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RESUMO 

 

MOTTA, Cássia Couto. Análise genotípica e proteômica na identificação de 

Staphylococcus spp. coagulase-positivos isolados do leite e sua cadeia produtiva e 

caracterização da resistência a beta-lactâmicos. 2014. 76 p. Dissertação (Mestrado em 

Ciências Veterinárias). Instituto de Veterinária, Departamento de Parasitologia Animal, 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014. 

 

Staphylococcus aureus é considerado o principal agente causador da mastite bovina, no 

entanto, outras espécies de Staphylococcus coagulase-positivos (ECP) também estão 

associadas a esta enfermidade, mas muitas vezes são erroneamente diagnosticadas como S. 

aureus, o que pode acarretar problemas na detecção fenotípica da resistência aos beta-

lactâmicos. Muitos métodos genotípicos vêm sendo desenvolvidos para a identificação de S. 

aureus e demais ECPs. Por outro lado, a identificação proteômica com utilização da 

ferramenta MALDI-TOF MS para caracterização das espécies fornece resultados mais rápidos 

e seguros. ECPs podem apresentar um alto nível de resistência antimicrobiana, especialmente 

aos beta-lactâmicos, o que favorece a sua persistência no rebanho. O monitoramento desta 

resistência é essencial e a realização da leitura interpretativa dos antibiogramas pode ser uma 

aliada na detecção de resultados não usuais, no reconhecimento de quais drogas devem ser 

evitadas e que podem selecionar a resistência, além de permitir, através do uso de marcadores 

fenotípicos de resistência, a predição do mecanismo envolvido. Dois mecanismos distintos 

determinam a resistência a esta classe: a produção de beta-lactamases, codificada pelo gene 

blaZ, e a produção de uma PBP modificada (PBP2a), codificada pelo gene mecA. Isolados 

que possuem o gene blaZ expresso são frequentemente resistentes à penicilina e ampicilina. A 

expressão do gene mecA confere resistência a todos os antimicrobianos desta classe. 

Entretanto, evidências recentes, revelam que a detecção do gene mecA não desempenha um 

papel significativo em relação a isolados de estafilococos de origem bovina. O presente 

estudo foi conduzido para caracterizar, por diferentes técnicas, os isolados de ECP oriundos 

da cadeia produtiva do leite, propondo uma chave de identificação genotípica para S. aureus. 

Além disto, buscou-se avaliar o perfil fenogenotípico da resistência aos beta-lactâmicos. A 

espécie de ECP prevalente neste estudo foi S. aureus (97,9%), seguida de S. hyicus (1,4%) e 

S. intermedius (0,7%). A identificação genotípica de S. aureus proposta apresentou 100% de 

sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo, quando 

comparada com a técnica proteômica MALDI-TOF MS. A identificação de S. hyicus e S. 

intermedius só foi possível graças à ferramenta MALDI-TOF MS. A resistência aos 

antimicrobianos oxacilina (1,4%), amoxicilina + ácido clavulânico (1,4%), eritromicina 

(2,8%) e cefalotina (10%) foi baixa. Não houve resistência ao antimicrobiano imipenem. Foi 

observada em 80,7% dos isolados a resistência à penicilina e, em 41,9% detectou-se o gene 

blaZ. O gene mecA foi detectado em 2,7% e o gene mecRI em 75% dos isolados avaliados, 

que foram sensíveis à oxacilina. Alguns dos isolados resistentes a beta-lactâmicos não 

apresentaram nenhum dos genes de resistência, indicando a necessidade de mais estudos para 

a melhor compreensão de como estes mecanismos funcionam para estes isolados. 

 

Palavras-chave: Staphylococcus coagulase-positivos, mastite bovina, MALDI-TOF MS, blaZ 

e mecA. 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

MOTTA, Cássia Couto. Genotypic and proteomic analysis in the identification of 

coagulase positive Staphylococcus spp. isolated from the milk production chain and 

characterization of resistance to beta-lactams. 2014. 76 p. Dissertation (Master in 

Veterinary Science). Veterinary Institute, Departament of Animal Parasitology, Federal Rural 

University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014. 

 

Staphylococcus aureus is considered the principal etiological agent of bovine mastitis. 

However, other coagulase-positive Staphylococcus (CPS) associated to this disease are 

frequently misidentified as S. aureus.  This misidentification can lead to several problems in 

the phenotypic detection of beta-lactamic resistance. Several genotypic methods have been 

developed for the identification of S. aureus and other CPSs. In the other hand, proteomic 

identification by the MALDI-TOF MS technique for species characterization provides faster 

and more accurate results. S. aureus and other CPSs can show high antimicrobial resistance, 

especially to beta-lactams, favoring their persistence in herd environment. The monitoring of 

antibiotic resistance is essential in mastitis control and the use of interpretative criteria in 

susceptibility assays readings can be used for the detection of unusual profiles, avoiding drugs 

that will exert positive selective pressure in resistant strains. It can also help in the prediction 

of the implicated resistance mechanism, detecting phenotypic resistance markers. Two 

different mechanisms determine resistance to beta-lactamic antimicrobials: beta-lactamases 

production, encoded by the blaZ gene, and PBP2a production, a modified PBP coded by the 

mecA gene.  Isolates expressing blaZ are frequently resistant to penicillin and ampicillin. 

Alternatively, mecA expression confers resistance to all beta-lactams. Recent studies, 

however, report that mecA detection does not have such a significant role in staphylococci 

isolates from bovine origin. This study was conducted to characterize, through different 

techniques, CPS isolates from the milk chain production, and to propose a genotipic 

identification fluxogram for S. aureus. Pheno-genotypic resistance profiles to beta-lactams 

were also evaluated. In this study, the most prevalent CPS species was S. aureus (97,9%), 

followed by S. hyicus (1,4%) and S. intermedius (0,7%). The genotipic identification 

proposed for S. aureus showed sensitivity, specificity, positive and negative predictive values 

of 100% compared to the proteomic technique MADLI-TOF MS. S. hyicus and S. intermedius 

identification was only possible by MALDI-TOF MS. Resistance to the antimicrobials tested 

was relatively low, as follows: oxacillin (1,4%), amoxicillin + clavulanic acid (1,4%), 

erythromycin (2,8%) and cephalothin (10%). There was no resistance to imipenem. In the 

other hand, 80,7% of the isolates were resistant to penicillin, and 41,9% of them were positive 

for the blaZ gene. The mecA was found in 2,7% and mecRI in 75% of the isolates susceptible 

to oxacillin. Neither blaZ or mecA genes were detected in some isolates phenotypically 

resistant to penicillin, suggesting the necessity for further investigation and a better 

comprehension of the mechanisms of resistence against beta-lactams staphylococci from dairy 

cattle. 

 

Keywords: coagulase-positive Staphylococcus, bovine mastitis, MALDI-TOF MS, blaZ and 

mecA genes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Bactérias pertencentes ao gênero Staphylococcus estão entre as maiores causadoras de 

infecções oportunistas tanto no homem como em animais. Colonizam as mucosas, 

especialmente de mamíferos e aves, onde eventualmente podem ocasionar um processo 

infeccioso em decorrência de alterações teciduais do hospedeiro. Dentro deste gênero, 

destacam-se as espécies de Staphylococcus coagulase-positivos, como por exemplo, 

Staphylococcus aureus, que é a espécie mais patogênica do gênero e que possui a capacidade 

de desenvolver resistência a diferentes antimicrobianos utilizados na medicina humana e 

veterinária, sendo considerado um problema mundial de saúde. 

Dentre as enfermidades que ocasionam está a mastite bovina, que é uma inflamação da 

glândula mamária de origem principalmente infecciosa e que provoca significativas perdas 

econômicas para os produtores de leite e derivados, que vão desde alterações na composição 

do leite até gastos com o tratamento e descarte dos animais. Entre as espécies de 

Staphylococcus coagulase-positivos isoladas a partir de mastite bovina estão S. aureus, S. 

intermedius e S. hyicus, contudo, durante a rotina diagnóstica, as demais espécies podem ser 

erroneamente diagnosticadas como S. aureus.  

Diversos métodos de identificação de Staphylococcus spp. estão disponíveis 

atualmente. Testes bioquímicos convencionais, sistemas comerciais e kits automatizados são 

amplamente utilizados por laboratórios de diagnóstico microbiológico. No entanto, a ausência 

de marcadores fenotípicos específicos para a precisa diferenciação das espécies limita o poder 

de identificação destes testes. Além disto, as recentes mudanças na taxonomia de algumas 

espécies de Staphylococcus coagulase-positivos, com descrições de novas espécies e 

reclassificações, tornou a diferenciação das espécies mais dificultosa, principalmente em 

Medicina Veterinária. Deste modo, técnicas genotípicas, com o uso de marcadores 

moleculares, têm sido cada vez mais utilizadas. Estas ferramentas, associadas ao diagnóstico 

fenotípico, têm possibilitado uma caracterização de espécie mais confiável e precisa. 

Mais recentemente, a análise proteômica por espectrometria de massa MALDI-TOF 

vem ganhado espaço, impulsionada por vantagens como custo-benefício, resultados rápidos e 

precisos. Mas, apesar de promissora, esta técnica tem um alto custo de instalação, o que pode 

não ser ideal para laboratórios com uma rotina diagnóstica menos intensa. Nesses casos, a 

utilização de ferramentas moleculares pode ser a opção mais acessível. Neste sentido, é 

fundamental uma utilização crítica de técnicas genotípicas, com o emprego de diferentes 

marcadores moleculares para caracterização de espécies. 

 A mastite é a maior responsável pelo uso de antibacterianos em fazendas leiteiras, 

sendo os antimicrobianos beta-lactâmicos mais comumente administrados. Existe uma forte 

preocupação quanto ao surgimento de bactérias resistentes em ambientes de produção animal, 

uma vez que, devido ao uso constante de antimicrobianos, a pressão de seleção sobre estes 

microrganismos seria bastante elevada, justificando assim o monitoramento desta resistência. 

 Isolados de Staphylococcus spp. são freqüentemente resistentes aos antibióticos beta-

lactâmicos, incluindo à oxacilina, que representa um marcador para avaliação da resistência 

cruzada com todos os antimicrobianos desta classe. A resistência estafilocócica aos 

antibióticos beta-lactâmicos deve-se, principalmente, a dois mecanismos distintos, como a 

produção da enzima beta-lactamase, codificada pelo gene blaZ, e a produção de uma proteína 

ligante de penicilina de baixa afinidade (PBP2a), codificada pelo gene mecA. 

 O gene mecA está localizado em um elemento genético móvel, denominado “cassete 

cromossômico estafilocócico de mec” (SCCmec), de diferentes tipos, que pode ser transferido 

e se integrar ao genoma bacteriano. O cassete mec carreia outros elementos genéticos que 
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codificam resistência às outras classes de antimicrobianos, como por exemplo, os genes erm 

que são os responsáveis pela resistência cruzada a macrolídeos, lincosamidas e 

estreptogramina B (MLSB). A transferência horizontal do gene mecA em Staphylococcus spp., 

e dos elementos genéticos inseridos no SCCmec, resultou na disseminação mundial de clones 

oxacilina e multidroga-resistentes, tornando-se uma dificuldade adicional para o controle de 

infecções causadas por este agente. 

 Estudos apontam para um aumento da resistência a antimicrobianos em 

Staphylococcus spp. oriundos de mastite bovina, enquanto outros indicam que a resistência 

encontrada ainda é pouco frequente. Para uma correta análise da suscetibilidade a 

antimicrobianos, principalmente beta-lactâmicos, é imprescindível uma boa identificação das 

espécies de Staphylococcus coagulase-positivos envolvidas nestes processos infecciosos, pois 

os critérios para avaliação da suscetibilidade podem variar consideravelmente entre as 

espécies. 

 O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de caracterizar as espécies de 

Staphylococcus coagulase-positivos isoladas a partir da cadeia produtiva do leite de 

propriedades localizadas em diferentes cidades do estado do Rio de Janeiro, através de 

diferentes técnicas, propondo uma chave de identificação para S. aureus, além de avaliar o 

perfil fenogenotípico da resistência destes isolados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

 
  

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Gênero Staphylococcus 

  

Bactérias do gênero Staphylococcus, pertencente à família Staphylococcaceae, são 

cocos Gram positivos arranjados principalmente de forma irregular, com aparência 

semelhante a “cachos de uva”. São ainda aeróbios facultativos, imóveis, não esporulados, 

produtores da enzima catalase e resistentes à bacitracina (0,04 UI).  

O gênero Staphylococcus está presente na pele e microbiota nasal, causando infecções 

oportunistas em seres humanos e vários animais (SASAKI et al., 2010).  Colonizam as 

mucosas, especialmente de mamíferos e aves, onde eventualmente podem ocasionar um 

processo infeccioso em decorrência de alterações teciduais do hospedeiro, como traumas 

(GRIFFETH et al., 2008). Infecções estafilocócicas estão entre as doenças oportunistas mais 

comuns, o que tem levado a práticas de controle dos patógenos deste gênero, tanto em 

hospitais veterinários quanto em humanos (WEESE, 2012). 

 De acordo com o List of Prokaryotic Names With Standing in Nomenclature (2014), 

existem 49 espécies descritas pertencentes a este gênero e 26 subespécies, habitando 

diferentes ambientes e espécies animais. O gênero é subdividido em dois grandes grupos, com 

base na produção da enzima coagulase, cuja função é formar coágulos de fibrina no tecido do 

hospedeiro, dificultando seu reconhecimento e fagocitose por parte do sistema fagocitário 

mononuclear.  

De modo geral, oito espécies de estafilococos coagulase-positivos (ECP) têm sido 

identificadas: Staphylococcus aureus, S. intermedius, S. delphini, S. pseudintermedius, S. 

schleiferi subsp. coagulans, S. hyicus, S. lutrae, e S. agnetis (TAPONEN et al., 2012; 

SASAKI et al., 2010; DEVRIESE et al., 2005; FRENEY et al., 1999). As espécies de 

estafilococos tendem a apresentar especificidade quanto ao hospedeiro. Por exemplo, as 

espécies predominantes em ruminantes, suínos, cães e pombos são S. aureus, S. hyicus, S. 

pseudintermedius, e S. intermedius, respectivamente (SASAKI et al., 2010; FITZGERALD; 

PENADÉS, 2008; SASAKI et al., 2007). Entretanto, é possível isolar a mesma espécie 

bacteriana de quadros clínicos em diferentes hospedeiros animais. Nestes casos, a bactéria 

pode apresentar variações decorrentes desta adaptação (SPOOR et al., 2013; PANTOSTI, 

2012).  

Staphylococcus aureus é a espécie mais patogênica do gênero, estando associada a um 

amplo espectro de doenças, desde lesões cutâneas superficiais até severas infecções 

sistêmicas, no homem e em animais (SAKAI et al., 2004). Em humanos, apresenta-se como a 

espécie mais associada a infecções bacterianas, sendo o agente etiológico de diversas 

patologias, que vão desde infecções dérmicas, como impetigo e foliculite, até doenças mais 

graves como meningite, pneumonia, síndrome do choque tóxico e sepse, além de ser um dos 

principais microrganismos responsáveis por infecções hospitalares (SCALETTI et al. 2011). 

Possui a capacidade de desenvolver resistência a diferentes antibióticos utilizados na rotina 

clínica (PANTOSTI et al. 2007), o que torna suas infecções, que podem ser graves, mais 

difíceis de controlar, podendo levar ao óbito, sendo considerada um problema mundial de 

saúde. 

Staphylococcus intermedius foi caracterizado por Hajek em 1976 e, desde então, vem 

sendo diagnosticado como o agente etiológico de diversas infecções em cães, equinos, 

pombos, dentre outros animais. Encontra-se presente na mucosa, pele e pelagem 

(FITZGERALD, 2009). Por muitas décadas, foi considerada a espécie causadora de infecções 

de pele e tecidos moles em cães (BANNOEHR; GUARDABASSI, 2012). Entretanto, foi 
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demonstrado que isolados fenotipicamente identificados como S. intermedius são, de fato, 

diferenciados em três espécies distintas: S. intermedius, S. pseudintermedius (DEVRIESE et 

al., 2005) e S. delphini, que  juntos pertencem ao grupo Staphylococcus intermedius (SIG) 

(BANNOEHR et al, 2007; SASAKI et al., 2007). S. delphini foi primeiramente isolado a 

partir de lesões purulentas de pele de golfinhos em 1988 (VARALDO, et al. 1988) e tem sido 

raramente reportado desde então (BJORLAND et al., 2005). S. intermedius, isolado 

principalmente de pombos, representa um táxon distinto que não é representativo da maioria 

dos isolados anteriormente identificados como S. intermedius (BANNOEHR et al, 2007; 

SASAKI et al., 2007). Já a nova espécie descrita S. pseudintermedius é a causa comum de 

infecções cutâneas em cães (BANNOEHR et al, 2007; SASAKI et al., 2007), como 

piodermite e otite externa, além de outras patologias. 

Staphylococcus hyicus é uma espécie coagulase-variável, que faz parte da microbiota 

comensal de vários animais e é frequentemente encontrado em suínos, associado a doenças 

epiteliais, sendo primariamente conhecido como agente causador da epidermite exsudativa, 

mas que também já foi isolado de bovinos com mastite subclínica, infecções em equinos e em 

humanos (CASANOVA et al., 2011; STEPHAN et al., 2008). Durante a rotina diagnóstica 

laboratorial, S. hyicus pode ser erroneamente identificado como S. aureus ou algum 

estafilococo coagulase-negativo. Por outro lado, assim como S. aureus, S. hyicus é muitas 

vezes coagulase-positivo (CASANOVA et al., 2011). 

Staphylococcus agnetis também compreende isolados coagulase-positivos (20-25% 

dos isolados, após 24 horas) e negativos, detectados no leite de bovinos com mastite 

(TAPONEN et al., 2012), assim como S. hyicus. Já S. schleiferi subsp. coagulans vem 

ganhando importância clínica veterinária por ser o agente responsável por otites e 

piodermites, com maior relevância em cães (YAMASHITA et al., 2005). S. lutrae foi descrito 

em 1997 por Foster e colaboradores como uma espécie de ECP isolada de lontras. 

Por fim, o outro grande grupo de bactérias pertencentes a este gênero compreende as 

muitas espécies de estafilococos coagulase-negativos (ECN), podendo ser divididas em dois 

grupos, dependendo da sensibilidade à novobiocina. Staphylococcus sensíveis à novobiocina 

incluem S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. lugdunensis e os resistentes são as 

espécies S. saprophyticus e S. xylosus (LONGAUEROVA, 2006; VON EIFF et al., 2005; 

HEILMANN; PETERS, 2000). Durante muito tempo, as espécies de ECP eram implicadas 

como patogênicas, enquanto as espécies de ECN eram consideradas saprófitas e raramente 

patogênicas. Nos últimos anos, entretanto, a importância das espécies de ECN implicadas em 

infecções animais, como por exemplo, na mastite bovina, tem aumentado, pois compõem a 

microbiota natural da pele e mucosa destes animais, ordenhadores, além de estarem presentes 

no ambiente no qual o animal está inserido (SOARES et al., 2008). 

 

2.2 Staphylococcus coagulase-positivos e a mastite bovina 

 

A mastite bovina é uma reação inflamatória primariamente causada por diferentes 

patógenos que adentram o canal do teto e alcançam a glândula mamária (CAPURRO, 2009). 

Pode ser também de origem tóxica, traumática, alérgica e metabólica, mas é mais 

frequentemente infecciosa (FONSECA; SANTOS, 2000), sendo reconhecida como uma das 

principais doenças que afetam a rentabilidade das explorações leiteiras, uma vez que é 

associada à redução na produção e mudanças na composição do leite (BRADLEY, 2002). 

Além disso, representa um risco para a saúde pública pela possibilidade de transmissão de 

microrganismos patogênicos, toxinas ou resíduos de antimicrobianos através do leite 

(FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004). Segundo Pehlivanoglu e Yardimci (2012), cepas de 
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Staphylococcus spp. presentes no leite mastítico podem passar para humanos durante a 

ordenha e o processamento do leite, com potencial para causar infecções. 

Entre os agentes de origem infecciosa, Staphylococcus spp. são as bactérias mais 

frequentemente isoladas (MOTA et al. 2012; TAPONEN; PYÖRÄLÄ 2009).  Como já 

abordado, este gênero apresenta uma relação de comensalismo com o hospedeiro, estando 

presente na pele e algumas mucosas de forma equilibrada, sem causar danos. Entretanto, 

adquirem potencial patogênico se tiverem acesso aos tecidos pelo rompimento da barreira 

cutânea, através de microfissuras no teto da vaca causadas por processos traumáticos, sendo 

microrganismos essencialmente oportunistas, uma vez que prevalecem de inúmeras situações 

orgânicas para produzir graves infecções (CUNHA et al., 2002). Após a entrada na glândula 

mamária, podem levar à formação de microabcessos, que ao romperem-se num momento de 

maior fragilidade do sistema imunológico do animal, liberam o microrganismo, 

caracterizando as infecções de longa duração, com tendência a cronicidade e baixas taxas de 

cura que são próprias destes agentes (SABOUR et al., 2004). 

A mastite bacteriana pode ser de duas origens: ambiental ou contagiosa. Na primeira, a 

infecção ocorre no período entre ordenhas e os principais agentes envolvidos são patógenos 

ambientais oportunistas que estão presentes no habitat dos animais, em locais que apresentam 

esterco, urina, barro e camas orgânicas, com destaque para a espécie Escherichia coli 

(BEAUDEAU et al., 2002); Na segunda, a infecção ocorre durante a ordenha 

(SOMMERHÄUSER et al., 2003; SVILAND; WAAGE, 2002), sendo causada por patógenos 

cujo habitat preferencial é o interior da glândula mamária e a superfície da pele dos tetos. Os 

agentes mais envolvidos são Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae. (BRITO et 

al., 2000).  

A mastite bovina também pode apresentar-se de duas formas: clínica, na qual se 

observa a presença dos sinais evidentes de inflamação como edema, rubor, aumento de 

temperatura, endurecimento, dor e pus, além de alteração das características do leite como a 

presença de grumos (BRADLEY et al., 2002); e subclínica, na qual não ocorrem mudanças 

visíveis no aspecto do leite ou do úbere (PERSSON WALLER et al., 2003). Esta caracteriza-

se por alterações na composição do leite, tais como aumento na contagem de células 

somáticas (CCS), dos teores de cloro, sódio e de proteínas séricas, além da diminuição nos 

teores de caseína, lactose, gordura e cálcio do leite (GIANOLA et al., 2004), levando ao 

menor rendimento na produção de seus derivados e diminuição do tempo de prateleira do 

produto (BRADLEY et al., 2002). Estudos revelaram que a redução na produção do leite é 

decorrente de alterações nas células epiteliais secretoras e na permeabilidade do alvéolo 

secretor durante a infecção (FONSECA; SANTOS, 2000; COSTA et al., 2000). 

Entre as espécies de ECP isoladas a partir de mastite bovina estão S. aureus, S. 

intermedius e S. hyicus, contudo, durante a rotina diagnóstica, as demais espécies de ECP 

tendem a ser erroneamente diagnosticadas como S. aureus, sendo S. hyicus e S. intermedius 

raramente identificados (CAPURRO, 2009). Staphylococcus aureus ainda é considerado um 

dos agentes etiológicos mais comumente associados a infecções clínicas e subclínicas em 

vacas em lactação, cujo principal reservatório deste agente parece ser o quarto mamário 

infectado e cuja transmissão geralmente ocorre durante a ordenha (SAEI, 2012), pela 

contaminação de máquinas, equipamentos ou mãos dos ordenadores (SAKWINSKA et al. 

2011).  

Durante a última década, estudos moleculares têm descrito a estrutura e a diversidade 

da população de S. aureus causadores de mastite bovina (COSTA et al., 2012; HASMAN et 

al., 2010; IKAWATY et al. 2009; SMYTH et al., 2009; JØRGENSEN et al., 2005). Costa e 

colaboradores (2012) revelaram, no entanto, que apesar da grande diversidade de S. aureus 



6 

 
  

envolvidos na etiologia das mastites, existem clones predominantes que causam a maioria das 

infecções dos rebanhos leiteiros. 

 

2.3. Identificação de Staphylococcus coagulase-positivos 

  

Membros do gênero Staphylococcus são historicamente classificados e diferenciados 

com base na variedade de suas características fenotípicas, como morfologia de colônias e 

reações bioquímicas que realizam (CAPURRO, 2009). O número de relatos de infecções 

causadas por este agente é crescente, assim como a descoberta de novas espécies e 

subespécies deste gênero, tornando necessária a correta identificação dos isolados 

provenientes de amostras clínicas (BARROS et al., 2007; BECKER et al., 2004). 

Diversos métodos de identificação de Staphylococcus spp. estão disponíveis 

atualmente, mas testes bioquímicos convencionais, como os preconizados por Koneman e 

colaboradores (2008), são considerados padrão para confirmação fenotípica das espécies. 

Sistemas comerciais e kits automatizados encontram-se no mercado (SANTOS et al., 2008), e 

são amplamente utilizados por inúmeros laboratórios. Todavia, a interpretação dos resultados 

pode ser subjetiva, levando a erros, além de possuírem baixa acurácia devido ao limitado 

número de testes bioquímicos que possuem, reduzindo assim a quantidade de espécies 

detectáveis (ZADOKS; WATTS, 2009).  

A taxonomia do gênero Staphylococcus foi melhor esclarecida nos últimos anos, 

graças ao emprego de técnicas moleculares que permitiram relacionar ou comparar os 

resultados dos testes fenotípicos e genotípicos (LANGE et al, 2011). Novas espécies foram 

descritas (DEVRIESE et al., 2005; FOSTER et al., 1997) e reclassificações ocorreram 

(SASAKI et al., 2007). Tendo em vista a importância da correta identificação de amostras 

clínicas pelos laboratórios de diagnóstico clínico, marcadores moleculares têm sido cada vez 

mais utilizados a fim de se obter uma caracterização da espécie mais confiável e precisa, uma 

vez que tais técnicas são mais sensíveis e específicas (BLAIOTTA et al., 2010). 

Entre esses métodos, a análise comparativa das sequências de determinados genes 

conservados tem sido empregada com a finalidade taxonômica e filogenética, como por 

exemplo, o sequenciamento do gene RNA ribossomal 16S, que é altamente conservado entre 

as espécies (LANGE et al, 2011). As sequências são comparadas às depositadas em bancos de 

dados internacionais, como o National Center for Biotechnology Information (NCBI). 

O sequenciamento do gene rrs, que codifica um componente da subunidade 30S de 

ribossomos procariotos, também tem possibilitado uma identificação acurada das espécies 

para diversos gêneros. Porém, técnicas como esta são relativamente onerosas e consomem 

bastante tempo (SALGADO, 2013). Deste modo, reações de polimerase em cadeia (PCR) da 

região intergênica 16-23S e iniciadores espécie-específicos surgem como alternativas 

(JOUSSON et al., 2007). 

Técnicas que utilizam oligonucleotídeos (iniciadores), os quais amplificam sequências 

específicas para uma determinada espécie são amplamente utilizadas por muitos laboratórios. 

Diversos genes para identificação bacteriana estão disponíveis na literatura, dentre eles os 

genes hsp60, tuf, femA, orfX, Sa442, rpoB, sodA, dnaJ e nuc (BODE et al., 2012; AL-TALIB 

et al., 2009; REISCHL et al., 2009; GHEBREMEDHIN et al., 2008; SHAH et al., 2007; 

VOYTENKO et al., 2006), além dos genes como nuc, 23S rDNA e coa, de S. aureus, que 

podem ser usados para identificação da espécie (CIFTCI et al, 2009; STRAUB et al., 1999; 

HOOKEY et al, 1998). 

A discriminação entre espécies de ECP baseada em diferenças fenotípicas é difícil, 

devido à ausência de marcadores bioquímicos únicos para a identificação de espécies 
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(BANNOEHR; GUARDABASSI, 2012; SASAKI et al., 2010). Neste sentido, Sasaki e 

colaboradores (2010) desenvolveram uma PCR multiplex (M-PCR) que pode ser utilizada por 

laboratórios para a identificação das espécies de ECP de relevância clínica na Medicina 

Veterinária. Este método mostrou-se sensível (99,8%) e específico (100%), e é baseado na 

amplificação dos genes nuc, codificador da termonuclease, nas diferentes espécies. 

 Outro método utilizado para identificação de espécies de ECP é a técnica de PCR 

associada ao polimorfismo dos tamanhos de fragmentos de restrição (RFLP-PCR), que tem 

sido padronizada para os mais diversos genes nos últimos anos e possui alguns alvos 

moleculares, como por exemplo, o gene pta (BANNOEHR et al., 2009), kat (BLAIOTTA et 

al, 2010) e o gene groEL (BARROS et al., 2007). 

 Atualmente, outra técnica está sendo introduzida em laboratórios de diagnóstico 

humanos e animais, devido ao seu custo-benefício e abordagem rápida e precisa 

(BANNOEHR et al., 2012). A espectrometria de massa MALDI-TOF MS, ou Espectometria 

de Massa por Tempo de Vôo de Ionização/Desorção por Laser Assistida por Matriz, vem 

ganhando destaque na literatura pelo uso na identificação de diferentes microrganismos ao 

nível de espécies. Vantagens como quantidade mínima de amostra necessária para 

identificação, baixo custo, níveis insignificantes de resíduos químicos e biológicos gerados e 

tempo para obtenção de resultados extraordinariamente curto (ALATOOM et al., 2011; 

CARBONNELLE et al., 2011; CHERKAOUI et al., 2010), atraem bastante atenção para esta 

ferramenta. 

 Os resultados produzidos por esta ferramenta são de elevada acurácia em relação à 

identificação de espécies dentro dos diversos gêneros bacterianos (ILINA et al., 2009; NAGY 

et al., 2009; BARBUDDHE et al., 2008; FRIEDRICHS et al., 2007; PIGNONE et al., 2006), 

possibilitando assim, uma correta identificação bacteriana, mesmo em culturas mistas 

(BIZZINI; GREUB, 2010). Os espectros, que são gerados após o processamento pelo 

equipamento e análise pelo programa, são então comparados aos de cepas de referência de seu 

banco de dados, permitindo a identificação do microrganismo. Na identificação das espécies 

do grupo SIG, foram encontrados elevados valores de especificidade (95%) e sensibilidade 

(100%) (DECRISTOPHORIS et al., 2011). Para Staphylococcus aureus, a identificação por 

MALDI-TOF MS de isolados clínicos também tem demonstrado ser acurada (BÖHME et al., 

2012). 

 

2.4 Resistência aos beta-lactâmicos 

 

A relevância dos Staphylococcus como patógenos em diversos quadros infecciosos, 

também relaciona-se com sua considerável resistência aos antimicrobianos. Esta resistência 

tem sido desenvolvida, principalmente, devido ao uso inapropriado destes fármacos em 

humanos e animais, propiciando a seleção de isolados multirresistentes, e o consequente 

comprometimento da eficiência do tratamento das enfermidades causadas por esses 

microrganismos (BARBERIO et al., 2002).  

A mastite é a maior responsável pelo uso de antibacterianos em fazendas leiteiras, 

sendo as cefalosporinas, penicilinas e suas combinações, aminoglicosídeos, lincosamidas e 

macrolídeos, os antimicrobianos mais comumente administrados, tanto durante o período de 

lactação quanto no período seco, para o tratamento e prevenção da mastite (SAINI et al., 

2012a; SAEI et al., 2012). Entretanto, independentemente da droga utilizada, a baixa taxa de 

cura é comum em mastites causadas por S. aureus, e a resistência é considerada a principal 

razão para isso (SAINI et al., 2012b; BARKEMA et al., 2006). Há uma forte preocupação 

quanto ao surgimento de bactérias resistentes em ambientes de produção animal, uma vez que, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=B%C3%B6hme%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22887156
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devido ao uso constante de antimicrobianos, a pressão de seleção sobre estes microrganismos 

é bastante elevada. 

Os beta-lactâmicos, por sua grande variedade, representam a classe de antimicrobianos 

mais amplamente utilizada. Pertencem a este grupo todos os antibióticos que apresentam o 

anel beta-lactâmico em sua estrutura, sendo a penicilina, a principal família. Esta se divide em 

três grupos: penicilinas naturais (ex. penicilinas G e V), aminopenicilinas (ex. ampicilina e 

amoxicilina) e penicilinas antiestafilocócicas, como a oxacilina e a meticilina, sendo esta 

última, não utilizada no Brasil (LOWY, 2003; BLACK, 2002). Além das penicilinas, também 

pertencem a este grupo as cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenêmicos. 

Resistência à oxacilina, que representa um marcador para avaliação da resistência 

cruzada com os demais antimicrobianos desta classe, foi primeiramente descrita em 1961, 

entre isolados de S. aureus de infecções nosocomiais (JEVONS  et al., 1961). O primeiro 

Staphylococcus aureus meticilina (ou oxacilina) resistente (MRSA/ORSA) isolado de animais 

surgiu em 1972, detectado em leite de vacas com mastite (DEVRIESE et al., 1972). Isto pode 

ter ocorrido devido à transferência horizontal de MRSA, a partir das mãos dos ordenadores 

colonizados ou infectados, e seleção pelo uso de antimicrobianos para o tratamento da mastite 

(MORGAN, 2008). Desde então, diferentes espécies de animais domésticos têm sido 

implicadas como potenciais reservatórios de bactérias pertencentes a este gênero 

(LEONARD; MARKEY 2008; VENGUST et al., 2006; BAPTISTE et al., 2005).  

Esta resistência deve-se principalmente a dois mecanismos distintos: a produção da 

enzima beta-lactamase, codificada pelo gene blaZ, e a produção da proteína ligante de 

penicilina adicional de baixa afinidade (PBP2a), a qual é codificada pelo gene mecA e 

regulada pelos genes mecI e mecRI. PBP2a determina resistência à oxacilina devido de sua 

afinidade reduzida a beta-lactâmicos, podendo realizar as reações de transpeptidação quando 

as PBPs normais estão bloqueadas pela droga. Isto que permite a síntese do peptidoglicano, 

para formação da parede celular bacteriana, continue normalmente (PEHLIVANOGLU et al., 

2012). Este mecanismo confere resistência a todos os antimicrobianos da classe dos beta-

lactâmicos, que são comumente utilizados no tratamento da mastite.  

O gene mecA está localizado em um elemento genético móvel, denominado “cassete 

cromossômico estafilocócico mec” (SCCmec), de diferentes tipos, que pode ser transferido via 

plasmídeo, transposons ou elementos genéticos móveis, e se integrar a ilhas de patogenicidade 

no genoma bacteriano (KATAYAMA et al., 2001). O cassete mec carreia outros elementos 

genéticos como Tn554, pUB110 e pT181, que codificam resistência às outras classes de 

antimicrobianos. Por exemplo, os genes erm, que são os responsáveis pela resistência cruzada, 

expressa de maneira constitutiva ou induzida, a macrolídeos, lincosamidas e estreptogramina 

B (MLSB), estão localizados no Tn554, presente no SCCmec tipos II e III (ROBERTS, 2008; 

ITO et al., 2001). A transferência horizontal do gene mecA em Staphylococcus spp., e dos 

elementos genéticos inseridos no SCCmec, resultou então na disseminação mundial de clones 

oxacilina e multidroga-resistentes, tornando-se uma dificuldade adicional para o controle de 

infecções causadas por este agente (ITO et al., 2001). Isto poderia explicar porque muitos 

isolados MRSA são também resistentes a antimicrobianos não beta-lactâmicos que agem por 

mecanismos não relacionados à interferência na síntese da parede celular (COHN et al, 2010). 

Sabe-se, no entanto, após pesquisa desenvolvida por Melo e colaboradores (2013), que 

em Staphylococcus de origem bovina, o gene mecA apresenta mutações e particularidades que 

limitam sua detecção e que muitos isolados não expressam fenotipicamente a resistência à 

oxacilina. Neste estudo, iniciadores construídos a partir de sequências do gene mecA obtidos 

de estafilococos isolados de origem animal possibilitaram a amplificação deste gene em S. 

aureus de origem bovina, o que não havia sido possível com os iniciadores construídos a 
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partir de sequências de MRSA de origem humana, propostos por Murakami e colaboradores 

(MELO et al 2013; MURAKAMI et al.1991). O estudo demonstrou que diferenças pontuais, 

mas significativas, na sequência de alinhamento impediam o anelamento dos iniciadores e, 

consequentemente, a amplificação do gene.  

Cepas MRSA já foram identificadas em diferentes ambientes, recebendo 

nomenclaturas específicas. As cepas associadas a infecções hospitalares, que se tornaram 

frequentes a partir da década de 70 e endêmicas em diversos países, são denominadas HA-

MRSA (DIEKEMA et al., 2002). No final da década de 90, uma nova geração de MRSA 

surgiu repentinamente na comunidade, sendo denominada MRSA adquirida na comunidade 

(CA-MRSA). Mais recentemente, foi identificada uma cepa de S. aureus resistente à oxacilina 

colonizando populações animais, possivelmente favorecida pela ampla utilização de 

antibióticos. Denominada “livestock-associated MRSA” (LA-MRSA), esta cepa surgiu 

primeiramente em suínos (KHANNA et al., 2008), mas também têm sido descrita em outros 

animais como cães, cavalos, aves, gado e também humanos (HASMAN et al., 2010; HUBER 

et al., 2010; LOEFFLER; LLOYD, 2010; CUNY et al., 2008).  

 Os perfis de resistência aos antimicrobianos são parte do conhecimento 

epidemiológico e constitui informação chave para a tomada de decisões quanto à estratégia 

terapêutica (SAKWINSKA et al., 2011). Apesar do pouco conhecimento sobre MRSA isolado 

de gado leiteiro, muitos estudos sugeriram que a prevalência de resistência em S. aureus 

oriundos de mastite bovina é geralmente baixa (BOTREL et al., 2010; BENGTSON et al, 

2009; MONECKE, et al., 2007), no entanto, fenótipos multirresistentes e MRSA têm sido 

frequentemente descritos  (FESSLER et al., 2010; VANDERHAEGHEN et al., 2010a).  

 Emergência de MRSA no gado leiteiro pode complicar o tratamento da mastite bovina 

causada por S. aureus, além do potencial risco da transmissão desses para o homem 

(BARDIAU et al., 2013). Além de S. aureus, outras espécies de ECP podem apresentar 

resistência à oxacilina. Muito recentemente, Pilla e colaboradores (2013), reportaram o 

primeiro caso conhecido na literatura de S. pseudintermedius resistente à oxacilina (MRSP) 

isolado de mastite bovina em um rebanho na Itália. 

 A identificação das espécies de ECP que infectam não só o gado leiteiro, como 

também outros animais, precisa ser executada com precisão em laboratórios de diagnóstico 

veterinário, uma vez que os valores de Concentração Inibitória Mínima (CIM) da oxacilina, os 

discos de antimicrobianos usados como marcadores fenotípicos da resistência, o tempo de 

incubação dos isolados e os halos de inibição que determinam resistência a esta classe, 

diferem entre as espécies do gênero Staphylococcus (CLSI VET01-A4, 2013; SASAKI et al., 

2010). Por exemplo, o antimicrobiano preconizado para a predição da resistência 

estafilocócica mediada pelo gene mecA na prova de disco difusão é a cefoxitina (30 μg), 

quando são avaliados S. aureus e ECN. Já para S. pseudintermedius, é recomendado o uso do 

disco de oxacilina (10 μg) (CLSI VET01-A4, 2013). Além disto, existe a preocupação a cerca 

do potencial de animais domésticos, equinos e animais de produção atuarem como 

reservatórios de MRSA para os seres humanos. 

 As recentes mudanças na taxonomia e emergência de resistência à oxacilina em 

isolados de outras espécies de ECP, como por exemplo S. pseudintermedius, vêm provocando 

mudanças significativas na identificação dos isolados e detecção da resistência. Neste sentido, 

a identificação precisa das espécies tornou-se fundamental para uma correta avaliação da 

resistência, uma vez que os métodos para esta detecção variam de acordo com a espécie de 

Staphylococcus avaliada, representando assim um desafio para a Medicina Veterinária. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral: 

 

 Caracterizar espécies de Staphylococcus coagulase-positivos previamente isoladas a 

partir de amostras de leite e sua cadeia produtiva, por meio de técnicas genotípicas e 

proteômica, bem como avaliar sua resistência fenotípica aos beta-lactâmicos e a presença dos 

genes envolvidos. 

  

3.2 Objetivos Específicos:  

 

 Caracterizar, fenogenotipicamente, Staphylococcus coagulase-positivos presentes em 

amostras provenientes de leite e sua cadeia produtiva, por meio de diferentes técnicas; 

 Desenvolver, utilizando a técnica MALDI-TOF MS como método de referência, um 

protocolo para identificação de S. aureus; 

 Avaliar a suscetibilidade das espécies encontradas a antimicrobianos, em especial aos 

beta-lactâmicos, através da leitura interpretativa dos antibiogramas; 

 Identificar os genes que determinam a resistência aos beta-lactâmicos; 

 Elaborar perfis de resistência aos beta-lactâmicos, para estabelecer correlações entre as 

análises genotípicas e fenotípicas desta resistência. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Amostragem 

 

Foram utilizados 291 isolados de Staphylococcus spp. oriundos de 512 amostras de 

leite de vacas com mastite e 33 amostras de mãos e narinas dos ordenhadores e utensílios 

utilizados durante a ordenha. As amostras são provenientes de propriedades localizadas nos 

municípios de Barra do Piraí, Seropédica, Vassouras, Paraíba do Sul, Rio das Flores, Carmo e 

Passa Três (Rio de Janeiro) (Tabela 1). A coleta foi realizada no período de 2012 a 2013, pelo 

grupo de trabalho do Laboratório de Bacteriologia Veterinária, do Instituto de Veterinária da 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) em parceria com o Médico 

Veterinário Pedro Emílio Rodrigues Ferreira, responsável pela assessoria veterinária a estas 

propriedades. 

 

Tabela 1. Relação das propriedades, suas respectivas cidades, vacas em lactação, vacas com 

mastite e número de amostras.  

 

Fazenda Município Lactação Mastite Mastite (%) 

Amostras 

Leite 

Amostras 

Cadeia Total 

A Barra do Piraí 241 50 21% 96 6 102 

B Seropédica 25 15 60% 24 3 27 

C Vassouras 37 3 8% 24 3 27 

D Paraíba do Sul 42 31 74% 40 3 43 

E Rio das Flores 62 35 56% 56 3 59 

F Carmo 160 78 49% 152 6 158 

G Vassouras 12 8 67% 24 3 27 

H Passa Três 70 38 54% 56 3 59 

I Barra do Piraí 30 26 87% 40 3 43 

 

As amostras foram coletadas considerando os resultados dos testes para identificação 

de mastite clínica (exame físico da glândula mamária e teste da caneca telada) e subclínica 

(CMT – “California Mastitis Test”). Estes testes foram realizados em todos os quartos 

mamários dos animais em lactação, imediatamente antes da ordenha. Um volume de 

aproximadamente 10 mL de leite foi coletado de 20% dos animais considerados positivos, por 

ordenha manual e individual, em frasco coletor estéril, utilizando-se álcool 70% para a 

antissepsia dos tetos e mãos. A coleta de amostras provenientes de mãos dos ordenhadores e 

utensílios utilizados durante a ordenha destas fazendas foi realizada através de swabs estéreis. 

As amostras foram encaminhadas ao Laboratório de Bacteriologia Veterinária da UFRRJ, 

onde foram processadas e estocadas. 

 

4.2. Isolamento e identificação de Staphylococcus spp. 

 

As amostras foram submetidas à rotina de identificação que consistiu no isolamento 

primário em ágar Columbia Base (Merck®) acrescido de 5% de sangue de carneiro 

desfibrinado. As placas foram incubadas a 37ºC por 24 horas e, posteriormente repicadas em 

ágar seletivo Manitol Vermelho de Fenol (MVF - Himedia®) para obtenção de culturas de 

Staphylococcus spp., através da observação das características das colônias e fermentação, ou 
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não, do manitol (KONEMAN et al., 2008). Após a identificação presuntiva das colônias, estas 

foram submetidas ao método de Gram, para confirmação das suas características 

morfotintoriais.  

 

4.2.1 Prova do hidróxido de potássio (KOH) 3% e prova da catalase 
 

A prova do hidróxido de potássio foi efetuada através da adição de um fragmento da 

colônia bacteriana a uma gota de KOH a 3%, sobre uma lâmina.  A não formação de um gel 

viscoso indicou um resultado negativo. No teste da catalase, um fragmento de colônia 

bacteriana foi adicionado a algumas gotas de peróxido de hidrogênio (H2O2). A formação de 

bolhas indicou teste positivo e presença da enzima catalase (KONEMAN et al., 2008).  

 

4.2.2 Prova da coagulase  

 

O teste para detecção da coagulase foi realizado, utilizando o crescimento bacteriano 

obtido em caldo Infuso de Cérebro e Coração (BHI - Britania®), incubado a 37ºC por 24 

horas. Uma alíquota de 200 μL de cada amostra foi adicionada a 200 μL de plasma de coelho 

(Larboclin®), seguida de incubação a 37ºC por 6 horas, para visualização do coágulo.  

Amostras coagulase-negativas foram avaliadas quanto ao seu perfil de resistência à 

bacitracina (KONEMAN et al., 2008).  

 

4.2.3 Resistência à bacitracina  

 

Os Staphylococcus coagulase-negativos apresentam características semelhantes ao 

gênero Micrococcus spp., com relação à morfologia, coloração de Gram e às provas da 

catalase, KOH (3%) e coagulase, e são necessárias provas adicionais para sua diferenciação. 

Para isso, foi utilizada a prova da bacitracina.  Uma suspensão bacteriana (1 mL) incubada por 

24 horas em caldo BHI (Britania®) foi distribuída por toda a superfície de uma placa de Petri 

contendo ágar Müeller-Hinton, com o auxílio de um swab. Um disco de bacitracina 0,04 UI 

(SENSIFAR - CEFAR®) foi depositado sobre a superfície do meio, contendo o inóculo. Após 

incubação por 24 horas a 35 
o
C ± 2

o
C, a zona de inibição ao redor do disco foi observada e 

medida. Os estafilococos são resistentes à bacitracina e crescem até a borda do disco, 

enquanto que os micrococos são sensíveis e apresentam halo de, no mínimo, 10 mm 

(KONEMAN et al., 2008). Ao resultado da prova da coagulase, os isolados positivos foram 

selecionados, encaminhados para identificação fenotípica das espécies (KONEMAN et al., 

2008)  e estocados em caldo BHI acrescido de 45 % de glicerol para análises complementares. 

Apesar de não ser o objeto de estudo do presente trabalho, os isolados negativos a esta prova 

também foram estocados caldo BHI em acrescido de 45 % de glicerol para análises 

complementares.   

 

4.2.4 Prova de Voges-Proskauer e fermentação de maltose e manose 

 

As amostras de S. aureus foram bioquimicamente identificados através das provas de 

Voges-Proskauer (VP), fermentação da maltose e manose (KONEMAN et al., 2008). 

A prova de Voges-Proskauer foi realizada utilizando-se o caldo MR-VP. A utilização da 

glicose, apresentando como produto final a acetoína é indicada pela coloração rosa após a 

adição de 0,1 mL de α-naftol a 5% e 0,3 mL de KOH (40%) no caldo contendo o inóculo 

incubado por 24 horas a 37ºC.  
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A fermentação dos açúcares maltose e manose foi testada utilizando o caldo contendo o 

indicativo de pH vermelho de fenol e o açúcar a 1%. A produção de ácido, indicada pela 

diminuição do pH e consequente mudança de cor, foi avaliada após 24 horas à temperatura de 

37 ºC. A espécie S. aureus foi identificada pela positividade aos três testes utilizados. 

 

4.3 Caracterização genotípica de Staphylococcus coagulase-positivos 

  

Os isolados foram reativados em ágar BHI e posteriormente submetidos à extração de 

DNA total para as análises genotípicas, bem como os isolados de Staphylococcus coagulase-

negativos. A avaliação genotípica dos isolados deu-se no Laboratório de Genética de 

Microrganismos, do Instituto de Veterinária da UFRRJ. 

 

4.3.1 Extração do DNA total bacteriano 

  

 Para a extração do DNA bacteriano, foi realizada metodologia padronizada e 

estabelecida pelo Laboratório de Bacteriologia Veterinária da UFRRJ. Cada isolado foi 

cultivado em 5 mL de Caldo BHI à temperatura ambiente por 12-16 horas a 150 rpm. Em 

seguida 1,5mL da cultura foram transferidos para microtubos de 1,5 mL, centrifugados por 5 

minutos a 12.000 RPM e o sobrenadante descartado, esta etapa foi repetida três vezes. As 

células foram resuspendidas em 600 µL de solução de extração (Tris-HCl 200 mM, pH 8,0; 

EDTA 25 mM; SDS 1%, NaCl 25 mM) e agitadas em Vortex, sendo incubadas a 65°C por 30 

min. Após o tempo estipulado, os tubos foram resfriados à temperatura ambiente e foram 

adicionados 600 µL de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1), seguido de uma 

homogeneização por 2 minutos, adição de igual volume de clorofórmio:álcool isoamílico 

(24:1) e centrifugação a 13.000 RPM por 10 minutos. A fase superior foi transferida para um 

novo microtubo (aproximadamente 400 µL) e foram adicionados 2 volumes de etanol 100 % 

gelado, seguido de incubação a 20 ºC por 2 ou 12 horas para a precipitação do DNA. 

Posteriormente, os microtubos foram centrifugados a 13.000 RPM por 30 min, o 

sobrenadante descartado e o sedimento lavado com etanol 70 % (aproximadamente 500 µL). 

Depois de seco à temperatura ambiente em uma capela de exaustão, os sedimentos foram 

então suspendidos em 30 µL de tampão TE (Tris-HCL 10 mM, pH 8,0; EDTA 1mM). 

 Para quantificação, o DNA extraído foi avaliado através de eletroforese em gel de 

agarose (0,8%) revelado com SYBR Green (Invitrogen®) pelo sistema de captura de imagem 

L-PIX EX (Loccus Biotecnologia®). A estimativa da concentração de DNA foi feita por 

comparação com o padrão de intensidade de banda do marcador Lambda (λ) (Promega®), nas 

concentrações de 25 e 50 ng e a qualidade determinada pela ausência de rastro ao longo do 

gel. 

 

4.3.2 Detecção dos genes pela PCR (Reação de Polimerase em Cadeia) para identificação 

de S. aureus 

 

Para detecção dos genes utilizados na caracterização de Staphylococcus aureus foram 

realizadas reações de PCR, cujas concentrações foram: tampão 1X (10 mM Tris-HCl, pH 9,0; 

50 mM KCl; 0,1% Triton X-100; 1,25 mM de MgCl2 - Fermentas®), 0,3 µM de cada 

iniciador, 0,2 mM de dNTP (Thermo Scientific®), 1 U de Taq polimerase (Fermentas®), 

água ultrapura para completar um volume total de reação (20 µL) e 2 l do DNA total 

extraído e quantificado conforme item 4.3.1. Isolados de Staphylococcus coagulase-positivos 
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e negativos foram submetidos a esta detecção, que teve como controle a cepa padrão S. 

aureus ATCC 29213. 

Os fragmentos foram avaliados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% (80 V por 60 

min.) e revelados com corante SYBR Green (Invitrogen®) diluído (1:100), possibilitando a 

visualização e documentação dos amplicons pelo sistema de captura de imagem L-PIX EX 

(Loccus Biotecnologia®). O tamanho dos amplicons foi estimado por comparação, utilizando 

marcador de tamanho molecular de 100 pb (Thermo Scientific®).  

A caracterização genotípica foi realizada pela detecção dos genes utilizando iniciadores 

específicos para o gênero Staphylococcus (ZHANG et al., 2004) e para a espécie 

Staphylococcus aureus (HOOKEY et al, 1998; STRAUB et al., 1999; CIFTCI et al, 2009 

(Quadro 1). 

 

Quadro 1. Iniciadores e condições de amplificação para identificação de espécies de 

Staphylococcus aureus. 

 
Gene 

(fragm). 

Espécie Sequência dos iniciadores (5’-3’) Ciclo* Referência 

16S rRNA 

(756 pb) 

Staphylococcus 

spp. 

AAC TCT GTT ATT AGG GAA GAA CA 

CCA CCT TCC TCC GGT TTG TCA CC 

1 ZHANG et al., 

2004 

23S rRNA 

(1250 pb) 

S. aureus ACG GAG TTA CAA AGG ACG AC 

AGC TCA GCC TTA ACG AGT AC 

1 STRAUB et 

al., 1999 

coa 

(Variável) 

S. aureus ATA GAG ATG CTG GTA CAG G 

GCT TCC GAT TGT TCG ATG C 

2 HOOKEY et 

al., 1998 

nuc 

(279 pb) 

S. aureus GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 

AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC 

3 CIFTCI et al., 

2009 

*1. 94°C 5min (94ºC 1 min, 55°C 1 min, 72°C 1 min) x 30 e 72ºC 10 min; 2. 94°C 4 min (94ºC 1 min, 60°C 1 

min, 72°C 1 min) x 30 e 72ºC 5 min; 3. 94°C 5 min (94°C 45 s, 68°C 45 s e 72°C 90 s) x 30 e 72°C 10 min. 

 

 

4.3.3 Sequenciamento do gene 23S rRNA 

 

Os produtos de PCR das reações de 23S rDNA (S. aureus) de alguns de isolados foram 

purificados utilizando a Illustra ExoStar (GE Healthcare®), conforme recomendação do 

fabricante. A fita forward foi sequenciada pela empresa Helixxa, Campinas (São Paulo), para 

confirmação da espécie. 

As sequências foram editadas utilizando o programa Bioedit (HALL, 1999) e 

comparadas com outras sequências depositadas neste banco de dados do NCBI (GenBank: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando o algoritmo BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997). 

 

4.3.4 M-PCR dos genes nuc para caracterização de outros Staphylococcus coagulase 

positivos 

  

 As espécies de ECP envolvidas em quadros infeciosos precisam ser corretamente 

identificadas pelos laboratórios de diagnóstico veterinário. Com a finalidade de caracterizar 

as demais espécies de ECP, a técnica de PCR multiplex (M-PCR) dos genes nuc desenvolvida 

por Sasaki e colaboradores (2010) foi escolhida pelo seu poder discriminatório e elevada 

sensibilidade (99,8%) e especificidade (100%) (Quadro 2). As concentrações utilizadas 

foram: tampão 1X (10 mM Tris-HCl, pH 9.0; 50 mM KCl; 0,1% Triton X-100; 1,25 mM de 

MgCl2 - Fermentas®), 0,3 µM de cada iniciador, 0,2 mM de dNTP (Thermo Scientific®), 1 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


15 

 
  

U de Taq polimerase (Fermentas®), água ultrapura para completar um volume total de reação 

(20 µL) e 2 l do DNA total extraído e quantificado conforme item 4.3.1.  

 
Quadro 2. Iniciadores empregados e condições detecção para identificação das espécies de 

Staphylococcus coagulase-positivos. 

 
Gene (fragm.) Espécie Sequência dos iniciadores (5’-3’) Ciclo* 

nuc 

(359 pb) 

S. aureus TCG CTT GCT ATG ATT GTG G 

GCC AAT GTT CTA CCA TAG C 

1 

nuc  

(430 pb) 

S. intermedius CAT GTC ATA TTA TTG CGA ATG A 

AGG ACC ATC ACC ATT GAC ATA TTG AAA CC 

1 

nuc  

(526 pb) 

S. schleiferi subsp. 

coagulans 

AAT GGC TAC AAT GAT AAT CAC TAA 

CAT ATC TGT CTT TCG GCG CG 

1 

nuc  

 (661 pb) 

S. delphini grupo A TGA AGG CAT ATT GTA GAA CAA 

CGR TAC TTT TCG TTA GGT CG 

1 

nuc  

 (1135 pb) 

S. delphini grupo B GGA AGR TTC GTT TTT CCT AGA C 

TAT GCG ATT CAA GAA CTG A 

1 

nuc  

 (793 pb) 

S. hyicus CAT TAT ATG ATT TGA ACG TG 

GAA TCA ATA TCG TAA AGT TGC 

1 

nuc  

 (926 pb) 

S. pseudintermedius TRG GCA GTA GGA TTC GTT AA 

CTT TTG TGC TYC MTT TTG G 

1 

*1. 95°C 2min (95°C 30seg, 56°C 35seg e 72°C 1min) x 30 e 72°C 2min. 

 

Como controles, foram utilizadas as cepas padrão S. aureus ATCC 29213, S. 

intermedius ATCC 29663, S. hyicus 5368 e S. schleiferi 3975, sendo estas duas últimas 

bioquimicamente identificadas e gentilmente cedidas pela professora Marcia Giambiagi de-

Marval, do Instituto de Microbiologia Paulo Góes, UFRJ. 

 Os fragmentos foram avaliados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% (80 V por 

60 min.) e revelados com corante SYBR Green (Invitrogen®) diluído (1:100), possibilitando 

a visualização e documentação dos amplicons pelo sistema de captura de imagem L-PIX EX 

(Loccus Biotecnologia®). O tamanho dos amplicons foi estimados por comparação, 

utilizando marcador de tamanho molecular de 100 pb (Thermo Scientific®). 

 

4.4 Identificação por MALDI-TOF MS 

 

Após a identificação fenogenotípica, a análise proteômica por MALDI-TOF MS foi 

realizada com a finalidade de avaliar a sensibilidade, especificidade, valores preditivos 

positivo e negativo, além da aplicabilidade dos métodos genotípicos utilizados no presente 

estudo. Esta técnica foi selecionada por ser uma ferramenta que proporciona resultados 

rápidos e precisos. Setenta e dois isolados foram avaliados pela técnica do Tempo de Vôo de 

Ionização/Desorção por Laser Assistida por Matriz (MALDI-TOF) no Laboratório Integrado 

de Microbiologia (LIM), Instituto de Microbiologia Paulo Góes da Universidade Federal do 

Rio de Janeiro (UFRJ). Para o preparo das amostras, isolados foram cultivadas em ágar BHI a 

37 °C por 24 horas. Cada cultura bacteriana foi transferida para a microplaca (96 MSP, 

Bruker - Billerica, EUA) e, ao sedimento bacteriano, foi adicionada uma solução de lise 

(ácido fórmico 70%, Sigma-Aldrich®) em quantidade suficiente para cobri-lo. Em seguida, 1 

μL de solução da matriz (ácido alfa-ciano-4-hidroxi-cinâmico diluído em acetonitrila 50% e 

ácido trifluoracético 2,5%, Sigma-Aldrich®) foi utilizado para cobrir o extrato bacteriano, 

para finalmente ser processado. Os espectros de cada amostra foram gerados em um 

espectrômetro de massa (MALDI-TOF LT Microflex Bruker, Bruker®) equipado com laser 
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de 337 nm de nitrogênio no modo linear controlado pelo programa FlexControl 3.3 

(Bruker®). Os espectros foram coletados na faixa de massas entre 2.000-20.000 m/s e, 

posteriormente, analisados pelo programa MALDI Biotyper 2.0 (Bruker®), com as 

configurações padronizadas para identificação bacteriana. O programa confronta os espectros 

da amostra desconhecida com amostras de referência em um banco de dados. Os resultados 

obtidos variam em uma escala que vai de zero a três, sendo que quanto maior o valor, mais 

confiável é a identificação. Neste trabalho, consideraram-se como uma identificação aceitável 

aquelas que apresentaram valores iguais ou superiores a dois. 

 

4.5. Caracterização fenotípica da suscetibilidade aos antimicrobianos 

 

4.5.1 Preparo do inóculo 

 

4.5.1.1 Método de Suspensão Direta das Colônias 

 

Os testes de detecção fenotípica da resistência foram executados conforme 

recomendações do Clinical and Laboratory Standards Institute (2013) com padrões para 

bactérias isoladas de animais. Após 18 a 24 horas de incubação a 35°C em ágar nutritivo  não 

seletivo, as colônias foram suspendidas em caldo Müeller-Hinton até se obter uma turvação 

equivalente à escala 0,5 de McFarland, o que corresponde a uma concentração de, 

aproximadamente, 1,5 x 10
8
 microrganismos/mL (CLSI VET01-A4, 2013).  

Para comparação e controle dos testes foram utilizadas as cepas padrão S. aureus ATCC 

43300 e S. aureus ATCC 29213. 

 

4.5.2 Difusão em disco para avaliação de Staphylococcus coagulase-positivos quanto à 

suscetibilidade aos beta-lactâmicos 

  

Os testes de difusão em disco para predição de resistência à oxacilina mediada pelo 

gene mecA, sensibilidade à penicilina e avaliação da zone edge para detecção da produção de 

beta-lactamases, além da avaliação do perfil de suscetibilidade à amoxicilina + ácido 

clavulânico foram realizados em uma mesma placa de Petri, através da semeadura dos 

isolados provenientes de suspensões diretas das colônias equivalentes à escala 0,5 de 

McFarland sobre a superfície de placas contendo ágar Müeller-Hinton, seguido da deposição 

dos discos de cefoxitina (30 µg), oxacilina (10 µg), penicilina (10 UI) e amoxicilina + ácido 

clavulânico (30 µg). Após incubação a 35
o
C ± 2

o
C por 18 horas, os diâmetros formados ao 

redor dos discos foram observados, medidos em milímetros e interpretados (Tabela 2) (CLSI 

VET01-A4, 2013; CLSI VET01-S2, 2013). O objetivo desta avaliação foi detectar resistência 

e predizer o possível mecanismo envolvido, a partir de uma leitura interpretativa dos 

resultados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Clinical_and_Laboratory_Standards_Institute
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Tabela 2: Critério interpretativo adotado para avaliação dos halos de inibição aos 

antimicrobianos testados. 

 

Espécie Disco de antimicrobiano Halos de Inibição (mm) 

  S I R 

S. aureus CFO (30 μg) ≥ 22 - ≤ 21 

Outros ECPs OXA (10 μg) ≥ 18 - ≤ 17 

Staphylococcus spp. PEN (10 UI) ≥ 29 - ≤ 28  

Staphylococcus spp. AMC (30 μg) ≥ 20 - ≤ 19 
*S: Sensível; I: Intermediário; R: Resistente. Fonte: CLSI VET01-A4, 2013 e CLSI VET01-S2, 2013. 

 

Um número menor de isolados (n=10) foi avaliado em uma análise preliminar para 

triagem da possível resistência a carbapenemas e cefalosporinas de primeira geração. O teste 

foi realizado através da semeadura dos isolados provenientes de suspensões diretas das 

colônias equivalentes à escala 0,5 de McFarland sobre a superfície de placas de ágar Müeller-

Hinton, seguido da deposição dos discos de imipenem (10 µg) e cefalotina (30 µg). Após 

incubação a 35
o
C ± 2

o
C por 18 horas, os diâmetros formados ao redor dos discos foram 

observados, medidos em milímetros e interpretados (Tabela 3) (CLSI VET01-A4, 2013; CLSI 

VET01-S2, 2013). 

 

Tabela 3: Critério interpretativo adotado para avaliação dos halos de inibição aos 

antimicrobianos cefalotina e imipenem. 

 

Espécie Disco de antimicrobiano Halos de Inibição (mm) 

  S I R 

Staphylococcus spp. CFL (30 μg) ≥ 18 15-17 ≤ 14 

Staphylococcus spp. IPM (10 μg) ≥ 23 20-22 ≤ 19 
*S: Sensível; I: Intermediário; R: Resistente. Fonte: CLSI VET01-A4, 2013 e CLSI VET01-S2, 2013. 

 

4.5.3 Teste de disco aproximação para detecção da resistência induzível à clindamicina 

 

 O teste foi realizado através da semeadura dos isolados provenientes de suspensões 

diretas das colônias equivalentes à escala 0,5 de McFarland sobre a superfície de placas de 

ágar Müeller-Hinton, seguido da deposição dos discos de eritromicina (15μg) aplicado a 26 

mm de distância ao de clindamicina (2μg). Após incubação a 35
o
C por 20 a 24 horas, os 

diâmetros formados ao redor dos discos foram observados, medidos em milímetros e 

interpretados (Tabela 4) (CLSI VET01-A4, 2013; CLSI VET01-S2, 2013). Os isolados que 

apresentaram uma constrição de diâmetro nos halos de inibição ao redor do disco de 

clindamicina (“zona D”), próximo ao disco de eritromicina, indicaram resistência induzida à 

clindamicina. 

 

Tabela 4. Critério interpretativo adotado para avaliação dos halos de inibição à eritromicina. 

  

Espécie Disco de antimicrobiano Halo de Inibição (mm) 

 S I R 

Staphylococcus spp. Eritromicina (15 μg) ≥23 14-22 ≤13  
*S: Sensível; I: Intermediário; R: Resistente. Fonte: CLSI VET01-A4, 2013 e CLSI VET01-S2, 2013. 
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4.6 Detecção genotípica da resistência aos beta-lactâmicos 

 

4.6.1 Detecção dos genes de resistência à oxacilina e reguladores 

 

Foi realizada a técnica de PCR para detecção do gene  mecA utilizando iniciadores 

desenhados por Murakami e colaboradores (1991) e também os desenhados por Melo e 

colaboradores (2013), mec “Universal” e mec SsciuriInt. Os genes regulatórios mecI 

(LENCASTRE et al., 2002) e mecRI (ROSATO et al., 2003) também foram pesquisados 

(Quadro 3). 

  

Quadro 3. Iniciadores e condições de amplificação para a detecção dos genes de resistência 

mecA e seus reguladores. 

 
Gene Iniciadores 

(fragm.) 

Sequência dos iniciadores (5’-3’) Ciclo* Referência 

mecA mec “Universal” 

(574 pb) 

ACG TTA CAA GAT ATG AAG 

ACA TTA ATA GCC ATC ATC 

1 MELO et al. (in press) 

mecA mec SsciuriInt 

(809pb) 

CAG GCA TGC AGA AAA ATC AA 

TTG AGT CGA ACC AGG TGA TG 

2 MELO et al., 2013 

mecA mecA 

(533 pb) 

AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C 

AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C 

3 MURAKAMI et al.1991 

mecI 

 

mecI 

(209 pb) 

ATC AAG ACT TGC ATT CAG GC 

GCG GTT TCA ATT CAC TTG TC 

4 LENCASTRE et al., 2002 

mecRI 

 

mecRI 

(234 pb) 

CCA AAC CCG ACA ACT AC 

CGT GTC AGA TAC ATT TCG 

4 ROSATO et al., 2003 

*1. 95 °C 5 min (94 °C 1 min, 55 °C 1 min, 72 °C 1 min) x 30 e 72 °C 10 min. 2. (94 ºC 1 min, 55 °C 1 min, 72 

°C 1 min) x 30 e 72 ºC 10 min; 3. 94 °C 4 min  ( 94 °C 30 s, 53 °C 30 s, 72 °C 1 min) x 30 e 72 °C 4 min. 4. 95 

°C 2 min (95 ºC 1 min, 53 °C 1 min, 72 °C 1 min) x 30 e 72 ºC 7 min;  

 
4.6.2 Detecção do gene relacionado à produção de beta-lactamases 

 

Foi realizada a técnica de PCR para detecção do gene blaZ, que codifica a produção de 

beta-lactamases em Staphylococcus spp. (ROSATO et al., 2003) (Quadro 4). 

 

Quadro 4. Iniciadores e condições de amplificação para a detecção do gene blaZ. 

 
Gene (tam. do fragmento) Sequência dos iniciadores (5’-3’) Ciclo* 

blaZ 

(861 pb) 

TAC AAC TGT AAT ATC GGA GG 

CAT TAC ACT CTT GGC GGT TT 

1 

*1. 94°C 5min. (94ºC 30s, 58°C 30s, 72°C 30s) x 35 e 72ºC 5min. 

 

4.7 Análise dos dados  

 

A concordância entre cada gene e a identificação proteômica foi calculada pelo 

coeficiente Kappa de Cohen (programa MedCalc, v. 12.7.8).  A análise de concordância 

Kappa foi interpretada segundo critérios descritos no Quadro 5. 
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Quadro 5. Critérios para interpretação dos valores de Kappa. 

 

Valores de Kappa Interpretação 

<0 Sem concordância 

0-0.20 Concordância baixa 

0.21-0.40 Concordância razoável 

0.41-0.60 Concordância moderada 

0.61-0.80 Boa Concordância 

0.81-1.00 Excelente Concordância 
 Fonte: LANDIS e KOCH (1977). 

 

 Foram construídas, ao longo do estudo, tabelas de perfis correlacionando os resultados 

genotípicos e proteômicos da detecção de Staphylococcus aureus, demais espécies de ECP, 

além dos resultados fenotípicos da detecção de resistência aos beta-lactâmicos e genes 

evolvidos estudados. Os perfis de resistência aos antimicrobianos e os resultados da 

caracterização fengenotípica, obtidos nos diferentes testes, foram expressos em porcentagens 

analisadas de forma descritiva. Os percentuais de sensibilidade, especificidade, VPP e VPN 

dos métodos genotípico para caracterização das espécies de Staphylococcus coagulase-

positivos considerando a análise proteômica MALDI-TOF MS como método de referência. 

Também foram calculados os percentuais sensibilidade, especificidade, valores preditivos 

positivos (VPP) e negativos (VPN) do teste de zona edge foram calculados considerando a 

detecção do gene blaZ como padrão-ouro, seguindo as fórmulas abaixo: 

 

% Sensibilidade = verdadeiros positivos/ verdadeiros positivos + falsos negativos 

% Especificidade= verdadeiros negativos/ verdadeiros negativos + falsos positivos 

% VPP= verdadeiros positivos/ verdadeiros positivos + falsos positivos 

% VPN= verdadeiros negativos/ verdadeiros negativos + falsos positivos 

 

O quadro abaixo expressa o critério interpretativo adotado: 

 

Quadro 6. Critério representativo adotado para análise do método genotípico testado.  

 

Método analisado 

 
Teste padrão-ouro 

Positivo Negativo 

Positivo Verdadeiro Positivo Falso Positivo 

Negativo Falso Negativo Verdadeiro Negativo 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
5.1. Caracterização fenogenotípica de Staphylococcus aureus 

 

 Após a semeadura das 512 amostras de leite e 33 de sua cadeia produtiva, foi obtido 

um total de 291 Staphylococcus spp. Destes, 49,1% (143/291) foram positivos à prova da 

coagulase, sendo então identificados como Staphylococcus coagulase-positvos (ECP). Os 

demais 50,9% (148/291) foram negativos a esta prova e, presuntivamente identificados como 

Staphylococcus coagulase-negativos (ECN). 

A identificação fenotípica das espécies de ECP revelou que, dos 143 isolados de 

Staphylococcus coagulase-positivos avaliados, 89,5% (128/143) eram S. aureus. Destes, um 

isolado era proveniente da cadeia produtiva. Para 10,5% (15/143) dos isolados, não foi 

possível a identificação fenotípica da espécie, sendo identificados somente como ECP. 

Baseado no conhecimento da existência de isolados de S. aureus atípicos, que não se 

apresentam positivos à prova da coagulase e podem ser erroneamente identificados como 

ECN durante a rotina diagnóstica (AKINEDEN et al., 2011; VANDENESCH et al. 1994; 

VANDENESCH et al. 1993; WANGER et al. 1992; NEVILLE et al. 1991;  RUANE et al. 

1986), todos os isolados de ECN (146/291) foram submetidos à reações de PCR para detecção 

de genes específicos de S. aureus (coa, nuc e 23S rRNA) assim como todos os de ECP 

(143/291) identificados no presente estudo (Figura 1). Três genes foram escolhidos para a 

caracterização de S. aureus devido à dificuldade encontrada na identificação deste agente 

quando somente um gene é utilizado. 
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Figura 1: Chave de identificação proposta para diferenciação preliminar de Staphylococcus 

coagulase-positivos e Staphylococcus coagulase-negativos, e identificação de S. aureus. 

 

Após a identificação fenotípica e extração do DNA bacteriano, todos os isolados, 

inclusive os ECN, foram submetidos à confirmação genotípica do gênero Staphylococcus, 

revelando que 100% (291/291) dos isolados apresentavam o gene 16S rRNA (756 pb), 

utilizado como marcador molecular do gênero Staphylococcus (Figura 2). Os genes coa 

(tamanho variável) e nuc (279 pb) foram detectados em 137 e 132 dos 291 isolados, 

respectivamente (Figuras 3 e 4). O gene 23S rRNA (1250 pb)  foi detectado em 124 isolados 

(Figura 5), no entanto, em 26 (26/124) destes isolados, o amplicon obtido foi maior que 1250 

pb. Com o objetivo de avaliar se os isolados que apresentavam este tipo de amplicon (> 1250 

pb) poderiam ser identificados como S. aureus, os produtos de PCR da reação 23S rRNA de 

seis (6/26) destes isolados foram submetidos ao sequenciamento da fita forward. As 

sequências obtidas foram editadas utilizando o programa Bioedit (HALL, 1999) e comparadas 

 

Staphylococcus coagulase-positivos (ECP) e Staphylococcus coagulase-negativos (ECN) 

PCR para detecção do 16S rRNA (confirmação – gênero Staphylococcus spp.)  

16 rRNA (+) 
Staphylococcus spp. 

PCR para detecção dos genes coa e nuc (S. aureus) 

ECN fenotípico e coa (-) 

ECN 

ECP e coa (-) 

ECP 

coa (+) e/ou nuc (+) 

S. aureus 

23S rRNA 

 (S. aureus) 



22 

 
  

com outras sequências depositadas no banco de dados do NCBI (GenBank: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando o algoritmo BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997). O 

sequenciamento confirmou a espécie S. aureus com 99% de identidade. Deste modo, os 

isolados que apresentavam este fragmento atípico foram considerados positivos para o gene 

23S rRNA.  

 

  
Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % dos produtos de amplificação do gene 16S 

rRNA (756 pb). M: Marcador de tamanho molecular (100 bp); CP: controle S. aureus ATCC 

29213; 1: Isolado positivo; B: Branco. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % dos produtos de amplificação do gene coa 

(variável). M: Marcador de tamanho molecular (100 bp); CP: controle S. aureus ATCC 

29213; 1: Isolado positivo; B: Branco. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % dos produtos de amplificação do gene nuc 

(279 pb). M: Marcador de tamanho molecular (100 bp); CP: controle S. aureus ATCC 29213; 

1: Isolado positivo; B: Branco. 

 

  M    CP     1     B 

  500 pb → 

  500 pb → 

  500 pb → 

 M    CP    1      B 

      M       CP     1       B 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % dos produtos de amplificação do gene 23S 

rRNA (1250 pb). M: Marcador de tamanho molecular (100 bp); CP: controle; 1: Isolado 

positivo; 2: Isolado positivo (>1250 pb); B: Branco. 

 

Observou-se variabilidade quanto à presença dos genes investigados gerando 

diferentes perfis (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Perfis de amplificação dos genes coa, nuc e 23S rRNA para identificação de S. 

aureus obtidos. 

Perfis (nº de isolados) coa nuc 23S rRNA Espécie 

1 (113) + + + S. aureus 

2 (14) + + - S. aureus 

3 (8) + - + S. aureus 

4 (3) - + + S. aureus 

5 (2) - + - S. aureus 

6 (2) + - - S. aureus 

Total (S. aureus)    142 

* +: Positivo; -: Negativo. 

O perfil 1, com resultados positivos para os três genes, foi predominantemente 

encontrado em 112 isolados oriundos do leite e um da cadeia produtiva. No entanto, isolados 

de todos os seis perfis obtidos foram genotipicamente caracterizados como S. aureus, 

considerando a amplificação para pelo menos um dos genes que caracterizam esta espécie, 

revelando uma prevalência de 97,9% (142/145) entre os ECPs obtidos no presente estudo.  

Dois, dos 142 S. aureus identificados, eram fenotipicamente negativos à prova da 

coagulase e possuíam os genes coa, nuc e 23S rRNA (perfil 1), sendo possível caracterizá-los 

como S. aureus. Para estes isolados, a prova da coagulase foi repetida e o resultado 

encontrado foi novamente negativo. Este achado corrobora com os resultados descritos por 

Akineden e colaboradores (2011), que também identificaram dois isolados de S. aureus, 

oriundos do leite de uma vaca com mastite subclínica, que não expressavam fenotipicamente 

a produção da coagulase, mas que foram genotipicamente caracterizados como S. aureus com 

base na amplificação dos genes coa e nuc, dentre outros. Isolados de S. aureus coagulase-

negativos foram primeiramente isolados de amostras de leite provenientes de casos de mastite 

bovina subclínica (MALINOWSKI et al. 2009; MATTHEWS et al. 1997; LAEVENS et al. 

1996) e, apesar de já descrito na literatura, este achado é considerado raro.  

A coagulase é o principal fator de virulência em S. aureus, pois tem a capacidade de 

coagular a fibrina que se deposita ao redor da bactéria oferecendo-lhe proteção contra a ação 

M   CP    1      2      B 

  500 pb → 
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do sistema imune. Sua expressão está sujeita à regulação coordenada de vários loci gênicos, 

onde o mais estudado é o regulador agr. O sistema agr atua como regulador positivo de 

proteínas secretoras (α e β hemolisinas, proteases, DNAses e estafiloquinases) e pode reprimir 

a transcrição dos genes que codificam a proteína A, coagulase e outras proteínas associadas à 

parede celular (NOVICK; JIANG, 2003). In vitro, alguns isolados de S. aureus podem 

apresentar-se negativos e isto estaria associado à clivagem parcial por proteases 

(estafiloquinases) (MARQUES, 2012).  

Em 3 dos 145 dos isolados fenotipicamente positivos à prova da coagulase, nenhum 

dos três genes foi detectado e, portanto, foram genotipicamente classificados como ECPs. 

Estes resultados corroboram com Lange e colaboradores (2011), que também encontraram 

uma alta prevalência de S. aureus (83%), oriundos de casos de mastite em propriedades 

leiteiras de diferentes municípios do Estado de Minas Gerais, frente às demais espécies de 

ECP. 

Os isolados de ECN, não caracterizados genotipicamente como S. aureus, não foram 

considerados na realização deste estudo, resultando na amostragem final de 142 isolados 

genotipicamente caracterizados como S. aureus e 3 isolados de ECP não S. aureus (n=145). 

 

5.2 M-PCR dos genes nuc para caracterização de outros Staphylococcus coagulase-

positivos 

 

Após padronização da técnica, através de reações de PCR uniplex para cada um dos 

iniciadores do gene nuc preconizados por Sasaki e colaboradores, os três isolados de ECP não 

S. aureus, foram submetidos à M-PCR dos genes nuc para as espécies S. intermedius, S. 

pseudintermedius, S. schleiferi subsp. coagulans, S. delphini grupo A e B, S. hyicus e S. 

aureus (SASAKI et al., 2010). Três isolados genotipicamente identificados como S. aureus 

(coa, nuc e 23S rRNA) também foram submetidos à M-PCR como controles.  

Dos três isolados de ECP (não S. aureus), um apresentou amplicon maior que 1000 pb. 

Os outros dois isolados de ECP (não S. aureus) não puderam ser amplificados, assim como a 

cepa padrão S. hyicus 5368. Dos isolados de S. aureus previamente identificados, dois 

geraram fragmentos no tamanho esperado (359 pb). Entretanto, um destes isolados gerou 

fragmento de 430 pb, que corresponde ao esperado para S. intermedius (Figura 6). Deste 

modo, o protocolo de Sasaki e colaboradores (2010) não permitiu a discriminação entre as 

espécies de ECP avaliadas neste estudo. 

 

  

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose 1,5 % dos produtos de amplificação da M-PCR dos 

genes nuc de ECP. M: marcador de tamanho molecular (100 bp), CP1: controle S. aureus 

ATCC 29213 (359 pb); CP2: controle S. schleiferi subsp. coagulans 3975 (526 pb); CP3: 

controle S. intermedius ATCC 29663 (430 pb); CP4: controle S. hyicus 5368 não amplificado; 

M    CP1  CP2 CP3 CP4    1      2       3     4       5      6      B           

  500 pb → 
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1 e 2: isolados positivos para S. aureus (359 pb); 3: Isolado de S. aureus positivo para S. 

intermedius (430 pb); 4: Isolado de ECP que apresentou banda inespecífica (>100 pb); 5-6: 

Isolados de ECP não amplificados; B: Branco.   

 

5.3 Identificação por MALDI-TOF MS 
  

Setenta e dois isolados foram submetidos à análise proteômica MALDI-TOF MS. 

Destes, 33 foram previamente identificados como S. aureus, inclusive os dois isolados 

atípicos de S. aureus coagulase-negativos, e foram escolhidos por serem representantes de 

cada um dos perfis de amplificação obtidos. Os três isolados que não puderam ser 

caracterizados como S. aureus nem identificados pela M-PCR, sendo classificados somente 

como ECPs, também foram avaliados. Os demais 36 isolados avaliados por esta ferramenta 

foram ECNs, aleatoriamente selecionados, com o objetivo de validar a identificação proposta. 

Todos os 33 isolados, identificados genotipicamente como S. aureus e pertencentes 

aos diferentes perfis encontrados, submetidos a esta análise foram confirmados como S. 

aureus pela técnica MALDI-TOF MS (Tabela 6). O isolado de S. aureus, caracterizado como 

tal pelos genes coa, nuc e 23S rRNA, mas identificado como S. intermedius pela técnica M-

PCR, foi identificado como S. aureus pelo método MALDI-TOF MS.  

 

Tabela 6. Isolados de S. aureus pertencente aos perfis encontrados na identificação genotípica 

e confirmados pela técnica MALDI-TOF MS. 

 

Perfis (nº de isolados) coa nuc 23S rRNA MALDI-TOF MS (nº de 

isolados do perfil avaliados) 

1 (113) + + + S. aureus (24) 

2 (14) + + - S. aureus (2) 

3 (8) + - + S. aureus (3) 

4 (3) - + + S. aureus (1) 

5 (2) - + - S. aureus (1) 

6 (2) + - - S. aureus (2) 

 +:Positivo; -: Negativo. 

 

Os três isolados, anteriormente identificados somente como ECPs, foram identificados 

pelo MALDI-TOF MS, como dois isolados de S. hyicus e um de S. intermedius. Os dois 

isolados identificados como S. hyicus não haviam sido amplificados pela M-PCR proposta por 

Sasaki e colaboradores (2010), e o isolado identificado como S. intermedius foi o que 

apresentou um fragmento maior que 1000 pb. Estes resultados sugerem que a técnica M-PCR 

não se constituiu em uma ferramenta ideal para a caracterização das espécies de ECP neste 

estudo. Os 36 isolados de ECN avaliados, todos foram confirmados como tal, e as espécies 

mais encontradas foram S. chromogenes, S. sciuri e S. xylosus. A Tabela 7 resume os 

resultados encontrados na identificação fenotípica, genotípica e proteômica para os 36 

isolados de ECP submetidos ao MALDI-TOF MS. 
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Tabela 7. Comparativo da identificação fenotípica, genotípica e proteômica dos 36 isolados 

de ECP analisados pela técnica MALDI-TOF MS e seus respectivos escores. 

 

Isolado Identificação 

fenotípica 

PCR genes coa, 

nuc, 23S rRNA 

M-PCR genes 

nuc 

MALDI-TOF MS 

(Escore) 

1 S. aureus S. aureus S. intermedius S. aureus (2.354) 

2 ECP S. aureus S. aureus S. aureus (2.258) 

3 ECP S. aureus S. aureus S. aureus (2.380) 

4 ECN S. aureus ND S. aureus (2.329) 

5 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.403) 

6 ECN S. aureus ND S. aureus (2.317) 

7 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.459) 

8 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.367) 

9 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.408) 

10 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.381) 

11 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.441) 

12 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.424) 

13 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.443) 

14 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.351) 

15 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.405) 

16 ECP S. aureus ND S. aureus (2.419) 

17 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.371) 

18 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.418) 

19 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.426) 

20 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.450) 

21 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.455) 

22 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.410) 

23 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.461) 

24 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.379) 

25 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.428) 

26 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.410) 

27 ECP S. aureus ND S. aureus (2.477) 

28 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.442) 

29 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.451) 

30 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.397) 

31 ECP S. aureus ND S. aureus (2.425) 

32 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.422) 

33 S. aureus S. aureus ND S. aureus (2.424) 

34 ECP Negativo (ECP) Negativo S. hyicus (2.157) 

35 ECP Negativo (ECP) Negativo S. hyicus (2.116) 

36 S. aureus Negativo (ECP) Fragmento 

inespecífico 

S. intermedius (2.178) 

*ND: Não determinado. 

 

O cálculo do coeficiente Kappa de Cohen, que ajusta a concordância para decisões 

específicas positivas e negativas, resultou nos seguintes valores de concordância: 85,7% 

paraos três genes, 94,4% para o gene coa e 85,8% para os genes nuc e 23S rRNA (Tabela 8).  

O cálculo foi feito considerando-se a chave de identificação de S. aureus proposta e a 
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identificação através do método proteômico, revelando uma excelente concordância entre os 

métodos.  

 

Tabela 8: Coeficiente Kappa de concordância entre a identificação genotípica de S. aureus e 

a identificação proteômica por MALDI-TOF MS. 

 

 coa, nuc e 23S rRNA coa nuc 23S rRNA 

Kappa geral 0.857 0.944 0.858 0.858 

P-valor geral < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 

Intervalo de 95% de 

confiança do Kappa 

sup: 0.951 

inf: 0.763 

sup: 1.0 

inf: 0.713 

sup: 1.0 

inf: 0.63 

sup: 1.0 

inf: 0.63 

 

Quando comparada à ferramenta MALDI-TOF MS, considerada neste estudo como 

padrão-ouro, a chave de identificação genoípica proposta, com a utilização de três genes para 

identificação de S. aureus, mostrou-se ser 100% sensível e específica. Os valores preditivo 

positivo e negativo encontrados também foram 100%. A sensibilidade, capacidade de 

detecção dos verdadeiros positivos, diminuiu quando utilizado somente o gene coa para 

detecção de S. aureus (93,9%), assim como o valor preditivo negativo (95,1%). A 

especificidade e o valor preditivo positivo se mantiveram 100%. Quando utilizados os genes 

nuc ou 23S rRNA, a sensibilidade e o valor preditivo negativo diminuíram ainda mais (84,8% 

e 88,6%, respectivamente) (Tabela 9). 

 

Tabela 9. Percentuais de sensibilidade, especificidade, VPP e VPN encontrados para a chave 

de identificação proposta. 

 

Genes Valores (%) 

Sensibilidade Especificidade VPP VPN 

coa, nuc e 23S rRNA 100 100 100 100 

coa 93,9 100 100 95,1 

nuc 84,8 100 100 88,6 

23S rRNA 84,8 100 100 88,6 
* VPP: Valor preditivo positivo; VPN: Valor preditivo negativo.  

 

Os resultados encontrados indicam a chave de identificação genotípica de S. aureus 

proposta pode ser usada de forma bastante satisfatória para caracterização deste agente. Esta 

abordagem permite a identificação confiável de S. aureus, mas comparada à proteômica 

MALDI-TOF MS é laboriosa e demorada. Entretanto, apesar de ser cada vez mais disponível, 

os custos com o equipamento e instalação ainda são bastante elevados. Para laboratórios com 

rotina diagnóstica menos intensa, o custo-benefício da implantação deste equipamento pode 

ser menor que o da utilização de ferramentas genotípicas, como a PCR.  

A caracterização fenotípica e genotípica das demais espécies de ECP, principalmente 

em laboratórios de diagnóstico veterinário, ainda representa um entrave na diferenciação das 

espécies. Apesar dos esforços para o desenvolvimento de técnicas genotípicas, para 

diferenciação das espécies de ECP, muitos isolados podem não ser corretamente identificados. 

Neste trabalho, a identificação de S. hyicus e S. intermedius só foi possível graças ao MALDI-

TOF MS. 
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De acordo com as ferramentas utilizadas no presente estudo, genotípicas e proteômica, 

foram encontradas as seguintes espécies de Staphylococcus coagulase-positivos: 97,9% 

(142/145) S. aureus, 1,4% (2/145) S. hyicus e 0,7% (1/145) S. intermedius.  

 

5.4 Avaliação da suscetibilidade aos antimicrobianos 

 

5.4.1 Detecção fenotípica da resistência aos beta-lactâmicos 

 

A maioria dos estafilococos é resistente à penicilina, raramente considerada uma 

opção no tratamento destas infecções, apesar de ainda existirem produtores que tratam a 

mastite bovina com este antimicrobiano. No presente trabalho, 80,7% (117/145) dos isolados 

avaliados foram resistentes à penicilina, corroborando com Silva e colaboradores (2012), que 

também encontraram elevada resistência a este antimicrobiano (95%) em S. aureus oriundos 

de casos de mastite subclínica no estado de Pernambuco, Brasil. Baixa sensibilidade à 

penicilina em ECPs isolados de casos de mastite bovina também foi relatada por outros 

autores (KREWER et al., 2013; NADER FILHO et al., 2007; FREITAS et al, 2005).  A 

sensibilidade detectada não é confiável, uma vez que segundo o CLSI (2013), com padrões 

para bactérias isoladas de animais, isolados de estafilococos produtores de beta-lactamase 

podem mostrar-se fenotipicamente sensíveis à penicilina. Pelo fato das beta-lactamases 

estafilocócicas serem facilmente induzíveis, existe o risco de falha terapêutica no tratamento 

de infecções causadas por estes agentes. Por este motivo, é recomendado que isolados de 

Staphylococcus sensíveis à penicilina (halo de inibição ≥ 29) sejam testados para a produção 

de beta-lactamases, antes de reportá-los como tal.  

O teste fenotípico recomendado para a detecção da produção de beta-lactamases em S. 

aureus, e adotado para as demais espécies de ECP neste estudo, é a difusão em disco de 

penicilina (10 UI) cuja interpretação é baseada na borda do halo de inibição. Se esta borda, ou 

margem, é difusa, o isolado não produz beta-lactamases. Mas, se é bem delimitada, o isolado 

pode ser considerado produtor de beta-lactamases e deve ser reportado como resistente. Este 

teste é considerado mais sensível, em S. aureus, que o teste do nitrocefin (CLSI VET-A4, 

2013). Dos isolados sensíveis, 60,7% (17/28) foram positivos ao teste de zona edge, 

apresentando uma borda do halo de inibição definida (Figura 7), devendo ser reportados como 

resistentes à penicilina e o seu uso não recomendado. Dentre os isolados sensíveis à penicilina 

e negativos ao teste de zona edge está o único isolado oriundo da cadeia produtiva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Teste de zona edge positivo, com borda do halo de inibição demarcada (A). Teste 

de zona edge negativo, com borda não definida (B). 

A B 
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Para contribuir com a leitura interpretativa do antibiograma, a amoxicilina associada 

ao inibidor de beta-lactamases ácido clavulânico foi incluída nos ensaios. A resistência foi 

detectada em apenas 1,4% (2/145) dos isolados (Figura 8). Tais resultados sugerem que a 

produção de beta-lactamases é o mecanismo implicado na resistência à penicilina observada e 

condizem com Waller e colaboradores (2011), que afirmam que a produção de beta-

lactamases é o mecanismo de resistência mais comum em estafilococos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Isolado resistente à penicilina (PEN) (A) e sensível à combinação amoxicilina + 

ácido clavulânico (AMC) (B), no teste de difusão em disco. 

 

Os resultados da análise fenotípica da resistência à oxacilina corroboraram esta 

hipótese, uma vez que 99,3% dos S. aureus (141/142), inclusive o oriundo da cadeia 

produtiva, foram sensíveis à cefoxitina e, somente 0,7% (1/142) apresentou-se resistente a 

este antimicrobiano. Dentre os três isolados de ECP, somente S. intermedius (1/3) mostrou-se 

resistente à oxacilina. Já os dois isolados de S. hyicus foram sensíveis a este antimicrobiano.  

Do ponto de vista clínico e econômico, a determinação da sensibilidade ou resistência 

de isolados a antimicrobianos é muito importante (MOON et a., 2007) e, além disto, tem 

implicação direta em saúde pública, pois a terapia antimicrobiana em animais representa um 

risco de seleção de cepas resistentes e introdução desta na cadeia alimentar (WHITE; 

MCDERMOTT, 2001; LEE, 2003). 

Para S. aureus, o disco de cefoxitina é preconizado na detecção da resistência mediada 

pelo gene mecA, substituindo o disco de oxacilina. Já para as demais espécies de ECP, o disco 

de oxacilina deve ser utilizado (CLSI VET01-A4, 2013). Em ambos os casos, isolados com 

halos de inibição menores que o estabelecido devem ser reportados como resistentes à 

oxacilina. As Figuras 9 e 10 ilustram os resultados obtidos para cefoxitina e oxacilina, 

respectivamente. 
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Figura 9. Teste de difusão em disco. Isolado de S. aureus resistente à cefoxitina (CFO) (A). 

Isolado de S. aureus sensível à cefoxitina (CFO) (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Teste de difusão em disco. Isolado de S. intermedius resistente à oxacilina (OXA) 

(A). Isolado de S.hyicus sensível à oxacilina (OXA) (B). 

 

 Os resultados do presente estudo sugerem que a prevalência de resistência à oxacilina 

em S. aureus oriundos de mastite bovina é geralmente baixa, corroborando achados prévios 

(KREWER et al., 2013; BOTREL et al., 2010; BENGTSSON et al, 2009; MONECKE, et al., 

2007). Entretanto, em estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de trabalho, a resistência 

encontrada à oxacilina foi maior (65,6% de resistência à oxacilina e 66,4% à cefoxitina) 

(MENDONÇA et al., 2012). Uma das explicações para estes achados pode ser a seleção das 

propriedades. No presente estudo, as propriedades onde foram feitas as coletas possuíam 

assistência médico veterinária periódica, melhores condições de manejo dos animais, 

constante realização de CCS e tratamento adequado dos diagnosticados com mastite Já no 

estudo conduzido por Mendonça e colaboradores (2012), as propriedades não possuíam as 

mesmas condições de assistência e de manejo. 

Quanto à cefalotina, apenas o único S. intermedius identificado foi resistente a este 

antimicrobiano. A elevada sensibilidade encontrada corrobora com Silva e colaboradores 

(2012), que detectaram 100% de sensibilidade a este antimicrobiano, porém em isolados de S. 

aureus, e também com outros autores que afirmam que a resistência à cefalotina praticamente 

não existe (POL; RUEGG, 2007; DE OLIVEIRA et al. 2000). Todos os 10 isolados (100%) 

testados para o antimicrobiano imipenem foram sensíveis, o que já era esperado, uma vez que 

a resistência encontrada a este antimicrobiano é frequentemente muito baixa. A Figura 11 

ilustra os resultados de sensibilidade e resistência encontrados para estes dois 

antimicrobianos. 

A B 

A B 
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Figura 11: Teste de difusão em disco. Isolado sensível à cefalotina (CFL) (A). Isolado de S. 

intermedius resistente à cefaltonia (CFL) (B). Isolado sensível ao imipenem (IPM) (C). 

 

5.4.2 Detecção da resistência induzível à clindamicina 

 

Macrolídeos e lincosamidas são duas outras classes de antimicrobianos utilizados no 

tratamento da mastite e também amplamente utiliza no tratamento de infecções estafilocócicas 

humanas (MOON eta al., 2007). Sabe-se que aumento da pressão seletiva na população 

bacteriana pode desencadear mecanismos de resistência a macrolídeos e lincosamidas, nas 

suas formas induzida ou constitutiva em Staphylococcus spp. Baseado no conhecimento que o 

cassete mec, presente em MRSA, carreia outros elementos genéticos codificadores de 

resistência a outras classes de antimicrobianos, como os genes erm, o presente estudo buscou 

avaliar a suscetibilidade aos antimicrobianos eritromicina (ERI), um macrolídeo, e 

clindamicina (CLI), uma lincosamida.  

O teste de disco aproximação foi realizado com o intuito de avaliar o fenótipo de 

resistência pela proximidade de aplicação dos discos de eritromicina (15 μg) e clindamicina 

(2μg) (CLSI VET01-A4, 2013; CLSI VET01-S2, 2013). A resistência constitutiva à 

clindamicina é observada quando isolados resistentes apresentam halos de inibição reduzidos 

ao redor dos discos. Já a resistência induzível é observada quando o halo de inibição ao redor 

do disco de clindamicina sofre uma constrição de diâmetro próximo ao disco de eritromicina, 

efeito também chamado de “zona D”. 

Observou-se que 2,8% (4/145) dos Staphylococcus coagulase-positivos foram 

resistentes à eritromicina, sendo três S. aureus e um S. intermedius. Destes, dois (2/4) 

apresentaram uma constrição do diâmetro no halo de clindamicina (“zona D”), sendo 

considerados resistentes à clindamicina; um (1/4) isolado apresentou-se constitutivamente 

resistente à clindamicina, não sendo possível a medição do halo, e um (1/4) isolado 

apresentou-se resistente somente à eritromicina (Figura 15). O isolado que apresentou 

resistência constitutiva foi S. intermedius, também resistente aos demais antimicrobianos 

testados (penicilina, amoxicilina + ácido clavulânico e oxacilina) e sensível apenas ao 

imipenem. A multirresistência encontrada neste isolado reflete a importância da adequada 

identificação ao nível de espécie dos demais ECPs envolvidos em processos infeciosos, para 

que não sejam equivocadamente reportados como MRSA. 

MRSA são frequentemente resistentes a outras classes de antimicrobianos, como 

tetraciclinas, aminoglicosídeos, macrolídeos, lincosamidas (ARDIC et al., 2005; 

WOODFORD, 2005; VOSS; DOEBBELING, 1995) e, apesar da baixa resistência encontrada 

à oxacilina e eritromicina, o monitoramento da suscetibilidade é essencial para o controle das 

infecções causadas por agentes resistentes a mais de uma classe antimicrobiana. 

 

A B C 



32 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Teste de disco aproximação para detecção da resistência induzível à clindamicina. 

Resistência induzível à clindamicina (“zona D”) (A). Resistência constitutiva (B). Resistência à 

eritromicina e sensibilidade à clindamicina (C).  

 

5.5 Detecção dos genes de resistência aos beta-lactâmicos 

 

5.5.1 Detecção do gene blaZ 

 

Devido à baixa resistência encontrada aos beta-lactâmicos cefoxitina, oxacilina e 

amoxicilina + ácido clavulânico, associada à elevada resistência à penicilina observada no 

presente estudo, que aponta para um mecanismo de resistência mediado pelo gene blaZ, a 

etapa seguinte adotada neste trabalho foi a pesquisa deste gene em todos os isolados, 

buscando correlacionar a presença de deste gene com o fenótipo de resistência à penicilina. 

O mecanismo de resistência à penicilina associada à produção de beta-lactamases, 

principalmente penicilinases, é decorrente da hidrólise do anel beta-lactâmico após a 

exposição do microrganismo ao antibiótico. A síntese de beta-lactamases em Staphylococcus 

spp. é codificada pelo gene plasmidial ou cromossomal  blaZ e pode ser constitutiva ou 

regulada pela presença do antibiótico, através de dois genes, blaI e blaRI. O primeiro é um 

repressor da transcrição de blaZ, e o segundo, um anti-repressor. Quando a penicilina está 

presente, a proteína se liga à enzima BlaR1, presente na membrana celular, que por sua vez 

cliva a enzima Bla1, ativando o promotor de blaZ e, consequentemente, iniciando a produção 

de beta-lactamase (MENDONÇA, 2012). 

O gene blaZ foi detectado em 46,2% (67/145) dos isolados (Figura 13), todos S. 

aureus. Destes, 49 (49/67) isolados foram resistentes à penicilina e somente um (1/67) foi 

resistente à combinação amoxicilina + ácido clavulânico.  A Tabela 10 resume os perfis 

encontrados quanto à suscetibilidade aos dois antimicrobianos avaliados, à presença da borda 

delimitada e do gene blaZ entre os isolados. O perfil predominantemente encontrado foi o 

perfil 1 com 46,2% (67/145), com isolados resistentes à penicilina e sensíveis à amoxicilina + 

ácido clavulânico, mas negativos para o gene blaZ. O perfil 2 é composto por 33,1% (47/145) 

dos isolados, os quais foram resistentes à penicilina, sensíveis à amoxicilina + ácido 

clavulânico e apresentaram o gene blaZ, sendo possível afirmar que o mecanismo de 

resistência envolvido é a produção de beta-lactamases. O único isolado oriundo da cadeia 

produtiva obtido no presente estudo e identificado como S. aureus pertence ao perfil 5, com 

isolados sensíveis à penicilina e à amoxicilina + ácido clavulânico, negativos ao teste de zona 

edge, mas positivos para o gene blaZ. 
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % dos produtos de amplificação do gene blaZ 

(861 pb). M: Marcador de tamanho molecular (100 bp); CP: controle; 1: Isolado positivo; B: 

Branco. 

 

Tabela 10. Perfis encontrados entre os isolados quanto à suscetibilidade à penicilina (PEN) e 

amoxicilina + ácido clavulânico (AMC), ao resultado do teste de zona edge e presença do 

gene blaZ. 

 

Perfil (nº 

de isolados) 
Espécie PEN Zona edge 

(definida) 
AMC Gene 

blaZ 

1 (67) S. aureus R ND S - 

2 (48) S. aureus R ND S + 

3 (16) S. aureus S + S + 

4 (9) S. aureus/S. hyicus S - S - 

5 (2) S. aureus S - S + 

6 (1) S. aureus R ND R + 

7 (1) S. intermedius R ND R - 

8 (1) S. aureus S + S - 
* +:Positivo; -: Negativo; ND: Não determinado. 

 

A sensibilidade do teste de zona edge em comparação à detecção do gene blaZ, 

utilizada como padrão-ouro, foi elevada (88,9%). O mesmo pode-se observar para os valores 

de especificidade (90%), valor preditivo positivo (94,1%) e valor preditivo negativo (81,8%). 

Gill e colaboradores, em 1981, propuseram a utilização deste teste para a predição da 

produção de beta-lactamases em S. aureus e S. epidermidis, encontrando, para S. aureus, uma 

correlação de 100% entre o resultado positivo ao teste de zona edge e a produção de beta-

lactamases. 

A não detecção do gene blaZ na maior parte dos isolados fenotipicamente resistentes à 

penicilina, conduziu à etapa de detecção do gene mecA.  

  

5.5.2 Detecção do gene mecA e seus reguladores 

  

 A resistência estafilocócica à oxacilina mediada pelo gene mecA implica em 

resistência a todas as penicilinas, cefalosporinas, com exceção das de última geração, 

  M       CP       1       B 

  500 pb → 
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carbapenemas e associações de beta-lactâmico com inibidores de beta-lactamase, como por 

exemplo ácido clavulânico, tazobactam e sulbactam (TORRES; CERCENADO, 2010; 

JACQUELINE et al., 2009; CHENG et al., 2008). 

 A emergência de MRSA no gado leiteiro pode ser associada ao contato com outras 

espécies de animais, como por exemplo, suínos ou humanos, ou bactérias, como ECNs, que 

muitas vezes carreiam genes determinantes da resistência antimicrobiana que podem ser 

transferidos para S. aureus associados à mastite (HOLMES; ZADOKS, 2011). Muitos estudos 

realizados pelo mundo têm demonstrado baixos níveis de MRSA associado à mastite bovina, 

como os desenvolvidos na Coréia (NAM et al., 2011), Alemanha (FESSLER et al., 2010) , 

Suíça (HUBER et al., 2009), Japão (HATA et al., 2010), Turquia (TURKYILMAZ et al., 

2010) e Bélgica (VANDERHAEGHEN et al.,2010b). 

Todos os isolados, mesmo os sensíveis, foram submetidos a reações de PCR para 

detecção do gene de resistência mecA utilizando os iniciadores mecA “Universal”, proposto 

por Melo e colaboradores (in press). Este iniciador foi desenhado baseado em uma sequência 

conservada do gene mecA de S. aureus, permitindo a amplificação deste gene tanto em 

isolados de S. aureus de origem humana, quanto nos de origem bovina. Uma vez positivos, os 

isolados foram também submetidos a reações de PCR, também para investigação do gene 

mecA, utilizando os iniciadores mecA (MURAKAMI et al., 1991) e mec SsciuriInt (MELO et 

al., 2013).  

O gene mecA foi detectado em 2,7% (4/145) dos isolados oriundos do leite, através 

dos iniciadores mecA “Universal”, proposto por Melo e colaboradores (in press), e mecA, 

proposto por Murakami e colaboradores (1991). Os isolados positivos para o gene mecA 

foram submetidos à pesquisa do gene mecRI, que foi detectado em 3 destes isolados (3/4). O 

gene mecI não foi detectado entre os isolados avaliados. Todos os isolados que apresentaram 

os genes mecA e mecRI foram sensíveis à cefoxitina, indicando a não expressão do gene 

mecA e, consequentemente, a não produção da PBP2a. A Figura 14 ilustra os produtos de 

amplificação das reações para detecção do gene mecA, pelos iniciadores mecA“Universal” 

(574 pb) e mecA (533 pb), e do gene mecRI (234 pb).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % dos produtos de amplificação do gene mecA 

pelos iniciadores: mecA “Universal” (574 pb) (A) e mecA (533 pb) (B); e dos produtos de 

amplificação do gene mecRI (234 pb) (C).  M: Marcador de tamanho molecular (100 bp); CP: 

controle S. aureus ATCC 43300; 1: Isolado mecA positivo (mecA “Universal”); 2: Isolado 

mecA positivo (mecA de Murakami e colaboradores, 1991); 3: Isolado mecRI positivo; B: 

Branco. 
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Foram obtidos cinco perfis diferentes de amplificação dos genes de resistência de 

acordo com os resultados encontrados na difusão em disco com oxacilina ou cefoxitina 

(Tabela 11). 

 

Tabela 11. Perfis de amplificação dos genes de resistência de acordo com os resultados 

encontrados na difusão em disco com oxacilina ou cefoxitina. 

 

Perfis 
(nº de 

isolados) 

Espécie Suscetib. 

à CFO/ 

OXA 

mecA 

“Universal” 

mecA 
(MURAKAMI 

et al., 1991) 

mec 

SsciuriInt 

 

mecI 

 

mecRI 

1 (139) S. aureus e S. 

hyicus 

S - - - ND ND 

2 (3) S. aureus S + + - - + 

3 (1) S. aureus S + + - - - 

4 (1) S. aureus R - - - ND ND 

5 (1) S. intermedius R - - - ND ND 
* +:Positivo; -: Negativo; ND: Não determinado. 

 

Dos 67 isolados resistentes à penicilina, mas negativos para o gene blaZ, somente em 

um foram detectados os genes mecA e mecRI. A não detecção do gene mecA em isolados 

resistentes também foi reportada por  Pehlivanoglu e Yardimci (2012), que encontraram 40% 

(8/20) de S. aureus e 55,6% (10/18) de ECNs resistentes à oxacilina mas negativos para o 

gene mecA. Da mesma forma, outros pesquisadores relataram S. aureus resistentes à 

oxacilina, porém sem o gene mecA, em isolados de casos de mastite bovina (KUMAR et al., 

2010; TÜRÜTOĞLU et al, 2009; MOON et al., 2007). Nestes casos, diversos mecanismos 

como superexpressão de beta-lactamases, superprodução de PBPs e mutações pontuais nas 

PBPs podem ser os responsáveis pela resistência à oxacilina (PEHLIVANOGLU; 

YARDIMCI, 2012; CHAMBERS, 1997). 

A presença de genes de resistência, como por exemplo, blaZ e mecA, não é 

necessariamente indicativa de fenótipos de resistência, nem tão pouco a ausência de tais 

genes determina sensibilidade. A correlação entre presença de genes e detecção de resistência 

fenotípica é uma área ainda pouco explorada e a utilização de PCR deve ser cautelosa para 

determinação dos perfis de resistência nas espécies estafilocócicas isoladas de leite bovino 

(SAMPIMON et al, 2011). 

Embora pesquisas recentes tenham identificado mutações pontuais nas regiões de 

anelamento no gene mecA de isolados de Staphylococcus de origem bovina e desenvolvido 

iniciadores mais específicos para sua detecção, ainda é necessário maior elucidação dos 

fatores envolvidos na não detecção de genes de resistência em Staphylococcus spp. de origem 

animal. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 As espécies de ECP encontradas no presente estudo foram: S. aureus (97,9%), S. 

hyicus (1,4%) e S. intermedius (0,7%). 

 A identificação genotípica de S. aureus proposta obteve excelente concordância com a 

identificação proteômica por MALDI-TOF MS. Além disto, apresentou 100% de 

sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo, quando 

comparada ao método proteômico, podendo ser usada de forma bastante satisfatória para 

caracterização deste agente. 

 A elevada sensibilidade à amoxacilina + ácido clavulânico e oxacilina associada à 

resistência detectada à penicilina, sugere que a produção de beta-lactamases é o mecanismo 

implicado na resistência à penicilina observada nos isolados avaliados. No entanto, a maioria 

dos isolados resistentes não possuíam o gene blaZ. 

 O isolado de S. intermedius foi resistente a todos os antimicrobianos testados, com 

exceção do imipenem. A multirresistência encontrada neste isolado reforça a importância do 

monitoramento das demais espécies de ECP envolvidas em processos infeciosos, com a 

adequada identificação ao nível de espécie.  

 Os diferentes perfis de resistência fenotípica e genotípica aos beta-lactâmicos 

encontrados entre os isolados no presente estudo apontam para a necessidade de mais 

pesquisas para a melhor compreensão dos mecanismos de resistência nestes isolados. 
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