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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo analisar o uso da prensa francesa para se adquirir material
genético de estafilococos e detectar possiveis genes de resisténcia cromossomais e plasmidiais
aos antimicrobianos oxacilina, gentamicina, canamicina e vancomicina. O método da difuséo
de discos em agar foi realizado, inicialmente, para 50 linhagens de estafilococos e a suscepti-
bilidade antimicrobiana foi confirmada por meio de Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR).
Os resultados obtidos pelo antibiograma constataram alta susceptibilidade para gentamicina
e canamicina (4%) e oxacilina (8%). Todas as linhagens foram susceptiveis a vancomicina. O DNA
bacteriano foi obtido por lise fisica a partir da prensa francesa. Os genesmecA eaph3’- lllaforam
detectados no cromossomo dos estafilococos e o gene aac(6’) le + aph(2") foi observado tanto no
cromossomo como no plasmidio destas bactérias. Pelos resultados pode-se concluir que a
metodologia utilizada paraaextracdo de DNA gendmico, por meio da prensafrancesa, foi barata
e eficiente, pois possibilitou adeteccdo por PCR e alocalizagdo, por ultracentrifugacio, de genes
de resisténcia em estafilococos.
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ABSTRACT

DETECTION OF ANTIMICROBIAL RESISTANCE GENES ON THE CHROMOSOME AND
PLASMIDS FROMSTAPHYLOCOCCUS SPP.The main ofthe presentstudy was analyze the use
of a french press device to obtain genetic material from staphylococci and to detect genes
involved with chromosomal and plasmid resistance to the following antimicrobial drugs:
oxacillin, gentamicin, kanamycin and vancomycin. The agar disc diffusion method was
conducted initially for 50 strains and the bacterial susceptibility was confirmed by means of
PCR reactions. The results from the antibiogram method revealed high sensibility to
gentamicin and kanamycin (4%) and oxacillin (8%). All strains were susceptible to vancomycin.
The DNA from the bacteriawas obtained by means of physical lyses using afrench press device.
The genes mecA andaph’3 - Illawere detected on the staphylococci chromosome and the gene
aac(6’)le + aph(2’’) was observed either in the chromosome and in the plasmid content of the
staphylococcianalyzed. Based on the obtained results one can conclude that the methodology
used to extract the genomic genetic material using the french press device was efficient and
allowed asimple method to detect by PCR and to locate by ultracentrifugation, the staphylococci
antibiotic resistance genes.

KEY WORDS: Dairy cattle, aminoglycosides, mecA, PCR, ultracentrifugation.

INTRODUCAO taseaté mesmosepticemiasfatais (MurrAv etal., 1998).
Séo consideradosimportantes causadores de mastite

Os estafilococos sdo microrganismos encontra- em rebanhos leiteiros visto que apresentam varios
dos na pele e nas mucosas dos seres humanos e de fatores de viruléncia que contribuem parasua persis-
outros mamiferos. Sao bactérias patogénicas que po- téncia no tecido mamario (SanTos et al., 2003). Nos
dem causar infec¢des cuténeas, infecgOes oportunis- dltimos anos, algumas espécies coagulase negativas
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e, em especial os Staphylococcus aureus, tém merecido
atencao especial devido a emergéncia de linhagens
resistentes a multiplos antibiéticos (ManiaTis et al.,
1997).

Os dois principais fatores envolvidos no desen-
volvimento da resisténcia aos antibidticos em bacté-
rias sdo a pressao seletiva e a presenca de genes de
resisténcia WiTTe, 2000). Os genes que codificam
resisténcia aos antimicrobianos podem estar locali-
zados no cromossomo ou nhos plasmidios. O DNA
cromossOdmico é relativamente mais estavel, enquan-
toque o DNA plasmidial éfacilmentetransportadode
umalinhagem paraoutra por conjugacao bacteriana,
permitindo uma transferéncia de genes em conjunto
incluindo os de resisténcia a antimicrobianos
(KoNEmAN et al., 1997).

O principal mecanismo de resisténcia aos
aminoglicosideos em estafilococos é a inativagao
das drogas por enzimas celulares modificadoras
dos aminoglicosideos. Diversos loci distintos que
codificam tais enzimas modificadoras foram carac-
terizados em estafilococos. Clinicamente, o mais
importante destas regifes codifica atividades para
as enzimas acetiltransferase (AAC),
adenililtransferase (ANT) e fosfotransferase (APH).
Os aminoglicosideos, modificadosem gruposaminos
pela enzima AAC ou em grupos hidroxilas pela
enzima ANT ou APH, perdem a habilidade de se
ligar aos ribossomos e assim ndo inibem mais a
sintese protéica das células bacterianas (PAuLseN et
al., 1997).

Aresisténciaparaagentamicinaem estafilococos
é mediadapelaatividade de umaenzimabifuncional
que tem atividade AAC (6’) e APH (2"). Os genesaac
(6°)-le + aph (2") que codificam para esta enzima
bifuncional séotransportadosnotransposon Tn4001.
Elementossemelhantesao Tn4001 estdo amplamente
distribuidos entre S. aureus e estafilococos coagulase
negativos (ECN). O Tn4001 foi encontrado nafamilia
de plasmidios pSK1, plasmidiosconjugativoscomo o
pSK23 e em outros locais do cromossomo (PAuLseNet
al., 1997).

A resisténcia para a canamicina em estafilococos
é detectada pela presengadaenzima ANT (4")-1 codi-
ficada pelo gene ant (4°)-la. Este gene muitas vezes é
carregado em plasmidios pequenos e outras vezes
pode estar integrado a plasmidios conjugativos maio-
rescomo o pSK41e, subseqiientemente, naregido mec
do cromossomo de alguns isolados de S. aureus
(PauLseN et al., 1997). A resisténcia a neomicina e
canamicinaconferidas pelaenzima APH(3’)-lllatam-
bém ja foi descrita em estafilococos. O geneaph3’- llla
responsavel por este fenétipo é transportado pelo
transposon Tn5405 o qual podeestar localizado tanto
no cromossomo como em plasmidios (Dersise et al.,
1996).

A resisténciaaoxacilina é fenotipicamente as-
sociada com a presenca de uma proteina fixadora
de penicilina (PBP 2a), ausente nos estafilococos
susceptiveis. Esta proteinatem baixaafinidade de
ligacdo para antibidticosb-lactamicos. Trata-se de
umatranspeptidase que pode assumir asintese da
parede celular bacteriana durante o tratamento
com o antibiético, quando normalmente PBPs sédo
inativadas pela ligacdo com os anéis de compos-
tos b-lactamicos (BrRAaksTAD; MAELAND, 1997). APBP
2a é codificada pelo gene mecA que juntamente
com dois genes regulatérios, o mecl e 0 mecRl,
constituem o complexo cromossémico mec
estafilocécico (SCCmec), imprescindivel na deter-
minacdo da resisténcia a meticilina nosS. aureus
(BERGER-BACHI; ROHRER, 2002). Esta resisténciaapa-
rece em mais de 90% dos isolados clinicos de S.
aureus meticilina resistentes (MRSA) (HIRAMATSU,
1995).

A amplificacdo de DNA a partir de “primers”
especificos é muito util para se estabelecer o perfil de
resisténcia das linhagens mediante o uso de diversos
antimicrobianos. A deteccéo de genes de resisténcia
em microrganismos isolados de amostras clinicas
permiteorientaraterapiaeestabelece umprogndstico
apos sucessivas culturas positivas. Os testes genéti-
cos podem ser usados como referéncia para avaliar
novas técnicas que determinam a referida resisténcia
(Tenoveret al., 1995).

Os estafilococos apresentam uma espessa parede
celular composta principalmente por glicopeptidios,
acidoteicoicos e proteina A (CARTER, 1989) quedificul-
tam sua lise. Neste trabalho foi desenvolvida uma
metodologiautilizandoa“french pressurecell press”
para a lise das paredes celulares de Staphylococcus
spp. e posterior deteccdo por PCR de possiveis genes
de resisténcia para oxacilina, gentamicina,
canamicina e vancomicina, localizados em
cromossomos e em plasmidios.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras. As amostras clinicas de
Staphylococcus spp. foram obtidas da pele dos tetos de
vacas mesticas lactantes aparentemente sadias, pro-
venientes de algumas propriedades dos Municipios
de Monte Alto, Jaboticabal e Sertdozinho, onde a
ordenha realizada era manual. Foram coletadas e
isoladas 50 amostras de estafilococos sendo seis de-
las de maior interesse neste estudo.

Identificacdo presuntivadogéneroestafilococos.
Apbsaanalise microscopica por coloracdo de Gram,
foramrealizadas provasbioquimicas como lecitinase
(lro et al., 1969), catalase Bier, 1966), coagulase
(Spereer; TATINI, 1975), fermentacdo do manitol, oxi-
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dacdo e fermentacdo da glicose (OF), oxidagdo em
acUcares (D-manose, D-glicose e D-trealose) e pro-
ducdo de acetoina a partir de glicose (MAcFADDIN,
1976).

Realizagdo de Antibiogramas. Osantibiogramas
foram feitos para verificacdo da susceptibilidade
aos antimicrobianos oxacilina, canamicina,
gentamicinaevancomicina. Foiutilizadaumaamos-
tra de S.aureus da American Type Culture Collection
(ATCC n. 29213) recomendada como controle de
qualidade para testes de susceptibilidade. A
metodologia foi feita de acordo com Bauer et al.
(1966) e os procedimentos destinados a padroniza-
¢do da técnica foram baseados nas normas propos-
tas pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS, 2003).

Extracdo do DNA gendmico usando Prensa
Francesa. O equipamento utilizado no desenvolvi-
mento desta metodologia foi a “French Pressure
Cell Press” (SLM AMINCO, SLM Instruments, Inc).
Preparou-se um pré-cultivobacterianoem50mL de
meio BHI (Brain Heart Infusion Broth) com incuba-
¢do a 37° C, por 12h. A seqguir este foi adicionado a
um volume de 1 L do mesmo meio de cultura para
arealizacdo do cultivo final, nas condicdes anteri-
ores. Apds centrifugacdo a 956 x g, o precipitado
obtido foi lavado em 20 mL de uma solu¢ao tampao
contendo Tris-HCI(50mM),EDTA (1mM) e sacarose
a 25%. A prensa francesa permitiu a quebra fisica
daparede bacterianasob duplaexposicdo daamos-
tra a pressdo de 16.000 psi. Os procedimentos se-
guintes foram realizados de acordo com a
metodologia deHookEevet al.(1999), ressaltando-se
que todos os volumes dos reagentes foram vinte
vezes maiores, considerandoaquantidade dasolu-
¢aotampdo Tris-HCl inicialmente utilizada. Paraa
visualizagcdo do DNA, foi preparado gel de agarose
0,8% em tampdo TEB 1X (89 mM de Tris; 89 mM de
acidoboricoe2,5mMdeEDTA, pH 8.2), processado
a 75V, por 1h. O material genético foi visualizado
por um fotodocumentador modelo GEL DOC 2000
(Bio-Rad).

Apobs o término da extracdo do DNA gendmico,
foi feita a separagdo do DNA plasmidial do DNA
cromossémico, seguindo a metodologia proposta
por Samerook et al. (1989). Foi preparada umasolu-
¢do de DNA na concentracédo de 1.600 ng/mL de
tampédo TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0),
adicionadade2gdecloretodecésio. Osplasmidios
foram obtidos por ultracentrifugacédo a432.800 x g
em uma ultracentrifuga Beckman modelo TL100
utilizando-se umrotor TL10 3.1, por um periodo de
20h a 20° C.

Sintese de oligonucleotideos iniciadores. Aam-
plificacéo dos fragmentos de DNA foi feita utilizan-
do-se os seguintes pares de oligonucleotideos sinté-

ticos: “primer” mecA 1282
(5’AAAATCGATGGTAAAG GGTTGGC 3’) e
“primer” mecA 1793 (5"AGTTCTGCA
GTACCGGATTTGC3’), podendo produzirumfrag-
mento de 533 pb (Meruino et al., 2002), “primer”
aph(3)-111a329 (5’ CTGATCGAAAAATACCGCTGC
3" e“primer” 597 (5 TCATACTCTTCCGAGCAAA
GG 3), “primer”’aac(6’)le + aph(2") 2022 (5 CCAAG
AGCAATAAGGGCATACC) e “primer” 2369
(3’CACACTATCATAACCATCACCG), associados
aproducdodefragmentosde 268 pbe 247 pb, respec-
tivamente (SHimiTz et al., 1999).

Reacdo em Cadeia da Polimerase. As reagfes
de PCR foram baseadas na metodologia de Youetal.
(2000). Para as reagbes de amplificacdo foram uti-
lizados 30 ng de DNA; tampéo de PCR 1x (KCI 50
mM, TRIS-HCI 200 mM, pH 8,4); 1,5 mM de MgCl,;
0,2mM de dNTP; 1ug decada “primer”;2,5Ude Taq
DNA polimerase (GIBCO-BRL) e agua Milli Q esté-
ril para totalizar o volume da reacgdo de 20 puL. A
amplificacéo foi realizada por 2min a 94° C; 1min
a94°C;2minab2°C;2mina72° C;39ciclosapartir
do passo 2; 5min a 72° C e manuteng¢do das amos-
tras sob refrigeracdo a 5° C. Todos os produtos
amplificados foram analisados em gel de agarose
1,5%, corados com brometo de etidio e processados
a 65V, por 1h e 30min.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento do antibiograma permitiu a
deteccdo de uma alta susceptibilidade das cepas de
estafilococos paraos4antibidticos estudados. Foram
feitos antibiogramas para as 50 linhagens de
Staphylococcus spp. inicialmente analisadas e, deste
total, 6 foram resistentes as drogas testadas. A resis-
téncia das bactérias aos aminoglicosidieos
gentamicinae canamicinafoi daordem de 4%e, para
a oxacilina, de 8%. N&o foi observada resisténcia a
vancomicina.

Tabelal-Linhagens de estafilococos isoladas de bovinos
e suas localidades.

N2 das linhagens Espécie Local de origem
1 S. chromogenes  Sertdozinho

2 S. aureus Jaboticabal

3 S. aureus Jaboticabal

4 S. aureus Jaboticabal

5 (5C e 5P)* S. chromogenes  Monte Alto

6 (6C e 6P)* S. chromogenes  Monte Alto

*Linhagens de estafilococos que apresentaram
cromossomo e plasmidio. A letra C corresponde ao DNA
cromossomal e a P, DNA plasmidial.
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Fig. 1 - Material genético obtido pela prensa francesa com
posterior ultracentrifugagdo. MM: marcador de tamanho
molecular 1kb PlusDNA Ladder; ATCC29213; 1: Amostrade
DNA cromossémico de S. chromogenes; 2: Amostra de DNA
cromossdmico de S.aureus; 3: Amostrade DNA cromossdmico
de S. aureus; 4: Amostra de DNA cromossdmico de S.aureus;
5C: Amostra de DNA cromossdmico de S. chromogenes; 5P:
Amostra de DNA plasmidial de S. chromogenes; 6C: Amostra
de DNA cromossémico de S. chromogenes; 6P: Amostra de
DNA plasmidial de S.chromogenes ; padrdocromossémicode
E. coli.

RageLLo et al. (2005) estudaram isolados de S.
aureus emvacas com mastite subclinicaeencontraram
alta susceptibilidade destas bactérias a diversos an-
tibidticostestados, entreelesaoxacilina, canamicina,
gentamicina e vancomicina. GuLeret al. (2005) anali-
saram mais de duzentos isolados de S. aureus em
vacas com mastite clinica e ndo detectaram nenhuma
resisténcia para a oxacilina. PEncov; Ceru (2003) iso-
laram S. aureus de vacas com infec¢do intramamaria
e detectaram susceptibilidades de 100% a oxacilinae
93,5% a canamicina. GentiLini et al. (2002) estudaram
susceptibilidade a oxacilina em estafilococos
coagulase negativosem isolados de vacas com mastite
bovina encontrando baixa resisténcia a este antibié-
tico e total susceptibilidade a gentamicina. Guracetal.
(2002), analisando Staphylococcus spp. em rebanhos
leiteiros, detectaramlinhagensqueapresentavamuma
baixaresisténciaagentamicinae 100% de susceptibi-
lidade a vancomicina.

As seis linhagens presentes na Tabela 1 demons-
traram resultados positivos para as provas da
lecitinase e catalase. Ja a prova de plasmacoagulase
permitiu a identificacdo de trés amostras coagulase-
positivas (2, 3,4) e outras trés coagulase-negativas (1,
5, 6). Todas as amostras foram positivas para as
provas de oxidacdo e fermentacao daglicose e fermen-
tacdo do manitol em anaerobiose. De acordo com
SNeaTHet al. (1986), as provas de coagulase, fermenta-
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Fig. 2 - Produtos de amplificacdo do gene mecA, MM:
marcador de tamanho molecular 1Kb Plus DNA Ladder.
6C: DNA cromossomal de S. chromogenes; 6P: DNA
plasmidial de S. chromogenes; 4: DNA cromossomal deS.
aureus; 3: DNA cromossomal de S. aureus; 1. DNA
cromossomal de S. aureus; CN: controle negativo.
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Fig. 3-Produtos de amplificagdo do geneaph (3’)-llla. MM:
marcador de tamanho molecular 1Kb Plus DNA Ladder.
1: DNA cromossomal de S. chromogenes; 2: DNA
cromossomal de S. aureus; CN: controle negativo.
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Fig.4-Produtosdeamplificacdo do geneaac(6’)-le+aph(2"),
MM: marcador de tamanho molecular 1Kb Plus DNA
Ladder. 6C: DNA cromossomal de S. chromogenes; 6P:
DNA plasmidial de S.chromogenes; 5C: DNA cromossomal
de S. chromogenes; 5P: DNA plasmidial de S. chromogenes;
CN: controle negativo.
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¢dodomanitolemanaerobiose eaprovadaproducao
deacetoinaapartirdeglicose sao definitivas paraque
as cepas sejam identificadas como S. aureus, ja as
provas da oxidacao dos acUcares trealose, manose e
maltose determinam linhagens de S. chromogenes.

O fato dos estafilococos apresentarem uma espes-
sa parede celular dificulta bastante sua lise. Embora
existam kits de extracdo simples e rapidos como o
InstaGene Matrix (Bio-Rad Laboratories) e
metodologias que utilizam apenas a fervuraem agua
(Mepicy, et al., 2003) para a lise celular, a quantidade
de DNA obtida é pequena, limitando sua utilizacéo.
Outraalternativa parase extrair o material genético é
a utilizacdo da lisostafina, mas o alto custo desta
enzima pode ser considerado limitante. Assim, a
metodologia de extracdo de DNA, com o auxilio da
prensa francesa, foi desenvolvida devido a neces-
sidade de se conseguir uma alta concentracdo de
DNA gendmico necessaria ao bandeamento do
cromossomo e plasmidio, no processo da
ultracentrifugacdo. A prensa francesa permitiu a ob-
tencdo de DNA plasmidial de boa qualidade e uma
grande quantidade de DNA gendmico apresentando
alguma degradacao, mas com condicdes suficientes
parase detectarapresencade genesderesisténcianas
bactérias. A Figura 1 apresenta o material genético
obtido pelo auxilio da prensa francesa com posterior
ultracentrifugacdoeseparacdoem DNA cromossémico
(1, 2, 3,4,5) e plasmidial (5P e 6P). O uso da prensa
francesaparaalise daparedecelular dosestafilococos
também foi utilizada por Kim et al. (1979), em estudo
envolvendo fatores associados com a liberagdo de
penicilinase em S. aureus, porém sendo utilizada a
lisostafina.

O gene mecA foi detectado nos cromossomos das
linhagens 1, 3, 4 e 6, provenientes dos Municipios de
Sertdozinho, Jaboticabal e Monte Alto respectivamente
(Tabela 1), como pode ser observado nos produtos de
amplificacdo referentes a Figura 2. Este resultado era
esperado visto que este gene é umdos constituintesdo
complexo cromossémico mecestafilococico (SCCmec)
(BERGER-BACHI; ROHRER, 2002). Alguns pesquisadores
como Lee etal. (2004),Zapoks etal. (2000) eKaszANYITZKY
etal. (2004) relatam que Staphylococcus spp. meticilina
resistentes isolados de vacas com mastite acarretam
sérios problemasem medicinaveterinaria, sendotam-
bém, segundo Lee (2003), potencialmente problema-
tico para humanos.

As linhagens 1 e 6 apresentaram dois genes de
resisténcia simultaneamente. Os genesmecA eaph(3’)
Illa foram verificados nos cromossomos da linhagem
1 ealinhagem 6 apresentou os genes mecA e aac (6°)
le + aph (2"), presentes no cromossomo e plasmidio
respectivamente. Os estafilococos que apresentam
resisténciaameticilina(oxacilina)séo, freqiientemente,
resistentes a alguns agentes antimicrobianos mais

comuns como os aminoglicosideos, macrolideos,
cloranfenicol, tetraciclina e fluoroquinolonas
(ManDELL etal., 1995), constituindo cepas de maiores
riscos para o homem e animais em casos de infecgdes
estafilocdcicas.

O gene aph(3’) Illa foi detectado no cromossomo
das linhagens 1e 2 (Fig. 3), obtidas nas propriedades
de Sertdozinho e Jaboticabal (Tabela1l). Umestudo de
analise genética da susceptibilidade a diversos
antimicrobianos, em linhagens de S. aureus isolados
de um hospital em Lisboa, mostrou que os
aminoglicosideos gentamicina e canamicina apre-
sentaram resisténcias cromossomais (CrisTiINO; PEREI-
RA, 1989). Outroestudo efetuado com MRSA,, isolados
de um hospital no Kuwait também demonstraram
resisténcia cromossdémica para os referidos
aminoglicosideos (Upo; Jacos, 2000).

A linhagem 6 apresentou amplificagcdo corres-
pondente ao geneaac (6°) le + aph(2") no cromossomo
e no plasmidio, ja a linhagem 5 amplificou a regido
correspondente ao referido gene somente no plasmidio,
como podeserobservado naFigura4. Estaslinhagens
foram obtidas do mesmo rebanho bovino, localizado
no Municipio de Monte Alto (Tabela 1). SekicucHi etal.
(2003) trabalharam com isolados clinicos de S. aureus
meticilina resistentes (MRSA) e demonstraram que a
maioria deles tinha gene aac (6’) le + aph(2") tantono
plasmidio como no cromossomo destas bactérias e,
além disso, alguns isolados apresentaram este gene
apenas no plasmidio e outras somente no cromossomo
bacteriano.

A deteccdo destes genes de resisténcia em proprie-
dades leiteiras de Sertdozinho, Jaboticabal e Monte
Alto constitui um fator relevante, pois, de acordo com
WHITE; McDerMOTT (2001), as bactérias que desenvol-
vemresisténciaaosantimicrobianos podeminterferir
nos tratamentos mais efetivos diminuindo o controle
de diversas doencas infecciosas e prejudicando hu-
manos e animais. Segundo McDermoTT etal. (2002), a
emergéncia e disseminacdo da resisténcia aos
antimicrobianos resultam da interagdo entre os mi-
crorganismos, antibiéticos e o ambiente que os rodei-
am. Além disso, a resisténcia aos antimicrobianos
pode ser adquirida espontaneamente por mutacfes
genéticasetransferidas porselecéo vertical ascélulas
filhas. Maiscomumente, aresisténciaéadquiridapor
transferénciahorizontal deelementosméveisdoDNA
de uma célula doadora para outras bactérias(SerTon,
2002).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos com a“french pressure cell
press” permitem concluir que a metodologia foi efi-
caz, pois proporcionou um materialgenémico integro
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eemcondig¢8es de seranalisado geneticamente, prin-
cipalmente quanto a localizagdo dos genes conside-
rados neste estudo. Além disso, a detec¢do por PCR
de linhagens contendo genes de resisténcia a
oxacilina, gentamicina e canamicina nos tetos das
vacas pode propiciar o aparecimento de problemas
sérios como a mastite nos rebanhos leiteiros poden-
do, também, promover a contaminacéo do leite, tor-
nando este produto uma importante fonte de infec-
¢do ao homem.
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