 107); 1IS (82); I1IS (78); IVS (12, 17,18, 23 e
56); VS (19); VIS (21); VIIS (25); VIIIS (60 O); IXS (46
e 50); XS (90); XIS (96) e XIIS (100), sendo o perfil IS
o predominante.

O dendrograma de todas as espécies de Staphylo-
coccus sp., resultantes da andlise dos fragmentos de
DNA, estd apresentado na Figura 1. Foi observado
que os valores dos coeficientes de similaridade em
diferentes cepas de todas as espécies de Staphylococcus
apresentam grande distancia genética, e que algu-
mas cepas, principalmente de S. aureus, apresenta-
ram coeficiente de similaridade igual a 1,0 (Tabela
3).

Odendrograma dasamostrasde S. aureus baseado
em coeficiente de similaridade entre todos os pares
estd apresentado nas Figuras 1 e 2. O limiar inicial
para discriminar os grupos foi de 0,68 e o coeficiente
de similaridade 1,0 representa cepas idénticas. Dos

31 isolados, 11 estavam agrupados em um tnico
grupo clonal, o qual foi denominado 1. O subtipo 1
a’ apresentava as cepas 5 e 111 que tinham indice de
similaridade maior que 0,80 e amostra 79 em torno
de 0,80. No subtipo 1 a”1 estavam agrupadas duas
cepas 108 e 112 com coeficiente desimilaridadeigual
a1,0, como também as cepas 123 e 126. As cepas 108,
112, 123 e 126 oriundas da mesma propriedade e
com coeficiente de similaridade igual a 1,0 sugerem
origem clonal comum. O outro grupo clonal distinto
foi denominado de 2 e possuia 7 isolados. O subtipo
2 a” apresentava cepas pertencentes a propriedade
9 (132 e 137 [O]) que tinham indice de similaridade
igual a 1,0, sugerindo uma provavel origem clonal
comum.

A cepa de ntimero 137 de S. aureus da mao do
ordenhador e a cepa 132 de S. aureus de uma vaca
apresentaram coeficiente de similaridade igual
a 1, sugerindo ser da mesma origem clonal, no
entanto, as demais cepas apresentaram indices de
similaridade baixos, indicando nao haver relacdo
entre elas (Fig. 2).
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DISCUSSAO

A mastite subclinica reveste-se de grande
importancia em nosso meio, tanto pelas perdas
econdmicas como pela problematica relacionada a
saude publica. Os estudos brasileiros realizados nos
altimos anos tiveram aumento significativo, porém,
centralizaram-se na regido Sul e Sudeste. Assim,
neste trabalho procurou-se estudar o assunto a luz
de técnicas classicas e moleculares empregando
amostras da regido Centro-Oeste. Admite-se que a
alta prevaléncia da doenca encontrada deve-se ao
tipo de manejo utilizado pelos criadores, ordenha
manual com escassos cuidados higiénico-sanitarios,
além de ndo serem adotados programas de controle
para a mastite.

A partir das 163 amostras de leite positivas ao
C.M.T,, S. aureus (28) e S. saprophyticus (28) foram
as espécies mais isoladas, seguidas pelo S. xylosus
(17), S. epidermidis (4) e S. intermedius (2). Resultado
semelhante ao encontrado por ANDRADE (2001) onde
0 S. aureus foi isolado de 30,2% de 667 amostras de
leite provenientes de vacas em lactacdo com mastite
subclinica, em 25 propriedades leiteiras do Estado
de Goias.

A grande frequéncia de isolamento de S. aureus
revela a importante dispersdo cosmopolita deste
micro-organismo nos rebanhos bovinos. Destaca-se
o isolamento de 28 S. saprophyticus, agente pouco
relatado em mastite subclinica. Esta espécie repre-
sentou a maioria dos SCN, cuja importancia vem
sendo reconhecida na etiologia da mastite bovina
como micro-organismos emergentes causadores
de mastite subclinica de forte impacto econdmico
(PyoraLa; TaPONEN, 2009). Os SCN sao responsaveis
pelaselevadas contagens de células e pela diminuicdo
na produgdo de leite.

S. aureus foi o micro-organismo mais isolado
tanto das maos dos ordenhadores como também
de amostras de leite, fato este justificado em outros
estudos em que a glandula mamaria é considerada
o reservatdrio primdrio de mastite por S. aureus.
Observa-se que existiu certa correlacdo entre os
micro-organismos isolados das mdos dos ordenha-
dores e das amostras de leite das mesmas proprie-
dades (Tabela 1).

A diferenciacdo de cepas é de grande importancia
noestudoepidemioldgico deenfermidadesinfecciosas
e oadvento da biologia molecular tem possibilitado a
caracterizacao de pontos distintos na cadeia de trans-
missdo dessas enfermidades (VIEIRA-DA-MOTA et al.,
2001). Os métodos de tipagem devem ser capazes de
distinguir a mesma cepa emisolados independentes,
agrupar isolados geneticamente relacionados e iden-
tificar os ndo relacionados geneticamente. A partir
desses resultados, pode-se determinar marcadores
epidemiolégicos que servirdo para a investigacdo da

presenca e/ou disseminacdo de cepas de estafiloco-
cocos de origem humana e animal.

Neste trabalho, paraa tipificagdo de S. aureus e de
outros estafilococos foi empregadaatécnica derivada
do PCR. Conforme LipmaN et al. (1996), o método de
RAPD-PCR para diferenciagdo genotipica de cepas
de S. aureus foi mais adequado que a fagotipagem.

No presente estudo, 35 perfis foram gerados de
83 amostras de Staphylococcus, sendo que o perfil [A
(64,5%)de S. aureus,01S (44,8%) de S. saprophyticuse
o VX (35,3%)deS. xylosusellE (50%) de S. epidermidis
foram os mais prevalentes. O perfil IA de S. aureus
foi principalmente encontrado nas propriedades 7,
8 e9, o perfil IS de S. saprophyticus foi oriundo das
propriedades 3, 4 e 5 e o perfil VX de S. xylosus da
propriedade 7. Verifica-se que ha predominancia
de um tnico tipo (64,5%) entre os isolados de S.
aureus e isto poderia ser atribuido a contagiosidade
do patégeno, indicando disseminagdo da infeccao,
também que poucas cepas tém caracteristicas para
causar mastite e uma terceira possibilidade é que
cepas patogénicas geneticamente diferentes tém
porcdes do DNA equivalentes e ndo diferenciaveis
por RAPD.

No controle da mastite é fundamental que a ori-
gemdosagentesinfectantes sejaidentificada. Embora
aavaliacdo doestado de portador em humanos como
fonte de infecgdo ja tenha sido relatada (LArsEN et al.,
2000), e técnicas moleculares para tipagem de cepas
de S. aureus de casos de mastite bovina ( LANGE et al.,
1999) tenham sido descritas, os estudos moleculares
direcionados a caracterizacdo da relacdo epidemi-
oldgica entre cepas de S. aureus isoladas de locais
apontados como provéveis fontes de transmissao
deste patégeno tém sido pouco explorados.

S. aureus é relacionado como um dos patégenos
contagiosos e a exposi¢do de quartos mamarios nao
infectados é limitada ao processo de ordenha. As
principais fontes de infeccao sdo os quartos mamarios
infectados, a pele do tbere e dos tetos, da mesma
forma que as maos e/ou bocais da ordenhadeira
sdao considerados potenciais vias de transmissdao
da infec¢do. Assim, os portadores humanos podem
constituir-se em fonte de novas cepas em infecgdes
de rebanhos individuais. Neste estudo, algumas
cepas de S. aureus apresentaram coeficiente de
similaridade igual a 1,0, sugerindo uma provavel
origem clonal. Cepas idénticas foram encontradas
em diferentes vacas de uma mesma propriedade,
sugerindo disseminacdo da infec¢do. Por outrolado,
ficou demonstrado que, aparentemente, em um dos
casos, a fonte de contaminagao provéavel foi a mao
do ordenhador, pois, dentro da mesma propriedade
houve identidade genética entre a cepa oriunda do
animal e dohomem, resultado similar ao encontrado
por NEvEs et al. (2010). Entretanto, a mesma origem
clonal ter sido encontrada na mao do ordenhador
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nao significa necessariamente que esta é a origem da
contaminacéo do tbere. E possivel o trajeto inverso,
ou seja, do tibere para a mdo do ordenhador. LARSEN
et al. (2000) relataram estreita relagdo entre cepas de
S. aureusisoladas de casos de infeccdo intramamaria
em vacas e em lesoes de pele desses animais, no en-
tanto, as amostras isoladas dos ordenhadores foram
distintas dos isolados de origem animal.

CONCLUSOES

Osensaiosde RAPD conduzidos foram de grande
utilidade como instrumento de estudo epidemiol6gi-
co, visto que apresentaram poder discriminatério. Foi
possivel determinar 35 perfis genotipicos diferentes
de 83 amostras de Staphylococcus sp. Ha variabilidade
genética entre os isolados, mas também identidade
genotipica de algumas cepas sugerindo a presenca
decepasepidémicasde S. aureusnosrebanhos, assim
como houveidentidade entre cepas de origem animal
ehumana (mao do ordenhador), fortalecendo o papel
do portador humano como fonte de contaminacdo
na mastite bovina.
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