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RESUMO

Para verificar a dinâmica da resistência aos
antimicrobianos em uma propriedade rural no município de
Santa Maria da Boa Vista, PE, foram avaliados 14 isolados de
Staphylococcus epidermidis de caprinos com mastite
subclínica. O perfil de resistência aos antimicrobianos foi
determinado pelo teste de difusão em disco. A genotipificação
foi realizada empregando o marcador REP (Repetitive
Extragenic Palindromic) - PCR, utilizando o primer RW3A,
enquanto os graus de similaridade e o fenograma de
agrupamento foram estabelecidos por meio do coeficiente de
Sorensen-Dice (SD) do algoritmo UPGMA, programa NTSYS-
pc, o qual permitiu a identificação de 4 padrões dos 14 isolados
de S. epidermidis, sendo oito no perfil A, quatro no perfil B,
um no perfil C e um no perfil D. Para todos os grupos, a
resistência à penicilina foi observada, enquanto que, para os
grupos A e C, esta foi associada à lincomicina, no grupo B,
esta foi associada à tetraciclina.

Palavras-chave: genotipagem, mastite, REP-PCR,
Staphylococcus epidermidis.

ABSTRACT

To verify the dynamics of antimicrobial resistance
in a property in Santa Maria da Boa Vista city – Pernambuco
were evaluated 14 Staphylococcus epidermidis isolates from
goats with subclinical mastitis. The profile of antimicrobial
resistance was determined by disk diffusion test. The genotyping
was performed using the marker REP (Repetitive Extragenic
Palindromic) - PCR, using RW3A primer, where the degrees of
similarity and clustering phenogram were established by means
of the Sorensen-Dice coefficient (SD) algorithm UPGMA,
program NTSYS-pc, which allowed the identification of 4
patterns of 14 S. epidermidis isolates, being eight in the profile
A, four in a profile B, one in profile C and one in profile D. For

all groups to penicillin resistance was observed, while for groups
A and C this was associated with lincomycin, for group B this
was associated with tetracycline.

Key words: genotyping, mastitis, REP-PCR, Staphylococcus
epidermidis.

A caprinocultura leiteira tem crescido de
forma significativa na agropecuária brasileira,
conquistando novos mercados para o leite de cabra e
seus derivados. Todavia, na região Nordeste (NE) do
Brasil, a maior parte da produção é destinada à
subsistência, sendo consumida próximo aos locais de
produção (NOGUEIRA et al., 2008).

Dentre as doenças que mais afetam a
qualidade do leite, destaca-se a mastite, que é a
enfermidade mais importante em termos econômicos
para a indústria leiteira. Essa doença é ocasionada por
vários micro-organismos, particularmente de origem
bacteriana, dentre eles, o S epidermidis, que está
presente em diversos ambientes, além de fazer parte da
microbiota de pessoas saudáveis, sendo responsável
por infecções nosocomiais. Na glândula mamária, esse
agente tem a capacidade de aumentar a contagem de
células somáticas (CSS), diminuindo a produção e a
qualidade do leite. Os processos moleculares
envolvidos na patogenia da mastite e a especificidade
dos hospedeiros são pouco compreendidos, mas
presume-se que isso possa ser em decorrência, em
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parte, das diferenças genéticas e variações alélicas entre
as cepas (REINOSO et al., 2008). A identificação do
agente etiológico da mastite é fundamental para
determinar a patogenicidade e subsidiar a implantação
de um programa de controle e prevenção desta
enfermidade (CONTRERAS et al., 2007). Nesse sentido,
objetivou-se avaliar a dinâmica da resistência de S.
epidermidis aos antimicrobianos em uma propriedade
rural no município de Santa Maria da Boa Vista, PE.

A coleta do leite e o diagnóstico da mastite
foram realizados de acordo com os procedimentos
sugeridos pelo National Mastitis Council (NMC, 2004).
Não havia registro de antibioticoterapia prévia e os
animais eram ordenhados manualmente, uma vez ao
dia. Foram avaliados 14 isolados de Staphylococcus
epidermidis, identificados por meio de suas
características morfológicas, bioquímicas e tintoriais,
de acordo com HOLT et al. (1994), bem como pelo
sequenciamento do rDNA 16S. O perfil de resistência
aos antimicrobianos foi determinado pelo teste de
difusão em disco (CLSI, 2006), e as drogas testadas
foram: gentamicina (5µg), estreptomicina (10µg),
enrofloxacina (5µg), norfloxacina (10µg), ciprofloxacina
(30µg), ácido nalidíxico (30µg), amoxacilina (30µg),
oxacilina (1µg), doxiciclina (30µg), tetraciclina (30µg),
eritromicina (10µg), lincomicina (2µg), rifampicina
(30µg). Como controles para realização dos testes de
sensibilidade aos antimicrobianos, foram utilizadas
cepas de referência de Staphylococcus aureus
(ATCC25923) e Escherichia coli (ATCC35218).

Para a caracterização molecular dos isolados,
foi usado como iniciador o primer para REP-PCR, RW3A,
com a sequência 5’TCG CTCAA AAA CAA CGA CAC C
3’ (DEL VECCHIO et al., 1995) e como template, o DNA foi
termo-extraído, em água Mili-Q, conforme GRECO et al.

(2008), sendo que 2mL (100ng mL-1) dessa suspensão foram
aplicados em 48mL do mix contendo 15pmol dos primers,
200mM dos desoxirribonucleotídeos, Tampão de Taq 1x e
5U de Taq (CENBIOT, UFRGS). Essa mistura foi levada ao
termociclador e submetida a 35 ciclos constituídos de 30
segundos a 94ºC, 30 segundos na temperatura de
anelamento de 54ºC e 3 minutos a 72ºC. O resultado da
PCR foi verificado em gel de agarose a 1%, corado com
brometo de etídio (1,0mg mL-1) e documentado através do
sistema de captura de imagem Kodak Digitalscience 1D.

Com o auxílio do software NTSYS, versão
2.02 (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis
System) (ROHLF, 1993), foram construídas as matrizes
de similaridade genética, utilizando código binário para
a presença (1) ou ausência (0) de fragmentos
amplificados para cada indivíduo, com base no cálculo
do coeficiente de Sorensen-Dice (SD). A fim de
representar graficamente o padrão de divergência
genética com a matriz de similaridade, foi construído
um fenograma com o algoritmo de agrupamento
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using an
Arithmetic Average).

Os resultados das análises microbiológicas
do leite demonstraram uma frequência de 23,8% de
animais com a mastite subclínica. Quanto aos resultados
da genotipificação, a técnica de REP PCR permitiu a
visualização de quatro perfis, sendo que estes
apresentaram fragmentos variando de 300 a 3000pb.
Dessa forma, a análise do fenograma dos 14 isolados
de S. epidermidis permitiu a separação de quatro
acessos, sendo oito no perfil A, quatro no perfil B, um
no perfil C e um no perfil D. A similaridade entre os
perfis genéticos dos isolados de S. epidermidis pode
ser vista na figura 1. Os perfis com maior similaridade

Figura 1 - Fenograma de similaridade genética empregando o marcador REP PCR nos isolados
Staphylococcus epidermidis obtidos de caprinos leiteiros no município de Santa
Maria da Boa Vista, PE.
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foram C e D (85%). Os perfis A e B foram os que
demonstraram maior distanciamento genético dos
demais, sendo diversos também entre si. Em outro
trabalho, utilizando a técnica de REP PCR, REINOSO et
al. (2008) trabalharam com amostras oriundas de
humanos, bovinos e alimentos, sendo possível a
separação de isolados de S. aureus de humanos e
bovinos. Da mesma forma, a grande variabilidade
genética de isolados de Staphylococcus spp. coagulase
negativa também foi comprovada pela técnica de
eletroforese em campo pulsado em bovinos (SAWANT
et al., 2009). Na comparação dos resultados da
genotipificação com o perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos (Tabela 1), foi observado que o perfil
D foi o único em que a multirresistência não foi
observada. Para todos os grupos, a resistência à
penicilina foi observada, enquanto que, para os grupos
A e C, esta foi associada à lincomicina e, no grupo B,
esta foi associada à tetraciclina. De acordo com
SAWANT et al. (2009), em S. epidermidis, a resistência
a determinados grupos de antimicrobianos é fortemente
associada a genótipos específicos.

Drogas antimicrobianas que apresentam
indicação para espécie bovina são comumente
empregadas no tratamento de infecções da glândula
mamária nos pequenos ruminantes. É sabido que a dose
e concentração desses antimicrobianos diferem entre
as espécies, além disso, os agentes patogênicos também
são variados. Dessa forma, este uso indiscriminado de

antibióticos em explorações leiteiras pode levar à
seleção e ao surgimento de estirpes bacterianas
resistentes aos antibióticos (WALTHER et al., 2006).

A diversidade genética observada nos
isolados de S. epidermidis pode estar em parte
associada com o padrão de resistência aos
antimicrobianos. Dessa maneira, para manter a boa
produtividade, é importante adquirir animais de
propriedades idôneas e proporcionar um bom manejo
sanitário, visando a evitar a ocorrência dessa doença.
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Tabela 1 – Relação entre o perfil genético e a resistência aos
antimicrobianos de isolados de Staphylococcus
epidermidis obtidos de caprinos leiteiros no
município de Santa Maria da Boa Vista, PE.

Isolado Genótipo Perfil de Resistência

1 A ami, qui, beta, mac, lin
2 A ami, qui, beta, tet, mac, lin, rif
3 A qui, beta, tet, mac, lin
4 A qui, beta, tet, mac, lin
5 A ami, beta, tet, mac, lin
6 A ami, qui, beta, tet, lin
7 A qui, beta, tet, mac, lin
8 A ami, qui, beta, tet, mac, lin, rif
9 B ami, beta, tet, mac, lin
10 B ami, beta, tet, mac, lin
11 B ami, qui, beta, tet, mac, lin
12 B qui, beta, tet
13 C ami, qui, beta, tet, mac, lin
14 D mac

Em que: ami: amioglicosídeos; qui: quinolonas; beta: beta-
lactâmicos; Mac: macrolídeos; lin: lincomicina; tet: tetraciclina;
rif: rifampicina.
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